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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Czolpinskiej pod tytulem
w»Reakcja kalafiora (Brassica oleracea var. botrytis) na stres termiczny. Wielopoziomowa
charakterystyka ze szczegélnym uwzglednieniem biatek bogatych w glicyn¢ wigzacych RNA
(GRPs)”

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Czolpinskiej pos$wigcona jest odpowiedzi

kalafiora (Brassica oleracea var. Botrytis odmiany ‘Oviedo’) na stres termiczny. Doktorantka
podjela si¢ bardzo ambitnego zadania — zbadania odpowiedzi rosliny na wysoka, jak rowniez na
niska temperature na kilku poziomach: fizjologicznym, transkryptomicznym, proteomicznym oraz
metabolomicznym. Materialem badawczym byly liscie siewek kalafiora poddanych dziataniu
stresu, jak réwniez siewek, ktére po stresie zostaly z powrotem przeniesione do temperatury
optymalnej (rosliny de-aklimatyzowane). Cz¢$¢ badan wykonana zostala nie tylko na lisciach ale
rowniez na zawigzkach kwiatostanéw kalafiora.
Wiedza na temat odpowiedzi roélin na stres termiczny, ich aklimatyzacji i de-aklimatyzacji, jest
uboga, nawet dla roslin modelowych takich jak Arabidopsis thaliana czy Oryza sativa. W
przypadku roélin uprawnych na ten temat wiadomo jeszcze mniej. Analiza mechanizméw
aklimatyzacji roélin do wysokiej i niskiej temperatury wpisuje si¢ w bardzo wazny kierunek badan
biologii ro$lin i biotechnologii. Nalezy podkresli¢, ze uzyskane wyniki majg istotne znaczenie
zarobwno poznawcze, jak i potencjalnie aplikacyjne. W przysziosci moga by¢ pomoce w
opracowaniu nowych procedur do ochrony roslin uzytkowych przed skutkami stresu termicznego
oraz do uzyskania ro$lin uprawnych o zwigkszonej tolerancji na drastyczne zmiany temperatury.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa ma klasyczny uklad rozpraw doktorskich, liczy 162 strony i jest napisana w jezyku
polskim. Rozprawa zawiera: Streszczenie napisane zarowno w jezyku polskim jak i angielskim,
Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie wynikéw i opis dalszych
planéw badawczych oraz Pismiennictwo. Dodatkowo na poczatku rozprawy zamieszczono Wykaz
skrotow, a na koficu Wykaz rycin i Tabel. Do rozprawy dotaczono kopie trzech publikacji (jednej
pracy przegladowej i dwoch eksperymentalnych), ktérych wspotautorkg jest Pani mgr Magdalena
Czotpinska.

Ocena poszczegolnych czesci rozprawy

Wstep zawiera podstawowe informacje dotyczace znaczenia kalafiora dla gospodarki oraz
opracowane dane na temat odpowiedzi ro$lin na stresy srodowiskowe. Jeden rozdziat poswigcono
bardzo ciekawemu zjawisku jakim jest ,,pamieé” stresu u roslin, pozwalajaca roslinie na szybkie
uruchomienie reakcji obronnych na pojawiajacy si¢ wielokrotnie sygnat stresu. Najwigcej uwagi
Doktorantka poswiecita odpowiedzi ro$lin na stres termiczny - stres niskiej i wysokiej temperatury,



co jest w petni zrozumiate biorgc pod uwage tematyke rozprawy doktorskiej. Ponadto
we Wstepie Doktorantka zawarta wprowadzenie do rodziny biatek GRP (z ang. glycine
rich proteins); przedstawita ich klasyfikacje i opisata role niektérych z nich.

Niestety wstep rozprawy troche mnie rozczarowat. Nie znalaztam w nim zebranych i
omdwionych najnowszych danych na temat mechanizméw obrony roslin przed stresem
termicznym ani opisu szlakéw indukowanych pod wptywem badanych streséw, ktére
warunkujg reakcje obronne roéliny. Doktorantka podaje odnos$niki literaturowe, ale ich
nie omawia. Krétkie ich omdéwienie bytoby to bardzo pomocne do analizy uzyskanych
przez doktorantke wynikéw. Zamieszczono we wstepie rozdziat 1.2. ,Aklimatyzacja i de-
aklimatyzacja do stresu temperaturowego u roslin” ale czytajgcy prace aby dowiedzie¢
sie na temat molekularnych podstaw tych zjawisk musi przeczyta¢ cytowane artykuty.
Pani mgr Magdalena Czotpinska zamiescita schematy przedstawiajgce ,Molekularne
mechanizmy zaangazowane w odpowiedz i tolerancje roslin na stres chtodu” ( Rycina 1),
,Schemat przedstawiajgcy model odczuwania wysokiej temperatury przez roéliny”
(Rycina 3) oraz mechanizm ,pamieci” stresu ciepta (Rycina 4) . Ryciny te nie sa na tyle
jasne, aby nie wymagaty oméwienia w tekscie pracy. Pod rycinami zostaty zamieszczone
jedynie ich tytuly, nie zostaty nawet wyjagnione stosowane na schematach skroty.

Bardzo prosze o skrotowe omoéwienie molekularnych mechanizméw odpowiedzi roslin
na stresy temperatury w trakcie publicznej obrony. Jezeli to bedzie mozliwe to proszg o
uwzglednienie na prezentacji wybranych swoich wynikéw.

Ostatni rozdziat wstepu (1.5.) ma tytut ,Udziat biatek z rodziny GRP w odpowiedzi roslin
na stres temperaturowy”. Autorka rozprawy przedstawita klasyfikacje biatek GRP,
natomiast prawie nic nie napisata na temat ich udziatu w odpowiedzi na stres, podobnie
jak w poprzednich rozdziatach jest tutaj duzo odno$nikéw literaturowych, ale opisu
praktycznie nie ma. Udzial GRP w odpowiedzi na stres temperaturowy opisany jest
dopiero w Dyskusji. Jeden podrozdziat Wstepu zostat poswiecony biatkom GRP
zawierajagcym motyw RRM odpowiedzialny za wigzanie RNA. Dlaczego omawiajgc we
wstepie biatka GRP klasy IV opisano ich potencjalny udzial w redagowaniu RNA, cho¢
dotychczas nic na ten temat nie wiadomo, natomiast nie wspomniano o udziale
niektérych biatek tej grupy w splicingu lub biogenezie miRNA. Ten temat jest szerzej
oméwiony dopiero w Dyskusji.

Cele pracy zostaty jasno okreslone.

Badania wykonane w trakcie realizacji pracy doktorskiej miaty na celu poszerzenie
wiedzy na temat odpowiedzi kalafiora na stres wysokiej i niskiej temperatury
(aklimatyzacji i de-aklimatyzacji) na poziomie tanskryptomicznym, proteomicznym i
metabolomicznym oraz okre$lenie roli wybranych biatek GRP w odpowiedzi roslin
kalafiora na stres temperaturowy.

Materialy i Metody zostaty szczegétowo opisane pozwalajac czytajacemu, o ile posiada
odpowiednia aparature i do§wiadczenie, na powtérzenie opisanych eksperymentow.



Bardzo wysoko oceniam warsztat badawczy Pani mgr Magdaleny Cztopinskiej,
szczegblnie umiejetno$¢ wykorzystania wysokoprzepustowych technik badawczych:
transkryptomiki, proteomiki i metabolomiki do realizacji zaplanowanych badan.

Wyniki stanowia najobszerniejsza czeS¢ pracy. Badania odpowiedzi na stres
temperaturowy prowadzono wykorzystujagc dwa uktady doswiadczalne: liscie 30-
dniowych siewek lub zawigzki kwiatostanéw 3-miesiecznych roslin. Badano rosliny

(-) poddane dziataniu wysokiej temperatury (42°C, 4 godziny),

(--) rosliny po stresie ciepta przeniesione na 48 godzin z powrotem do temperatury
optymalnej dla wzrostu (22°C) (de-aklimatyzacja po stresie ciepta),

(---) rosliny przeniesione do niskiej temperatury (8°C) na 10 dni,

(----) ro$liny poddane stresowi chtodu, a nastepnie przeniesione do 22°C na 48 godzin
(de-aklimatyzacja po stresie chtodu)

oraz rosliny kontrolne rosngce w optymalnych warunkach.

W pierwszej czesci wynikéw zostaty opisane rezultaty analiz fizjologicznych lisci ww.
roslin: wyciek elektrolitow, zawarto$¢ chlorofilu, flawonoidéw, oraz parametry
zwigzane z fotosynteza.

Dalsza czeé¢ badan koncentrowata sie na analizach poréwnawczych przy wykorzystaniu
wysokoprzepustowych  technik  badawczych: analizie transkryptomicznej,
proteomicznej i metabolomiczne;j.

Do poréwnawczej analizy transkryptomicznej (gtebokie sekwencjonowanie RNA)
zostaly wybrane liScie 30-dniowych siewek kalafiora rosngcych w warunkach
kontrolnych, poddanych dziataniu wysokiej temperatury (42°C, 4 godziny) oraz liscie
siewek, ktére po stresie cieplnym przeniesiono na 48 godziny do warunkéw
kontrolnych. Nalezy zaznaczy¢, ze nie znana jest jeszcze petna sekwencja genomu
jadrowego kalafiora, co byto istotnym utrudnieniem w tych analizach. Anotacje
funkcjonalng przypisano do 95% unigenéw ze znalezionymi ramkami odczytu i
wykonano analize Gene Ontology. Analiza réznicowej ekspresji genéw wykazata
specyficzne zmiany transkrypcji w przypadku licznych genéw pod wplywem stresu
ciepta, jak réwniez po usunieciu stresu. W odpowiedzi na stres ciepta Doktorantka
zaobserwowata zdecydowanie zwiekszong ekspresje gendéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne, biatka biorgce udziat w transdukcji sygnatu, biatka zwigzane z
transportem wewngtrzkomérkowym i biatka opiekuricze. Istotnym zmianom jak sig
mozna byto spodziewaé ulegata rowniez ekspresja gendéw zaangazowanych w
metabolizm ro$liny. Po powrocie do warunkéw kontrolnych wida¢ wyraZne zmiany
ekspresji szeregu genéw, ktérych produkty sg konieczne do wzrostu i rozwoju rosliny.
Doktorantka zwrécita szczegélng uwage na geny kodujace rézne biatka bogate w
glicyne; dziewig¢ z nich wykazywato obnizong ekspresj¢ w odpowiedzi na stres ciepia, a
dwa wrecz przeciwnie, ich ekspresja wzrastata w odpowiedzi na wysokg temperature.
Ponadto analiza sekwencji sugerowata, ze produkty wielu z nich moga mie¢ lokalizacje
mitochondrialng. Za pomocg RT-PCR w czasie rzeczywistym Pani Magdalena Czotpifiska
zbadata zmiany ekspresji wybranych genéw GRP w liéciach i zawigzkach kwiatostanéw,
w odpowiedzi na stres ciepta, zimna oraz po przeniesieniu roélin do warunkow



kontrolnych. Analizowata réwniez lokalizacje subkomérkows jednego z biatek GRP
kalafiora (BoGRP2-like), ktére potencjalnie moze mieé lokalizacje mitochondrialng oraz
moze wigza¢ RNA (posiada motyw ORRM, z ang. organellar RNA recognition motif).

Do poréwnawcze]j analizy proteomicznej wykorzystany zostal taki sam materiat, jaki
zostal uzyty do analizy transktyptomicznej. Zastosowano technike LC-MS/MS bez
wprowadzania znacznika izotopowego (non-label LC-MS/MS). Badano zaréwno
proteom lisci jak i zawigzkéw kwiatowych roslin rosngcych w warunkach kontrolnych,
poddanych dziataniu stresu termicznego (ciepta albo zimna) oraz roélin de-
klimatyzowanych. Doktorantka zidentyfikowata szereg biatek, ktérych poziom byt
uwarunkowany zmianami temperatury. W analizach proteomicznych oprécz wielu
innych biatek, ktérych poziom byt zmieniony, byty takze biatka GRP.

Ostatnim elementem badan byta analiza metabolomiczna lici, siewek oraz zawigzkéw
kwiatostanéw traktowanych tak jak opisano powyzej.

Mam kilka uwag dotyczacych tej czesci rozprawy:

Mam problem ze $ledzeniem opisow wynikéw analiz parametréw fizjologicznych
badanych roélin. Na rycinie 8 i 9 przedstawione sg wyniki zawartosci chlorofilu i
flawonoidow kolejno w trzech lisciach kalafiora (lis¢ 1, li§¢ 2 i li§¢ 3) w odpowiedzi na
stres zimna oraz w fazie de-aklimatyzacji (Ryc. 8) oraz analogicznie dla stresu ciepta
(Ryc. 9). Natomiast w opisie wynikow trzy liScie nie wystepuja, cho¢ wyniki dla réznych
lisci sa czesto drastycznie rézne.

Patrzac na Rycine 8 wida¢ znaczacy spadek poziomu chlorofilu pod wptywem chtodu w
liSciu 2, natomiast ta tendencja nie byta widoczna w pozostatych liciach. Niestety tego
zjawiska zupetnie nie opisano. W tekscie jest napisane jedynie: ,Podczas aklimatyzacji
do stresu chtodu w li§ciach kalafiora wzgledny poziom chlorofilu nie ulegat zmianom
(Rycina 8).” Zapewne jest to prawdg, lecz w opisie powinny by¢ zawarte wszystkie
wyniKi.

Natomiast w przypadku stresu wysokiej temperatury na rycinie 9 widoczny jest
znaczacy spadek chlorofilu w lisciu 1 i niewielki w lisciu 2 i to dopiero po przeniesieniu
roslin po stresie do temperatury optymalnej. Natomiast w lisciu 3 zupetnie nie wida¢
spadku, wrecz przeciwnie. W opisie tego wyniku napisano: ,Jednakze aklimatyzacja do
stresu ciepta pociggneta za soba wystepowanie znacznie powazniejszych zmian
fizjologicznych, gdyz poziom chlorofilu w li§ciach kalafiora ulegat wyraznemu obnizeniu
(Rycina 9). Dziwi mnie dlaczego nie opisano doktadnie tych do$wiadczen. By¢ moze
rézna odpowiedz réznych liéci sprawita, ze opis zmian poziomu chorofilu bardzo sig
rozni w réznych czesciach rozprawy.

Na stronie 118 Dyskusji jest napisane: ,jednakze jesli chodzi o zawartos$¢ chlorofilu nie
byta- co ciekawe- obnizona po aklimatyzacji do stresu ciepta.” Dwa zdania dalej ,Stres
chtodu, podobnie jak stres ciepta, przyczynit sie do spadku wzglednej zawartoSci
chlorofilu w li§ciach kalafiora.” ,W lisciach kalafiora, podobnie jak w przypadku stresu
ciepta, nie zauwazono istotnej zmiany w zawartoSci chlorofilu, jednakze juz de-
aklimatyzacja po stresie chtodu przyniosta spadek zawartosci chlorofilu w poréwnaniu z
samga fazg aklimatyzacji.” Na nastepnej stronie ,W liSciach kalafiora podczas odpowiedzi



na stres chtodu poziom chlorofilu réwniez spadat, co byto szczegblnie widoczne u
mtodych lisci.”

Natomiast w podsumowaniu (punkt 2) jest napisane: ,W warunkach stresu chtodu
wzgledny poziom chlorofilu w liSciach kalafiora nie ulega zmianie. Natomiast podczas
aklimatyzacji do stresu ciepta zaobserwowano spadek poziomu chlorofilu, co
Swiadczyto o uszkodzeniu chloroplastow. Spadek ten obserwowano réwniez po de-
aklimatyzacji, co S$wiadczy o nieodwracalnych zmianach w funkcjonowaniu
chloroplastow.

Podobnie opisujac wyniki analiz parametréw zwigzanych z fotosyntezg Pani mgr
Magdalena Czlopinska stwierdza, ze parametr NPQ zwigzany z niefotochemicznym
wygaszaniem fluorescencji pozostawat niezmieniony we wszystkich wariantach
dos$wiadczalnych. Natomiast na Rycinie 10 w liSciu 1 poziom NPQ wyraznie wzrasta pod
wplywem zimna.

Dlaczego w takim razie badano poszczegoélne liscie?

Rycina 26. Zabrakto mi doktadnego opisu figury. Czy dobrze rozumiem, Ze mapa
przedstawia wyniki z 3 niezaleznych préb biologicznych dla kazdego wariantu? Jak
mozna wyttumaczy¢ tak duze réznice pomiedzy powtérzeniami?

Na stronie 99 jest napisane: ,Aklimatyzacja do stresu ciepta powodowata réwniez
wzrost akumulacji jednego z biatek GRP-GRP2A.” Natomiast na Rycinach 35 i 37 wida¢
obnizenie jego poziomu, co jest skomentowane na stronie 101 rozprawy: ,Analiza
poréwnawcza proteomu liéci kalafiora pozwolita réwniez na identyfikacje niektérych
biatek bogatych w glicyne, np. biatka GRP2A, ktérego poziom byt podwyzszony w stresie
chtodu, natomiast w stresie wysokiej temperatury poziom ten byt nizszy w poréwnaniu
z warunkami kontrolnymi. (Rycina 37)."

Na rycinie 23 jest widoczne, ze w li$ciach poddanych de-aklimatyzaji po stresie ciepta
transkrypt GRP2A wyraznie spada, natomiast na Rycinie 41 wzrasta. Jak wyttumaczy¢ te
rozbieznos¢?

W pracy uzywane jest sformutowanie ,aklimatyzacja” i ,de-aklimatyzacja” do stresu
wysokiej lub niskiej temperatury. Mam watpliwosci czy stowo ,aklimatyzacja” w
przypadku gdy rosliny sa przenoszone byly do 42°C na 4 godziny jest uprawnione. Czy
jest to badanie procesu aklimatyzacji, czy po prostu odpowiedzi rosliny na stres
wysokiej temperatury? Wedtug opisu wynikéw w rozdziale 5.1 diuzszy stres
powodowat nieodwracalne zmiany w roslinach.

Dlaczego do poréwnawczej analizy proteoméw wybrano metode bez znakowania. Czy
mogtaby Pani podczas publicznej obrony bardzo krétko przedstawi¢ zalety i wady obu
metod.



W Dyskusji Pani mgr Magdalena Czolpiriska szeroko oméwita uzyskane wyniki na tle
danych opublikowanych dla innych roslin poddanych dziataniu stresu termicznego
(podwyzszonej temperatury albo zimna). Dyskusja $wiadczy o wiedzy Doktorantki i
dobrej znajomoéci literatury naukowe;j.

Mam jedng uwage do tej czeSci rozprawy. We wstepie zostata przedstawiona
klasyfikacja biatek GRP natomiast przy omawianiu wynikéw i ich dyskusji nie
zaznaczono do jakiej grupy naleza te, dla ktérych ekspresja kodujacych je genéw badz
poziom biatka ulegat istotnym zmianom pod wplywem stresu. Tylko w przypadku
BoGRP2-like zaznaczono, Ze biatko to ma motyw wigzacy RNA, wiec prawdopodobnie
nalezy do grupy IV.

Moja koncowa uwaga, jednym z gtéwnych celéw prowadzonych badan byto okreslenie
roli wybranych biatek GRP w odpowiedzi roslin kalafiora na stres temperaturowy.

Czy ten cel zostat zrealizowany? Nie uwazam, ze w ramach pracy doktorskiej zrobiono
zbyt mato, wrecz przeciwnie. Jedynie sgdze, Ze postawione cele powinny odzwierciedlaé
wykonane zadania. Jezeli realizacja pewnych zamierzen sie nie powidta to warto to tez
opisac.

Drobne btedy edytorskie:

Na stronie 42 w podrozdziale 4.1.2 napisano, ze ,Siewki te zostalty poddane dziataniu
stresu temperaturowego (aklimatyzacja do stresu ciepta lub chlodu) zgodnie z
procedurg zastosowang w rozdziale 4.1.2.” zamiast w rozdziale 4.1.2. powinno by¢ 4.1.1.

W opisie wszystkich rycin, na ktérych zaznaczono istotno$¢ statystyczng wynikow
pojawit sie btagd. W legendzie kazdej z tych rycin jest zdanie ,Takie same litery przy
stupkach odchylen standardowych oznaczajg istotne statystycznie zmiany w
poréwnywanych wzgledem siebie wariantach.” Powinno by¢ odwrotnie ,Takie same
litery przy stupkach odchylen standardowych oznaczajg brak istotnych statystycznie
réznic w poréwnywanych wzgledem siebie wariantach.”

Nie rozumiem dlaczego pierwszy rozdzial Wynikéw zatytutowano ,Dobd6r warunkow
stresowych w pracach badawczych” skoro warunki zostaty jak pisze Pani mgr
Magdalena Cztopiniska ustalone na podstawie wcze$niej prowadzonych badan.

W opisie wynikow analizy poréwnawczej ekspresji genéw raza mnie niektére
zwroty/sformutowania takie jak np. ,wycena akumulacji transkryptow”.

Podsumowujac

Rozprawa doktorska stanowi istotne rozszerzenie wiedzy na temat odpowiedzi na
stresy termiczne waznej ros$liny uprawnej jaka jest kalafior. Doktorantka jest autorem
korespondencyjnym pracy przegladowej na temat biatek GRP opublikowanej w
Frontiers of Plant Science oraz wspoétautorka dwoéch prac eksperymentalnych
opublikowanych w International Journal of Molecular Sciences.



Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny
Czolpinskiej spetnia warunki okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. z 2016 r. Poz. 882) i wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani Magdaleny Czotpinskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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