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Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Jaskowiak, pt.:

»Analiza wybranych cytologicznych efektow dziatania glinu u Hordeum vulgare L."
wykonana w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Zespole Cytogenetyki
i Biologii Molekularnej Ro$lin pod kierunkiem dr hab. Jolanty Kwasniewskiej, prof. US.

Wiekszo$¢ szkodliwych dla Srodowiska, rolnictwa i bezpieczehstwa zdrowotnego
skutkéw zakwaszenia gleb wigze sie z obecnoscig glinu w roztworze glebowym, ktory
okreslany jest jako aktywny lub przyswajalny dla roslin. Im nizsze pH gleby (ponizej 5), tym
wyzsze stezenie glinu. Obecno$¢ ww. pierwiastka w formie aktywnej w roztworze glebowym
jest dla wielu gatunkéw roslin uprawnych toksyczna, gdyz jego dziatanie zwigzane jest m.in.
z zaburzeniami pobierania innych, niezbednych dla zycia roslin pierwiastkow, z uwagi na
ostabiony rozwdj systemu korzeniowego, co przeklada sie na obnizenie uzyskiwanych plonow.
Uprawa na glebach zakwaszonych warzyw i innych ziemioptodéw przeznaczonych do spozycia
przez ludzi stanowi gltéwne Zrédto zagrozenia dla ich bezpieczenstwa zdrowotnego. Glin
dostajacy sie do organizmu cztowieka poprzez produkty spozywcze, jest szybko wydalany
z moczem, jednak w przypadku uposledzonej funkcji nerek moze dochodzi¢ do gromadzenia
glinu, gtdbwnie w tkance mdzgowej i w kosciach, co moze predysponowaé¢ do wystapienia
choroby Alzheimera czy choroby Parkinsona.

W ten nurt badan wpisuje sie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Joanny
Jaskowiak. Stanowi ona raport z badahn Autorki dotyczacy efektéw cytologicznych
zaobserwowanych w komaorkach korzeni jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgaris) po ich
ekspozycji na dziatanie jonow glinu w podtozu silnie kwasnym tj. o pH = 4 oraz stabo kwasnym
tj. o pH = 6. W badaniach wykorzystano dwie odmiany jeczmienia: odmiane wyjsciowg
Sebastian oraz jego mutanta hvatr.g wyselekcjonowanego z populacji HorTILLUS (Hordeum -
TILLING - University of Silesia) posiadajgcego mutacje w genie ATR. Zatem wyboér tematu
badawczego jest zasadny i trafny.



Wyniki przediozonej do recenzji dystertacji doktorskiej zostaly w znacznej czesci
opublikowane (w 2018, 2019 i 2020 roku) w uznanych czasopismach miedzynarodowych.
Doktorantka jest pierwszym Autorem wszystkich publikacji oryginalnych, co $wiadczy o Jej
dominujgcym wkiadzie w wykonanie i przygotowanie manuskryptéw. Wartym odnotowania
jest takze fakt, ze Srodki finansowe na badania, przeprowadzone w ramach niniejszej
rozprawy, pochodzity z projektu Narodowego Centrum Badan i Rozwoju nr ERA-CAPS-
11/2/2015 pt.: ,Molekularne mechanizmy genotoksycznosci glinu i ich wykorzystanie
w kierunku poprawy plonu u jeczmienia w warunkach ekspozycji roslin na glin".

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska, o typowym uktadzie dla prac do$wiadczalnych,
liczy 105 stron i zostata podzielona na 9 rozdziatéw, w tym streszczenia pracy w jezyku polskim
i angielskim. Rozdziat Literatura zawiera tgcznie 139 pozycji, z czego ok. 45% stanowig prace
z ostatniej dekady. Tekst uzupetniony zostat 21 tablicami z dokumentacjg fotograficzng i 27
rycinami. Praca zostata wzbogacona o wykaz uzywanych skrotéw stanowiacy uzyteczny dla
czytelnika odnosnik tekstu.

Prace doktorskg rozpoczyna czes¢ teoretyczna zawarta na stronach 7-30, w ktorej Doktorantka
dokonata oméwienia rodzajéw czynnikébw mutagennych oraz wywolywanych przez nie
efektow w komérkach eukariotycznych. Nastepnie Autorka rozwineta zagadnienia zwigzane
z charakterystyka glinu, hydrazydu maleinowego oraz charakterystyka rosliny modelowej jaka
jest jeczmieh zwyczajny, co jest w peini zrozumiate ze wzgledu na temat pracy doktorskiej.
Ostatnie rozdziaty Wstepu Doktorantka poswiecita zagadnieniom zwigzanym z replikacjg DNA,
metodami analizy cyklu komérkowego oraz budowie $ciany komdérkowej, czym réwniez
nawigzata do tematyki dysertaciji.

Generalnie, Wstep stanowi syntetyczne wprowadzenie w problematyke zagadnien
podejmowanych w rozprawie doktorskiej, choé Autorka nie ustrzegta sie drobnych uchybien
natury edycyjnej (np. rozdzielanie kilku cytowanych pozycji literaturowych $rednikami czy tez
uzywanie kursywy w przypadku podawania nazw facinskich poszczegolnych gatunkow), jak
rowniez kilku niezbyt zrecznych sformutowan. | tak na stronie 11 Autorka napisata: ,,Na skutek
utraty odcinka chromosomu powstajg deficjencje i delecje. W wyniku utraty terminalnego
odcinka chromosomu powstaje deficjencja, natomiast delecja zachodzi wtedy, gdy utrata
dotyczy interkalarnego odcinka chromosomu”. Deficjencja okre$lana jest jako delecja czyli
utrata fragmentu chromosomu i sg to pojecia synonimiczne oznaczajgce doktadnie to samo.
W wielu opracowaniach naukowych, w tym angielskojezycznych, wystepuje tylko termin
delecja: terminalna i/lub interkalarna, o ktérej mozemy powiedzieé, ze jest deficjencja.
Deficjencja jest wiec delecja, dlatego nie rozumiem podziatu utraty odcinka chromosomu na
deficjencje i delecje, jaki dokonata Autorka, nawet jesli dotyczg one odcinkdw z réznych czesci
chromosomu.

Ponadto, Doktorantka w rozprawie doktorskiej uzywa terminu ,test mikrojgder”. W jezyku
polskim wyrazy podlegajg odmianie i uzytabym raczej nazwy ,,test mikrojgdrowy", podobnie
jak np. test aberracji chromosomalnych czy test kometowy.

Doktorantka podaje réwniez informacje, ze w tescie mikrojgdrowym analizowana jest czestos¢
komorek interfazowych z mikrojadrami, z czym do konca nie moge sie zgodzi¢, gdyz mikrojadra
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moga by¢ widoczne i obserwowane w kazdej fazie cyklu komarkowego np. podczas profazy,
metafazy, anafazy czy telofazy (zat. 1). Zgadzam sie, oczywiscie ze stwierdzeniem, ze mozemy
je zaobserwowac dopiero po przejsciu przez komorke petnego cyklu podziatowego.
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Zat. 1. autor R. Kontek (mikrojadra w komérkach merystematycznych Viciafaba ss. minor)

Stwierdzenie, ze mikrojadra sg charakterystyczne dla komorek interfazowych jest
prawdziwe tylko w przypadku, kiedy test mikrojgdrowy wykonywany jest z blokowaniem
cytokinezy poprzez zastosowanie cytochalazyny B np. w limfocytach krwi obwodowej
cztowieka, gdzie dokonuje sie analizy czestosci mikrojgder w komorkach dwujgdrowych, czyli
takich, ktore podzielity sie tylko raz i znajduja sie w pierwszej postmitotycznej interfazie.

Na stronie 16, Autorka podaje rozwiniecie skrétu DDR jako DNA Damage Pathway co jednak
przettumaczytabym jako DNA Damage Response.

Na stronie 23, Doktorantka napisata, ze: ,,ATR jest kinazg sygnalizujgcg uszkodzenia DNA...",
sugerowatabym raczej stwierdzenie, ze ATR jest kinazg aktywowang uszkodzeniami DNA.
Ponadto, pragne zwrdci¢ Doktorantce uwage, iz w licznych opracowaniach naukowych
przyjety jest zapis méwigcy o tym, ze nazwy gendw zapisujemy kursywa, a biatek literami
prostymi bez kursywy. Warto jest o tym pamietaC przy kolejnych opracowaniach
dokonywanych przez Autorke.

Nie odnalaztam w tek$cie Wstepu odniesienia do rycin 1, 51 6 w niniejszej pracy doktorskiej.
Szkoda, ze Autorka nie umiescita w czesci teoretycznej ciekawych schematow czy tez grafik,
ktére na pewno wzbogacityby tresci w niej zawarte.

Wstep pracy doktorskiej mgr Joanny Jaskowiak napisany jest w sposob syntetyczny, poprawny
jednak nie moge oprze¢ sie wrazeniu, ze zawarta w nim tre$¢ zostata przedstawiona przez
Autorke na do$é podstawowym poziomie, bez podawania szczegbtowych informacji
dotyczacych omawianych zagadnieh. Fakt ten nie umniejsza poprawnosci merytorycznej tej
czesci dysertacji.

Cel pracy doktorskiej i sposob jego realizacji zostat jasno sprecyzowany i nie budzi zastrzezen.
Materiati metody zastosowane w pracy doktorskiej zostaty opisane w rozdziale 3. Konstrukcja

przeprowadzonych badan i ich opis sa bardzo czytelne i wyczerpujgce, a zastosowana
metodyka jest adekwatna do wytyczonego celu.
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Wyniki wykonanych analiz Doktorantka przedstawita w sposOb czytelny, a dane zostaty
starannie zobrazowane w postaci wykreséw i licznych tablic z dokumentacjg fotograficzng
przeprowadzonych testéw.

Moje zastrzezenia budzi fakt, nie umieszczenia przez Doktorantke w niniejszej pracy
doktorskiej wynikoéw analizy statystycznej. Co prawda, mozna ja w znacznej czesci odnalez¢
w publikacjach Autorki, w ktorych zostaly zamieszczone wyniki recenzowanej pracy
doktorskiej (1. Jaskowiakl., Tkaczyk O., Slota M., Kwasniewska J., Szarejko |. 2018. Analysis of
aluminum toxicity in Hordeum vulgare roots with an emphasis on DNA integrity and celi cycle.
PLoS ONE 13(2): e0193156; 2. Jaskowiak J., Kwasniewska J., Milewska-Hendel A., Kurczynska
E.U., Szurman-Zubrzycka M., Szarejko I. 2019. Aluminum Alters the Histology and Pectin Celi
Wall Composition of Barley Roots. International Journal of Molecular Sciences 20: 3039;
3. Jaskowiak J., Kwasniewska J., Szurman-Zubrzycka M., Rojek-Jelonek M., Larsen P.B.,
Szarejko I. 2020. Al-Tolerant Barley Mutant hvatr.g Shows the ATR-Regulated DNA Damage
Response to MaleicAcid Hydrazide. International Journal of Molecular Sciences 21(22): 8500),
niemniej powinna ona zosta¢ naniesiona réwniez na wyniki przedstawiane w przedtozonej
do recenzji pracy doktorskiej, wraz z opisem jakie konkretnie testy statystyczne zostaty
wykonane. Niestety nie odnalaztam w publikacjach Autorki analizy statystycznej adekwatnej
do Rycin 14-18 zamieszczonych w rozprawie. Doktorantka powinna niezwtocznie dokonaé
takiego uzupetnienia przygotowujac prezentacje autoreferatu dotyczacg otrzymanych
wynikéw badan. Nie zamieszczenie przez Doktorantke w przediozonej do recenzji pracy
doktorskiej, wynikdéw analizy statystycznej podaje w watpliwo$¢ interpretacje wynikéw
uzyskanych badan i wyciggniete przez Autorke wnioski. Pewne zastrzezenia budzi takze wynik
testu mikrojgdrowego, ktérego wyniki Autorka uznata za wskazujgce na indukowanie przez
chlorek glinu mikrojgder w badanym materiale. Uwazam, ze indukcja mikrojader przez badany
czynnik na poziomie 1%to nie jest wynik, ktory jednoznacznie wskazywatby na klastogeniczne
dziatanie glinu w badanych komdrkach. Najczesciej w seriach doswiadczalnych obok kontroli
negatywnej czyli serii pozbawionej substancji badanej powinna zosta¢ zastosowana kontrola
pozytywna w postaci wzorcowego mutagenu, ktory stanowi punkt odniesienia/referencje do
zmian odnotowanych po przeprowadzeniu danego testu, a potem do interpretacji wynikow
badan. W prezentowanej pracy doktorskiej tym mutagenem jest bez watpienia hydrazyd
kwasu maleinowego i szkoda, ze Doktorantka nie umiescita wynikdéw serii z MH na wykresach
dotyczacych serii do$wiadczalnych z wykorzystaniem chlorku glinu w badanym materiale,
a nie traktowac jg jako osobny eksperyment.

Kolejna moja uwaga dotyczy uszkodzen jader komorkowych, ktére zaobserwowalta
Doktorantka podczas prowadzonych analiz, a ktére w mojej opinii sg przykladem tzw.
karioreksji, ktora jest nastepstwem degeneracji jadra komoérkowego w wyniku Smierci
komorki. Sugerowatabym Autorce o wykorzystanie powyzszej informacji w dalszych
opracowaniach dotyczacych omawianych zagadnien.

Na szczegblng uwage w rozdziale Wyniki zastuguje obszerna dokumentacja zdjeciowa
w postaci licznych Tablic, ktére Doktorantka wykonata z niezwyklg starannoscig, a ktére to
stanowig wartosciowe dopeinienie rozprawy doktorskiej i wynikdw w niej zawartych.
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Przeprowadzone przez Doktorantke badania wykazaly, ze ¢lin dziala genotoksycznie
w badanych komodrkach korzeni jeczmienia. Ponadto, Autorka odnotowala obnizenie
aktywnosci mitotycznej komérek, zmniejszenie czestosci wystepowania jgder komoérkowych
w fazie S i zwiekszenie ich czestosci w fazie G2/M. Doktorantka przeprowadzita interesujace
analizy histologiczno-anatomiczne korzeni odmiany wyjsciowej Sebastian i mutanta hvatr.g
rosngcych w pozywkach o réznych pH i z dodatkiem chlorku glinu. Ponadto Autorka wykazata,
ze odpowiedZz komorek rodlinnych na glin moze by¢ wyrazona przez specyficzne
rozmieszczenie pektyn w Scianie komérkowej, a tym samym bra¢ udzial w mechanizmie
hamowania wzrostu korzeni, co nalezy do niezwykle cennych informacji dotyczacych korelacji
miedzy stresem wywotanym glinem a zmianami w budowie korzeni jeczmienia.

Na koniec omawiania tej czesci pracy doktorskiej chciatam Doktorantce zadac pytania
nawigzujace do  przedstawionych  wynikbw  pracy: Jakie Autorka  dostrzega
oryginalne/nowatorskie cechy przeprowadzonych przez Siebie badan (w oméwieniu wynikow
Doktorantka czesto potwierdza pewne informacje), oraz wijaki spos6b badania
przeprowadzone przez Doktorantke mogq by¢ praktycznie wykorzystane w kierunku poprawy
plonu ujeczmienia w warunkach ekspozycji roslin na glin?

Dyskusja przedstawionej do recenzji dysertacji Swiadczy o dobrym ,,poruszaniu sie" Autorki
w zagadnieniu bedacym przedmiotem rozprawy doktorskiej. Zawarte w Dyskusji informacije
W sposoOb rzeczowy i wiarygodny poréwnujg wyniki z danymi zaczerpnietymi z piSmiennictwa.
Doktorantka formutuje w poprawny sposéb hipotezy, ktére popiera wynikami badan wiasnych
oraz dostepnych w literaturze naukowej.

W tym miejscu chciatabym skierowaé pytanie do Doktorantki dotyczace szerszego wyjasnienia
zdania umieszczonego w Dyskusji na str. 78: ,,Komérki TUNEL-pozytywne obserwowano
z wyzsza czestoscig niz uszkodzone, pofragmentowane jgdra komoérkowe i mikrojadra. Te
wyniki moga wskazywacl, ze wiekszos¢ peknie¢ DNA indukowanych przez glin moze by¢
efektywnie naprawiona".

Whioski stanowig podsumowanie pracy oraz wynikaja z konstrukcji badan i sg uzasadnione,
chociaz wniosek nr 1 dotyczacy m.in. indukowania przez glin mikrojagder w komorkach korzeni
jeczmienia powinien ulec weryfikacji, gdyz tak jak wcze$niej wspomniatam, generowanie
mikrojader byto na bardzo niskim poziomie.

Literatura zawiera 139 pozycji, ktore sg adekwatne i S$wiadcza o umiejetnosci selekcjonowania
istotnych informacji zwigzanych z podjetym tematem badan. Doktorantka mogtaby zamiesci¢
wiecej publikacji z ostatnich 5 lat, bo tutaj czuje lekki niedosyt. W tym miejscu musze
Doktorantce zasygnalizowac btedy, ktére dotycza niektérych cytowan, a w kilku przypadkach
ich braku:

1. Nie odnalaztam w tek$cie dysertacji pracy zacytowanej w spisie literaturowym
0 nastepujacych danych: Gall HL, Philippe F, Domon JM, Gillet F, Pelloux J, Rayon C. 2015.
Celi Wall Metabolism in Response to Abiotic Stress. Plants 4:112-166.
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2. Brak nastepujacych prac w spisie literaturowym: Juchimiukiin. 2007; Matsumoto iin. 2015;
Round i Larsen, 2008; Sjogren i Larsen, 2017; Terzoudi i in., 2003;

3. W tekscie pracy pozycja Jones L. iin. 2006, a w spisie literaturowym widnieje rok 19977
(Jones L, Seymour GB, KnoxJP. 1997).

Z kolei, w pozycji Magnavaca R, Gardner C, Clark R. 1987. Evaluation of inbred maize lines
for aluminum tolerance in nutrient solution. In: Genetic Aspects of Plant Minerat Nutrition.
Gabelman H, Longhman B. (Eds.) Dordrecht, Netherlands, Martinus Nijhoff Publishers: 255-
265 w spisie literaturowym widzimy rok 1987, a w tekscie jest 1957?

Pozycja ze spisu literatury Matsumoto H. 2000. Celi biology of aluminum toxicity and
tolerance in higher plants. Int. Rev. Cytol. 200:1-46 w tekscie widnieje rok 2001?

4. W przypadku cytowania pozycji Brown TA. 2009, Genomy, Doktorantka podaje informacje
z dwoch réznych rozdziatdw ww. pozycji literaturowej i w zwigzku z tym, powinny one mie¢
oznaczenia w spisie odpowiednio dla danego rozdziatu tj. Brown TA. 2009g.....oraz Brown TA.
2009b. Podajgc odnosnik w tekscie pracy Brown 2009 czytelnik nie wie z jakiego rozdziatu
w danym miejscu korzystata Autorka.

Podsumowanie

Praca doktorska mgr Joanny Jaskowiak stanowi spdjne tematycznie dzieto, ktére wskazuje, ze
Doktorantka posiada zadowalajgcg wiedze w dyscyplinie naukowej bedacej przedmiotem Jej
zainteresowania, a takze umiejetnos$¢ planowania i prowadzenia badan oraz interpretowania
i komentowania ich wynikbw w Swietle dostepnej literatury. Stwierdzam, iz pomimo
wysunietych w recenzji uwag krytycznych i komentarzy, przedtozona do recenzji rozprawa
spetnia warunki okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789)
w zwigzku z art. 179 ust. 2 ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku. Zwracam sie do Wysokiej Rady
Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Wydziatu Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Slaskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Joanny Jaskowiak do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. ")
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