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"Znaczenie gendw kodujacych biatka z grupy Polycomb, Trithorax i wybranych
czynnikéw transkrypcyjnych oraz statusu oksydacyjnego w regulacji indukcji
embriogenezy somatycznej u Medicago truncatula Gaertn.”

Przedmiot rozprawy i jej znaczenie naukowe

Przedmiotem badan opisanych w recenzowane] pracy doktorskie| byta embriogeniczna kultura
in vitro Medicago truncatula. Gatunek ten jest bliskim krewnym lucerny siewnej (M. sativa),
rosliny pastewnej o duzym znaczeniu ekonomicznym. Wobec ograniczen jakie stwarza lucerna
siewna, lucerna M. trunculata stata sie modelem w badaniach genomiki funkcjonalnej rodziny
bobowatych ze wzglgdu na stosunkowo maty (ponizej 500 Mb), zekwencjonowany genom,
publicznie dostepne bazy danych genomowych, dostgpnos¢ mutantow oraz mozliwosc¢
zastosowania transformacji genetycznej do badania funkcji genow. Te ,modelowe” cechy M.
truncatula staty sie zapewne zachetg dla Zespotu kierowanego przez panig prof. Ewe
Kepczynska, promotora recenzowanej pracy, do zastosowania M. truncatula w badaniach nad
fizjologicznymi, biochemicznymi i genetycznymi mechanizmami sterujgcymi somatyczng
embriogenezg u roslin strgczkowych.

Badania nad procesami sterujgcymi plastycznoscig rozwojowg komorek, a szczegolnie nad
mechanizmami i czynnikami endo - i egzogennymi indukujgcymi w zroznicowanych
komorkach somatycznych nowe programy rozwojowe, sg obecnie w centrum zainteresowania
nie tylko badaczy roslin | zwierzat ale takze medykow. Poznanie mechanizmow molekularnych
lezacych u podstaw regeneracji roslin w kulturze in vitro oprécz poznawczego ma wymiar
praktyczny poniewaz przyczynia sie do ulepszenia efektywnosci transformacji genetycznej
roélin wykorzystywanej w badaniach funkcji genow oraz w modyfikowaniu cech roslin
uzytkowych. Stad tez praca mgr Anny Orfowskiej podejmujgca badania nad genetycznymi i
epigenetycznymi czynnikami sterujgcymi regeneracjg roslin M. truncatula na drodze
somatyczne] embriogenezy $wietnie wpisuje sie w biezacy, Swiatowy nurt badan. Za cenny |
trafny uwazam takze wybor przez Doktorantke obiektu tych badan, ktorym byta wysoce
embriogenna kultura M9-10a pochodzgca z nieembriogennej linii M8 odmiany Jemolang M.
truncatula. Linie te dostarczajg Zespolowi prof Ewy Kepczynskie| unikalnego, modelowego
systemu badawczego dla poznania mechanizméw determinujgcych stan pluri/totipotencji w
komorkach somatycznych u roslin strgczkowych/bobowatych. Uznanie budzi takze szeroki,
wielopoziomowy zakres badan nad SE zaprezentowany w pracy doktorskiej, ktory objat
czynniki genetyczne, epigenetyczne oraz stres oksydacyjny

Podsumowujac, podjete w rozprawie badania uwazam za niezwykle aktualne i
interesujace dla wspolczesnej nauki.

Struktura pracy

Pod wzgledem formalnym rozprawa jest typowa monografia o charakterze eksperymentalnym.
Praca jest liczy 168 stron, | obejmuje typowe rozdziaty: streszczenie po polsku i angielsku,
wykaz skrotow, wstep (odpowiednik przegladu literatury w innych rozprawach), cel pracy,
materiat i metody, wyniki, dyskusje. wnioski. bibliografie. Dodatkowo, w aneksie zawarty jest
dorobek naukowy Doktorantki. Ponizej omawiam kolejne rozdziaty rozprawy na biezgco
umieszczajgc komentarze do pracy i pytania do Doktorantki.



Tytut rozprawy:

Tytut blednie sugeruje badanie czynnikéw transkrypcyjnych na poziomie biatek podczas gdy
praca przedstawia wytgczne badania na poziomie genow kodujgcych biatka regulujgce
transkrypcje. Stad tez prawidtowy tytut powinien brzmiec: "Znaczenie genow kodujgcych biatka
2z grupy Polycomb, Trithorax i wybrane czynniki transkrypcyjne oraz statusu oksydacyjnego w
regulacji indukcji embriogenezy somatycznej u Medicago truncatula Gaertn.”

Wstep

W wiekszosci rozpraw Wstep to krotkie 1-2 stronicowe wprowadzenie przed przeglagdem
literatury, najczesciej konczace sie zdefiniowaniem celu badan. Inaczej jest w recenzowanej
pracy, w ktorej we Wstepie Doktorantka zawarta przeglad literatury 1 stad w mojej opinii nazwa
tego rozdziatu jest mylgca

Opisujac aktualny stan wiedzy na temat regulacji somatycznej embriogenezy Doktorantka
skupita sie na najbardziej interesujgcej z punktu widzenia mechanizmu regulujgcego pluri-
Itotipotencje komorek roslinnych fazie tego procesu, tj. indukcji SE i przekrojowo przedstawita
role epi-/genetycznych i stresowych czynnikow w tym procesie. W ostatnim podrozdziale,
Autorka przybliza obiekt swoich badan, M. truncatula. Przeglad oparty jest na dobrze dobranej.
bogatej literaturze naukowej, ktora ukazata sie w ostatnich latach. Tekst ilustruje 9 rysunkow i
jedno zdjecie Nie wszystkie ilustracje spetnity dobrze swojg funkcje ] uzupetnily tekst do
ktérego zostaty odniesione

Rys. 1 pokazuje schemat indukowania posrednie] i bezposredniej SE z roznych eksplantatow
M. truncatula (str. 15) i przywotany jest na str. 14 jako wsparcie tezy o silnym
przeprogramowaniu komérek eksplantatu podczas posredniej SE choc .przeprogramowanie”
na schemacie nie jest pokazane Rys. 1 raczej powinien zosta¢ wigczony do podrozdzialu
przedstawiajacego M. truncatula jako mode! w badaniach Podobnie nieadekwatnie do tresci
cytowany jest Rys. 2 (str. 17), na ktorym widzimy podrecznikowy przekroj przez tkanki liscia,
chociaz zgodnie z tekstem rysunek ten powinien ilustrowac histogeneze tkanki kalusowej w
kulturze lisci M. truncatula. Z kolei Rys. 6 jest nieczytelny, nazwy biatek w przedstawionych
kompleksach PRC1, PRC2 i TrxG trudne do odszyfrowania; Nie wiadomo kto jest autorem
tego schematu. W pracach naukowych legenda do rysunkow, schematow i zdjec powinna
zawiera¢ komplet informacji umozliwiajgcych zrozumienie ilustracji bez poszukiwan w tekscie,
niestety Doktorantka tej zasady nie zastosowala.

Bardzo utrudnia sledzenie tekstu umieszczanie ilustracji w znacznej odlegtosci od tekstu, w
ktorym zostaty przywotane, np. na str. 37 (Wstep) tekst odnosi sig do Rys. 10. ktory pojawia
sie dopiero na str. 53 przy omawianiu metod, podobnie zdjecie 2 cytowane w Materiatach |
Metodach (str 43) pojawia sie dopiero na str. 70 w Wynikach.

Uwaai merytoryczne:

- na str 13 czytamy" Embriogeneza somatyczna jest $cisle zwigzana z totipotencjg komaorek
roslin wyzszych .”; podobnie na str. 18: ,Somatyczna embriogeneza jest mozliwa tylko wtedy,
gdy komorki somatyczne odréznicujg i stang sig totipotentne” Teksty te sugeruja, ze
Doktorantka kazdy proces SE uwaza za objaw totipotencji komorek; prosdabym o
zweryfikowanie pojecia totipotencia w czasie obrony

- str. 13-14: opisujgc proces SE u roslin Doktorantka przywoluje tylko model funkcjonujgcy np.
u iglakow, ktory jednak nie jest powszechny; np. u Arabidopsis nie ma fazy namnazania kalusa
i tworzenia PEM: szkoda, tez, ze w podrozdziale opisujgcym SE nie ma informacji na temat
mozliwosci i sposobéw indukowania tego procesu u roslin strgczkowych/bobowatych, a w
szczegolnosci doskwiera brak opisu systemu indukcji SE u Medicago truncatula; dopiero
schemat na str. 70 (Wyniki, wykres 1) pozwala wyobrazi¢ sobie jak ten proces przebiega u
badanej w pracy rosliny

- str. 20° Doktorantka stusznie twierdzi, ze istnieje kilka gatunkow roslin, ktare wytwarzajg
somatyczne zarodki pod wptywem stresu, jednak nie podaje zadnego przyktadu i nie cytuje na
poparcie zadnych prac choc¢ taka jest rola przegladu literatury;

-Str. 20: nie zgadzam sie z tezg. ze wsrod genow wykazujgcych zmieniony profil ekspresji
podczas SE przewazajg te, ktorych ekspresja jest podwyzszona gtownie w ostatnich fazach
tego procesu; przecza temu wyniki analiz transkryptomu podczas SE u réznych roslin w tym,




u Arabidopsis, w ktorych wykazano, ze we wczesnej fazie indukcji SE kilkadziesigt genow TF
ulega intensywnie podwyzszonej (co najmniej 10-krotnie) transkrypcji (Gliwicka i in. 2013,
PLoS One).

- str. 41: nieuzasadnione jest podanie w tab. 1 opisujgce] skiad pozywki ISV stezenia roztworu
macierzystego; wazne jest wytgcznie stezenie zwigzku w pozywce, ponadto tylko w tej tabeli
stezenia zwigzkow podano w mg/l oraz w mM, aTabele 2 i 3 podajg sktad pozywek do kultury
in vitro tylko w mg/I. Nalezatoby ujednolici¢ jednostki, najlepie| zastosowa¢ mM jako zalecane
do wyrazania stezen zwigzkow w pozywkach do kultury in vitro, cho¢ rozumiem, ze ze
wzgledow praktycznych operuje sie czesto mg/l. Dodatkowo, zestawienie sktadu obu pozywek
zastosowanych do indukcji SE w jednej tabeli bytoby znacznie lepszym rozwigzaniem niz
osobne mate tabele bo utatwitoby porownanie sktadu pozywek. W sktadzie pozywek jest tez
sacharoza ale tabele je] nie uwzgledniaja.

-Str. 42: w tabeli 2 widnieje inne stezenia 2,4-D i zeatyny (0,2 1 0,1 yM) niz podane w tekscie
(0,511 uM) odnoszacym sie do te| tabeli

Cel i metody

Poza wskazaniem celu ogolnego pracy Autorka zdefiniowala takze szes¢ celow
szczegdlowych, ktore konsekwentnie realizowata w trakcie badan. Nie mam zastrzezen, co do
poprawnosci merytorycznej celow, ale razi strona jezykowa niektorych z nich (uwagi w sekcji
dotyczacej jezyka). Ponadto, Autorka w niektorych celach szczegotowych wskazuje, ze
badania dotycza M. truncatula i kultury SE, a innych celach takich informacji brak, co moze
sugerowac, ze w tych badaniach obiekt byt inny.

Do realizacji postawionych w rozprawie celéw badawczych Doktorantka opanowata szereg
metod i technik badawczych z zakresu kultur in vitro roslin oraz biologii molekularnej, w tym
analize ilosciowg ekspresji genow metodg RT-qPCR, pomiary spektrofotometryczne
aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych i zawartosci bialka metodg Bradford'a (1976) oraz
analizy bioinformatyczne i statystyczne Ten szeroki warsztat badawczy Doktorantki zastuguje
na uznanie

Pytania/uwagi szczegdélowe:

- str. 43: niejasno opisane sg kombinacje, z ktorych izolowano RNA; podzial na punkty
czasowe z pierwszej fazy indukcji SE vs z catego okresu fazy indukcji nie ma uzasadnienia |
jest nielogiczny; sensowny bylby podziat analiz na te obejmujgce wczesna (1j. pierwszy tydzien
kultury: 0, 1,2, 3, 517. dzien) i pozng (2. i 3. tydzien kultury tj. 14 i 21 dzien) faze indukcji SE.
Znacznym utatwieniem w opisaniu badanych kombinacji bytoby odwotanie w Materiatach |
metodach do schematu przedstawionego dopiero w Wynikach jako zdjecie 2 i pokazujacego
kulture SE na osi czasu Co prawda do tego schematu jest odwolanie na str . 43 ale tylko
celem ilustracji sposobu nacinania eksplantatu (czego zresztg na zdjeciu/schemacie nie
widac), a ponadto schemat ten znajdujemy po dtugich poszukiwaniach dopiero na str. 70.

- Str. 51: z ilu eksplantatow izolowano RNA w jednym powtdrzeniu? W pracy Orlowska 1 inni,
(2017) podano 7 lisci.

- ile eksplantatow wzrastalo na 1 piytce? Czy liczba byla ré6zna w zaleznosci od
doswiadczenia?

-str. 58- testem statystycznym t-Studenta badano istotnos¢ roznic miedzy $rednimi
wartosciami ekspresji gendw i aktywnosci enzymow w roznych kombinacjach; roznice istotne
zaznaczano gwiazdkami ale niestety brak informacji (w Materiatach | Metodach, jak rowniez
pod wykresami), ktéra kombinacja byta punktem odniesienia w obliczaniu istotnej roznicy

Wyniki:

Znaczna cze$¢ zaprezentowanych w rozprawie wynikow dotyczgcych identyfikacji w genomie
M. truncatula wybranych genow zwigzanych z indukcjg SE, zbadania ich zwigzkow
fiologenetycznych oraz analizy ekspresji tych genéw metodg ilosciowg (RT-qgPCR) zostata
opublikowana w dwoch artykutach (Orlowska i in., 2017; Ortowska i Kepczynska, 2018) w
czasopismie z listy JCR, Plant Cell Tissue and Organ Culture, IF20:7= 2,004; 30 punktow wg



MNISW. Fakt ten dowodzi nowatorstwa uzyskanych wynikow i ich wartosci naukowej dla
spotecznosci badaczy.

Za najwazniejsze uzyskane w pracy wyniki uwazam:

- Zidentyfikowanie, w genomie M. truncatula sekwencji genowych kodujacych biatka grupy
Polycomb, Trithorax oraz enzymy antyoksydacyjne (dysmutaze ponadtlenkowg i
peroksydaze askorbinianowa);

- podjecie préby wyjasnienia wysokiego potencjatu embriogenicznego genotypu M9-10a na
poziomie regulacji epigenetycznej poprzez wykazanie istotnych réznic w poziomie ekspresji
genoéw z grupy Polycomb i Trithorax w $wiezo izolowanych i poddanych indukcji embriogenne;
eksplantatach linii embriogennej (M9-10a) i nieembriogenne| (M9);

- wykazanie istotnie wyzszej ekspresji genow czynnikow transkrypcyjnych L1L, WOX51 STM
w kulturze embriogenne] w stosunku do nieembriogennej, co pozwala na stosowanie tych
genow jako markerow tkanki embriogennej u M. truncatula,

- dostarczenie dowodow eksperymentalnych potwierdzajgcych teze, ze 2,4-D moze
indukowa¢ SE poprzez stres oksydacyjny, na co wskazuje istotnie podniesiony poziom
aktywnosci enzymoéw oksydacyjnych (SOD. CAT, APX) I idgce za tym zmiany w poziomie
ekspresji gendw regulujgcych SE, wykazane po zwigkszeniu stgzenia 2,4-D w pozywce.
Mam natomiast watpliwosci, co do interpretacii wynikéw uzyskanych z uzyciem DPI - inhibitora
oksygenazy NADPH generujgce] anionorodnik ponadtienkowy w reakcji na stres. Do badan
nad wpltywem poziomu stresu oksydacyjnego na ekspresje genow wybrano stezenie 10 uM
DPI, ktore powodowato zamieranie eksplantatow widoczne na zdj 5 i, jak czytamy:  catkowite
zablokowanie produkcji kalusa i zarodkow somatycznych” (str. 106) ,a ,RNA izolowane z
tkanek hodowanych na pozywce z dodatkiem DPI byto zdegradowanie i nie mozna byto go
wykarzystac¢ do dalszych analiz”" (str. 110)". Efekty te dowodzg toksycznosci zastosowanego
stezenia, co powoduje, ze wszystkie pomiary ekspresji genow uzyskane w tej kombinacji
odwzorowujg letalne zmiany w kamdrkach, | nie mogg by¢ podstawg do wnioskowania o
zaleznosci pomiedzy poziomem stresu | regulacjg indukcji SE. Do analiz powinno byc
zastosowane stezenie 1 uM DP! (lub nawet nizsze), t|. takie ktore pozwala na przezycie tkanki
i szczatkowg produkcje kalusa i zarodkow.

Pytania/uwagi szczegolowe:

- w pracy okre$lano mase kalusa w odpowiedzi na rozne warunki kultury (np. wykres 20, str.
106); prositabym o wyjasnienie dlaczego przyjeto taki parametr? Czy w badany systemie
istnieje zaleznos¢ pomiedzy produkcja kalusa a potencjatem embriogennym kultury?

-mam pytanie o istotnos¢ zmian w aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych i ekspresji genow
je kodujgcych w kulturze embriogennej i nieembriogennej; brak stosownych oznaczen na
wykresach sugeruje, ze przewazajgca wiekszosc tych zmian nie byta istotna statystycznie stad
wnioskowanie np. o zmianach w profilach aktywnosci enzymow w trakcie SE (wyk. 19 i str.
101) jest nieuzasadnione;

-str. 103: jak kwantyfikowano zdolnosc kultury/linii do SE w badanych kombinacjach? Jakimi
pomiarami podparty jest wniosek o ,spowolnieniu” roznicowania zarodkow somatycznych w
kulturach indukowanych 2 4-D w stezeniu powyzej 5 pM? Nie znalaztam stosownych danych,
a jedynie nieczytelne fotografie kultur na zdj. 5,

- jakosc¢ zdie¢ 34 i 7(str. 201 91, 109), nie pozwala na zweryfikowanie informacji podanych
w tekscie dotyczacym produkcji/lokalizacji w eksplantatach anionorodnika ponadtlenkowego |
nadtlenku wodoru;

- str. 109, czy w pozywkach stosowano BAP? Tak podaje opis na zdjeciu 7;

- prosze o wyjasnienie, co nalezy rozumie¢ przez ,dziatanie auksynogenne” 2,4-D (np. str.
106),

- uwaga dot. wykresow przedstawiajacych dvnamike ekspresii genéw: Doktorantka okreslata
poziomu ekspresji genow w trakcie kultury w wybranych kilku punktach czasowych i diatego
poprawng graficzng ilustracja takich wynikow sg wytgcznie wykresy stupkowe/kolumnowe, a
nie liniowe; na usprawiedliwienie moge dodac, ze liniowa, a nie stupkowa ilustracja danych
nieciggtych to czesto spotykany btad (i akceptowany takze w niektorych czasopismach, co




pokazuje opublikowanie tych wykreséw w PCTOC) Nalezy podkreslic, ze Doktorantka
zastosowala stupkowe wykresy, ale niestety przedstawita na nich tylko pomiary dla wybranych
dni kultury (nie znalaziam klucza zastosowanego do wyboru przedstawionych na tych
wykresach dni: 01 7. dzien dla genow PRC1, a 7 i 14. dzien dla genow PRC2).

- kolejna uwaga do wykresow liniowej ekspresji genow:, nie widze uzasadnienia dla mierzenia
poziomu ekspres|i genu krotnoscig zmiany w stosunku do ,najnizszej obserwowanej zmiany",
co powoduje, ze dla kazdego wykresu punkt odniesienia jest inny; czasami trudno odczytac z
wykresu, ktory gen i punkt czasowy byl referencjg (np. wyk. 2 dla LEC7iL1L), aw legendzie
tej informacji brak (takze w artykutach opublikowanych z tych wynikow w PTOC).
Podsumowujac, uwazam, ze wszystkie pomiary poziomu ekspresji genow i aktywnosci
enzymow powinny byé przedstawione w formie wykresow stupkowych zestawionych parami
dla dwoch genotypow, poniewaz tylko poréwnanie dwoch roznigcych sie potencjatem
genotypow jest zgodne z celem pracy bo pozwala na uchwycenie zwigzku pomigdzy ekspresjg
badanych genow a potencjalem embriogennym tkanki. Punktem odniesienis dla wszystkich
pomiarow moze byé albo kultura nieembriogenna (co Doktoratka zastosowala na wykresach
kolumnowych), albo eksplantaty przed kulturg (0 d).

Dyskusja

W Dyskusji, Doktorantka podsumowuje niektore uzyskane w pracy wyniki i zestawia je z
aktualng wiedza. Rozdzial ten na pewno by zyskat i lepiej spetniat swojg funkcje gdyby Autorka
wyroznita podrozdziaty omawiajace dyskutowane problemy. Taka struktura Dyskusji
wymusitaby bowiem zdefiniowanie i uporzagdkowanie omawianych problemaéw. co na pewno
poprawiloby jasno$¢ dyskusji i wnioskowania.

Mam watpliwo$¢ do wnioskowania na str. 140:,Pomimo wysokiej transkrypcji tych czynnikéw
epigenetycznych w lini M9-10a w tym samym czasie obserwowano rowniez wysokg
ekspresje genow zwigzanych z rozwojem zarodkéw somatycznych, co moze wskazywac,
7e badane TFs nie znajdujg sie pod bezposrednig kontrolg PcG i TrxG, ale mogg zalezec
rowniez od innych mechanizmoéw epigenetycznych” Biorac pod uwage, ze poziom ekspresji
genoéw nie jest jednoznaczny z poziomem produkcji ich biatkowych produktow nalezatoby
zachowaé wiekszg ostroznosc we wnioskowaniu dopoki dodatkowe analizy (np. na poziomie
biatek lub z zastosowaniem mutantow/linii transgenicznych) nie potwierdzg hipotezy. Ponadto.
skoro biatka TrxG, w przeciwienstwie do PcG, sg aktywatorami ekspresji gendw, to wzrost
ekspresji genow kodujgcych biatka TrxG sprzyja aktywacji docelowych gendw, a wigc nie
mozna wykluczyé, ze badane w pracy TF sg bezposrednio regulowane przez TrxG.
Prositabym takze o wskazanie jakie badania powinny by¢ w przysztoSci przeprowadzone
celem zidentyfikowania sugerowanych w pracy zwigzkow regulacyjnych miedzy biatkami PcG
i TrxG, a genami TF kontrolujgcymi indukcje embriogenng.

Wyjasnienia wymaga takze teza postawiona na koncu Dyskusji (str. 140:"Uzyskane wyniki
potwierdzajg, ze kluczowe znaczenie w procesie aktywacji systemow adaptacyjnych do
zmienionego $rodowiska ma auksyna i produkcja reaktywnych form tlenu w odpowiedzi na
dziatanie czynnikow stresowych (rys. 20)". To bardzo ogdine stwierdzenie wymaga uscislenia
w kontekscie przeprowadzonych w pracy badan: jakie ,systemy adaptacyjne, ,zmienione
srodowisko" i ktére wyniki zwigzane z auksyng ma Doktorantka na mysli?

W swoich badaniach Doktorantka potwierdzila, ze takze u M truncatula stres oksydacyjny |est
zwigzany z indukcjg SE oraz. ze mozliwym mechanizmem dziatania 2,4-D jako induktora SE jest
stymulacja produkgji reaktywnych form tlenu, ktore z kolei warunkujg poziom ekspresji genow, w
tym SE-regulatorow. Z dyskusji niestety nie dowiadujemy sie nic na temat mechanizmow
dziatania RFT w ekspresji genow. Prositabym o uzupetnienie tego waznego watku w trakcie
obrony. Interesujg mnie takze propozycie Doktorantki, co do kierunku dalszych badan i
dostepnych u M. truncatula narzedzi dla wyjasnienia mechanizmu dziatania stresu
oksydacyjnego w indukcji SE.



Whioski

Wyniki badafn Doktorantka podsumowata w dziewigciu wnioskach. Wniosek 1. ma forme
stwierdzenia, a nie konkluzji i wymaga poprawy, bo zidentyfikowanie nawet po raz pierwszy
sekwencji w genomie nie jest wnioskiem. Wobec uwagi jaka wyrazitam na temat badan z
zastosowaniem zbyt wysokiego, toksycznego stezenia DPI, wnioski 7, 8 i 9 nalezy
zweryfikowac¢ w analizach z zastosowaniem nizszego, nieletalnego stezenia tego zwigzku.

W trakcie obrony prositabym o rozwiniecie wniosku 2 co to znaczy ., ze gen jest ,bardzo
dobrym” markerem SE? Zgadzam sig, ze geny L1L i STM wydajg sie spetniac kryterium
markera kultury embriogennej u M. truncatula, jednak mam watpliwosci, czy moze by¢ nim gen
LEC1 (pozna ekspresja na poziomie wielokratnie nizszym niz pozostate dwa geny).

Praca nie jest wolna od bledéw natury jezykowej, stylistycznej i edycyjnej, ponizej
wskazuje niektore z nich:
Bfedy jezykowe, terminologiczne, stylistyczne
- RNA i DNA to kwasy i dlatego wskazanym jest uzywanie rodzaju meskiego, a nie nijakiego;
str. 8 Czytamy o ,transmisji komérek somatycznych do stanu embriogennego ."; terminem
wiasciwym jest tranzycja, a nie transmisja
str. 35 ,mutacja w ekspresji genu ATX1 powoduje. ..
- str. 35: czytamy o przytgczaniu reszt metylowych ,na genie docelowym”

... f. zwyczajna" to nie jest przyjety w jezyku polskim skrat nazwy gatunkowe] fasoli
zZwyczajnej

- str 37 ... stosunkowa latwa transformacja’; domytam sig. ze chodzi o transformacje
genetyczng

- Wsrod celow pracy (str. 39) Doktorantka wskazuje Wplyw 2,4-D na formowanie tkanki
kalusowej . " oraz ,wptyw zmian w ekspresji genéw... na .- celem moze by¢ okreslenie

/zbadanie wptywu ale nie wpltyw

- w catej pracy zamiast ,ptytka Petriego” Doktorantka uzywa terminu ,szalka", stowo to w j.
polskim oznacza wytgcznie czes¢ wagi

- Doktorantka uzywa zwrotow’ ,muszg" (str. 8, 122)- np , eksplantaty musza podlegac
procesom ", ,Udalo sie odkryc .." (str. 20). lub .oczywistym jest " co nie jest jezykiem
wtasciwym dla nauki;

- str. 70, w podpisie Wykresu 1 czytamy: Dynamika wzrostu tkanki kalusowej na eksplantatach
lisciowych . ."- powinno byé¢: Dynamika wzrostu tkanki kalusowe] powstajgce] w kulturze
eksplantatéw lisciowych

- str. 72: .bezposrednie poréwnanie poziomu transkrypcji L1L w obu analizowanych liniach.. "
- str. .....MnSOD obecny jest . ’- zamiast poprawnie: enzym MnSOD cbecny jest...

- Autorka naduzywa zdan bez okreslonego podmiotu, ktory trzeba dedukowac z kontekstu
_str 131 ,... tymczasowe obnizenie aktywnosci komponentéw PRC2 jest wystarczajace dla
zaindukowania procesu embriogenezy somatycznej.” Zapewne chodzi nie o ,tymczasowe”,
ale o ,przejsciowe” cbnizenie aktywnosci

Bfedy edycyjne:

- w pracy razi znaczna liczba stron czesciowo pustych; domyslam sie, ze sg one wynikiem
wstawiania w tekst ilustracji, tabeli, wykresow; szkoda ze Doktorantka nie zadbala o edycjg i
nie dopasowanie tekstu do formatu stron

-btednie cytowana jest praca Gaj i in., (2005) jako Gaj i in., (2006)

- str. 40: jest 5mM, powinno by¢ 5 mM (wymagana spacja pomiedzy liczbg a mianem)

- zasada, ktorej Autorka nie uzywa maowi, ze tylko raz w tescie uzywamy petnej tacinskiej nazwy
gatunkowej, po czym stosujemy skrot, w tekscie naprzemiennie stosowana jest petna nazwa
Medicago truncatula (np. str. 39, 71) i skrot M. truncatula (np. 71).

-zdarzajg sie btedny literowe (np. str. 59) i gramatyczne (np. str 16: jest ,w kierunku
hypokotylu”, powinno by¢ ,w kierunku hypokotyla”)



Znaczenie wynikow dla nauki

Powyzsze komentarze i uwagi krytyczne nie wplywajg w sposob istotny na mojg wysokg ocene
wartoéci merytorycznej rozprawy doktorskiej pracy p. mgr Anny Ortowskiej i jej wkiadu w
pogiebienie wiedzy na temat indukowania stanu embriogenicznosci w kulturze tkanek
somatycznych roslin.

Pani mgr A. Ortowska poradzita sobie z wyzwaniem jakie stawia trudny w kulturze in vitro
gatunek M. truncatula, zadata interesujgce i aktualne dla nauki pytania i prébowata na nie
odpowiedzie¢ stosujgc szerokie spektrum kompleksowych analiz. Doktorantka wykazala sie
znajomoscig rozleglego warsztatu badawczego z zakresu biologii molekularnej oraz kultur in
vitro roélin i w pracochtonnych doswiadczeniach zgromadzita interesujgce wyniki, ktore
stanowig istotng podstawe do dalszych badan nad mechanizmami genetyczne, i
epigenetycznej kontroli stanu embriogenicznosci w komorkach/tkankach roslinnych. Wyniki
uzyskane w rozprawie doktorskiej mgr Anny Orlowskie| istotnie rozszerzajg wiedze o
procesach regulujgcych indukcje somatycznej embriogenezy na poziomie molekularnym.

Wobec powyzszego wnosze do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Szczecinskiego o
dopuszczenie Pani mgr Anny Ortowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, ze wzgledu na istotng wartos¢ naukowag wynikéw przedstawionych w rozprawie,
potwierdzong ich opublikowaniem w dobrze punktowanym czasopismie naukowym o zasiegu
miedzynarodowym, wnosze do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Szczecinskiego o
wyroznienie rozprawy mgr Anny Ortowskiej stosowng nagroda.

Matgorzata D. Gaj



