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Kadm (Cd) zaliczany jest do grupy metali cigezkich, ktérych obecno$é nawet w
niewielkich stgzeniach wywoluje toksyczny efekt. W s$rodowisku naturalnym metal ten
wystgpuje w niewielkich ilo$ciach najczesciej w mineratach rud cynku lub ofowiu. Duzy
problem stanowig jednak antropogenne zrédia emisji tego pierwiastka do Srodowiska
naturalnego, w tym m.in. procesy spalania w sektorze przemystowym czy komunalnym.
Toksycznos$é Cd wynika m.in. z jego wysokiego powinowactwa do wielu grup chemicznych o
istotnym znaczeniu biologicznym, generowaniu zwi¢kszonej produkcji reaktywnych form tlenu
oraz zaburzaniu homeostazy mineralnej. Cd stanowi powazny problem, poniewaz metal ten jest
mobilny, tatwo przyswajalny przez rosliny i akumuluje sie w $rodowisku. Dostaje sie on do
roslin przede wszystkim poprzez system korzeniowy, ale rowniez liscie. Pobieranie tego
pierwiastka zachodzi na zasadzie wspdtzawodnictwa o miejsce w przenosniku transblonowym
z innymi jonami takimi jak: potas, wapn, magnez, zelazo, mangan, cynk, miedz,
Dostrzegalnymi symptomami toksycznoéci Cd dla roslin s3 m.in.: obnizona produkeja biomasy,
zahamowanie wzrostu i chloroza lisci. W toku ewolucji rodliny jako organizmy osiadle
wyksztalcily r6zne mechanizmy adaptacyjne, pozwalajgce tolerowaé Cd badZ zapobiegaé jego
toksycznosci. Mechanizmy zapobiegania polegaja na ograniczeniu pobierania jonéw Cd z
roztworu glebowego oraz ich translokacji (np. poprzez immobilizacje w $cianie komérkowe;j,
czy ograniczenie importu). Mechanizm tolerowania natomiast polega na neutralizacji
toksycznego dziatania Cd po przekroczeniu bariery jakg stanowi blona komérkowa (np.
poprzez jego wiagzanie w cytoplazmie przez grupy tiolowe glutationu, metalotionein oraz
fitochelatyn i transport takich kompleksow do wakuoli). Istotnym a wciaz malo poznanym
elementem w/w mechanizmdéw oraz skutecznej adaptacji do skazenia srodowiska metalami
cigzkimi jest aktywnos$¢ dwoich biatek blony komérkowej tj. H-ATPazy oraz oksydazy
NADPH.

H*-ATPaza  generujac  gradient  elektrochemiczny w  poprzek  blony
utrzymuje homeostazg jonowa komdrki poprzez utrzymanie/kontrole wiérnego transportu, co
ma wiclorakie/istotne znaczenie dla fizjologii komoérki. Aktywno$é¢ H'-ATPazy jest
regulowana kompleksowo na poziomie transkrypcji, translacji oraz poprzez modyfikacje
potranslacyjne a badania nad kaskadami sygnalowymi modulujgcymi jej aktywnos$¢ stanowia
istotng skladowa wspolczesnej fizjologii roslin. Mimo iz obserwowano zmiany aktywnosci H'-
ATPazy takze pod wplywem jonow metali ciezkich niewiele jest jednak danych literaturowych
dotyczacych udzialu tego biatka w regulowaniu odpowiedZ komérki rodlinnej na ten rodzaj
stresu abiotycznego.



Oksydaza NADPH to enzym z klasy oksydoreduktaz. Katalizuje transfer elektronéw w
poprzek blony z cytoplazmatycznego donora - NADPH na zewnatrzkomdrkowy akceptor, tlen
czasteczkowy z wytworzeniem anionorodnika ponadtlenkowego. Liczne dane literaturowe
wskazuja na jej istotng role w indukowanym Cd stresie oksydacyjnym. Reaktywne formy
tlenu generowane w wyniku zwigkszonej aktywnosci oksydazy NADPH, uczestnicza np. w
zaleznych od Cd procesach zahamowania wzrostu korzeni i programowanej $mierci
komorek. Powstawanie takich reaktywnych form tlenu jest jednym z przejawéw odpowiedzi na
stres abiotyczny i posrednio wplywa rowniez na aktywnos$é H'-ATPazy.

Warto podkresli¢, iz oba mechanizmy odpowiedzi na stres wywotany obecnos$cig jondw
metali cigzkich w §rodowisku tj. zapobieganie oraz tolerowanie, jak i udzial/aktywnosci w/w
bialek blony komorkowej, w tej odpowiedzi sa pod wptywem hormonéw roslinnych. W reakcje
na toksyczne dzialanie Cd s3 zaangazowane m.in. hormony stresowe takie jak etylen, kwas
jasmonowy i kwas abscysynowy. Mimo wzrastajacej wiedzy o hormonalnych szlakach
transdukcji sygnatéw uruchamianych w roslinach w reakcji na Cd, ciggle mato wiemy o roli w
procesach adaptacyjnych hormondéw wzrostowych takich jak auksyny czy brassinosteroidy. I
to pomimo przestanek o wplywie tych ostatnich na wzrost aktywnosci enzymoéw
antyoksydacyjnych czy nabywanie tolerancji na toksyczne dziatanie metali cigzkich.

Celem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr. Dagmary Jakubowskiej
bylo wykazanie roli brassinosteroidéw w adaptacji roslin do stresu kadmowego poprzez ich
wplyw na aktywnos$¢ H™-ATPazy oraz oksydazy NADPH. Badania prowadzono na ogdrku oraz
rzodkiewniku. Wykorzystujgc m.in. mutanty rzodkiewnika z zaburzona synteza lub kaskada
sygnatowg brassinosteroidow wykazano ich wptyw na indukowang przez Cd aktywnosci H'-
ATPazy oraz oksydazy NADPH. Pokazano m.in., ze w warunkach stresowych brassinosteroidy
indukujg zalezng od oksydazy NADPH akumulacje przekaznika sygnatu tj. HoO2, mogacego
wplywaé na ekspresjc genéw kodujgcych H'-ATPaze. Przeprowadzono takze testy
fenotypowe mutantéw  brassinosteroidowych  (wzrost oraz wydajno$¢  aparatu
fotosyntetycznego) podkreslajace udziat tych hormonéw wzrostowych w tagodzeniu stresu
abiotycznego jakim jest obecno$¢ w §rodowisku toksycznego Cd.

Ocena formalna rozprawy

Formalna strona pracy nie budzi zastrzezen. Rozprawa skonstruowana zostata w sposob
tradycyjny. Otwiera ja poza technicznymi informacjami (spis tresci i wykaz skrotow) obszerny
Wstep Teoretyczny (24 strony), ktdry szczegdtowo i bardzo dobrze wprowadza czytelnika w
zagadnienie definiujagc podstawowe pojecia, takie jak: Kadm, Brassinosteroidy, Oksydaza
NADPH, Plazmolemowa H'-ATPaza. Ta cze$¢ tekstu uzupelniona jest pogladowymi
ilustracjami (str. 19, 21, 23, 25 i 26). Nastepny rozdziat to Cel Pracy a kolejne sekcje to:
Materialy, Metody oraz Omdwienie Wynikéw i Dyskusja. Cato$¢ zamykaja jednostronicowe
Whioski, Streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz Spis literatury. Wykorzystane we
wstepie ryciny maja odnosniki do oryginalnych tekstow Zrodtowych. Do pracy nie dotgczono
materialdéw w wersji elektroniczne;j.



Ocena edytorskiej strony rozprawy

W dysertacji nie ma razacych bledow stylistycznych. Praca napisana jest z
zachowaniem wlasciwych proporcji pomiedzy poszczegélnymi rozdzialami. Dobrym
zabiegiem edytorskim jest zadbanie o wykaz skrétéw (str.6-9) niemniej jednak jest on
wybidrezy i niektore ze skrotéw obecnych w tekscie nie figurujg w wykazie (np. EDTA str.36
ethylenediaminetetraacetic, IPTG str. 39 isopropyl S-D-I1-thiogalactopyranoside) lub nie sg
rozwijane (np. FAD , PM str. 27, 29 i wiele wiecej) lub rozwijane niezrozumiale/ wielokrotnie
(ABA str. 16) Autorka czasem postuguje sie jezykowymi zapozyczeniami /zargonem piszac
np. ,,..z zaburzong synteza lub sygnalingiem BR..” str. 99, ,.Brassinosteroidy nie podlegajg w
roslinie transportowi dlugodystansowemu”  str. 88, ,Western blot z wykorzystaniem
przeciwcial skierowanych przeciwko.” Str. 67. Autorka trafne uzupelnia Wstep ilustracjami,
cho¢ wymagajg one (np. Rycina 3, 4, 5) bardziej szczegétowego wyjasnienia a legendy do nich
sg wrecz minimalistyczne, bez podstawowych informacji (np. czym jest BKI1 na Rycinie 37?).
Sledzac zamysl/kolejnosé eksperymentéw w sekcji Wyniki podrozdzialy 4.13 i 4.19 moglyby
zosta¢ polaczone razem z innymi dedykowanymi rzodkiewnikowi (4.7-4.9). Konczgca
dysertacje sekcja Wnioski dobrze podsumowuje/wypunktowuje najwazniejsze wyniki i mysle,
ze Rycina 11 (model adaptacji roslin do stresu kadmowego) mogla by by¢ jej zwieniczeniem.,
Niektore wykresy (np. Wykres 19) moglyby mie¢ bardziej kontrastowe rozwigzania oznaczen
stupkow. Calos$¢ rozprawy to 114 stron tekstu, 11 rycin, 19 Wykreséw, 10 tabel, 213 cytowane
publikacje.

Ocena merytoryczna rozprawy

W pracy doktorskiej mgr. Dagmary Jakubowskiej wyodrebni¢ mozna dziewigé
zasadniczych czesci. Pierwszg z nich jest Wstep Teoretyczny. Rozdzial ten koncentruje sie na
szczegdlowym opisie waznych elementow skladowych opisanej historii i podzielony jest na
nastepujgce podrozdzialy: Kadm, Brassinosteroidy, Oksydaza NADPH, Plazmolemowa H*-
ATPaza. Podrozdzial Kadm opisuje czym jest ten pierwiastek, mechanizmy jego pobierania i
translokacji, przyczyne toksycznosci, sposoby detoksykacji oraz role hormonéw w transdukeji
sygnalu w roslinie w odpowiedzi na Cd. Celowo i selektywnie, w koficowej czesécei, Autorka
pozycjonuje podobienstwo pomiedzy regulacjg przez Cd odpowiedzi na stres oksydacyjny z
potencjalna role brassinosteroidéw w tym procesie. Kolejny fragment Wstepu dedykowany jest
bardziej szczegélowo brassinosteroidom. To obszerna c¢z¢$¢ i o ile opis czym one sa, przy calej
ich zloZonosci, jest uzasadniony tak jak i informacja o sposobie przekazywania sygnatu, to
mozna odnie$¢ wrazenie, ze detale 0 syntezie i percepcji sa zbedne. Rozumiem, Ze majg utatwic
zrozumienie czym sg mutanty stosowane w badaniach ale ten fragment mégtby byé prostszy.
Dalej mamy informacje o oksydazie NADPH i H'-ATPazie. To dobre czesci Wstepu,
zwlaszcza w kontekscie wprowadzenia tych bialek jako istotnych w odpowiedzi na stres
kadmowy. Zn6éw jednak niepotrzebne sg tak szczegdtowe opisy budowy (np. str. 27 czy 30)
tym bardziej, ze nie sa kluczowe dla interpretacji i zrozumienia wynikéw. Czemu maja stuzy¢
np. Ryciny 5 i 6, stabo pasujace do teksu i bardzo stabo opisane w legendach? Nalezy jednak
podkresli¢, iz kompozycja, zawarto$¢, aktualno$¢ prezentowanych informacji sprawiaja, ze
Wstep Teoretyczny jest bardzo solidng czescig rozprawy dobrze przygotowujacg czytelnika na
odbior i interpretacje wynikow.



Kolejna czgé¢ rozprawy to Cel Pracy. Tutaj zabrakto precyzji. Niektére fragmenty sa
wlasciwie jak ze Wstepu. Jest to mini wstep (strona tekstu!) - niepotrzebnie. Sam cel pracy (to
co najistotniejsze) to jedno —ostatnie- zdanie tego rozdziatu.

Dalsza czg$¢ rozprawy stanowi opis Materialéw i Metod wykorzystanych podczas
realizacji prezentowanych badan. Ten fragment pracy to 14 stron. W duzej mierze opis ten
dotyczy warunkéw upraw/stresu dla roslin wykorzystywanych w eksperymentach, klonowan
celem potwierdzenia sekwencji (?) genéw przewidzianych in silico oraz biochemicznych metod
stosowanych do oznaczania aktywnosci badanych biatek.

Tradycyjnie, gtéwny trzon pracy stanowia rozdzialy, w ktdérych przedstawione i
omowione zostaly wyniki badan. Na wstepie nalezy doceni¢ pomyst/konsekwencje dziatah
molekularnych i biochemicznych na dwoéch roslinach modelowych ogérku i rzodkiewniku
prowadzace do uzyskanych wynikéw. To ciekawy przyklad synergii eksperymentalne;.
Autorka rozpoczyna badania od oznaczenia aktywno$¢ plazmolemowej oksydazy NADPH w
korzeniach siewek ogdérkow. Jest to poniekad kontynuacja wczesniejszych obserwacii
poczynionych w Zaktadzie Fizjologii Molekularnej Roslin UWr dla H"ATPazy i wptywie Cd
na jej aktywnos$¢. To zabieg uzasadniony koncepcyjnie i pokazujacy pewng zbiezno$é istotng
dla calej historii. Autorka nastepnie logicznie laczy obserwacje dotyczace aktywnosei z
analizami poziomu ekspresji genéw kodujacych plazmolemowg oksydazg NADPH.
Poprzedzone jest to identyfikacja in silico gendéw kodujacych ten enzym w dostepnych
sekwencjach genomu ogérka. W nawigzaniu do tej czesci pracy chcialbym poprosi¢ o
komentarz niskiego poziomu ekspresji czy nawet jej spadku dla szeregu np. CsRbohD,
CsRbohE, CsRbohF3, CsRboh] (Wykres 2) oksydaz po 6 dniach od podania Cd oraz zmian
ilosci transkryptu dla CsRbohF3, CsRboh] w warunkach 3dni oraz 3/3dni w zestawieniu z
wynikami z wykresu 1 (aktywno$¢ enzymatyczna).

Solidna jest cze$¢ pracy dedykowana brassinosteroidom m.in. ich wpltywowi na
aktywno$¢ plazmolemowej H-ATPazy w korzeniach siewek ogorkéw. Analizujac te wyniki
mozna zaobserwowaé wyraznie stymulujgcy wplyw na aktywno$¢ tego biatka 10 nM stezenia
24-epibrassinolidu. Efekt brassinosteroidow na ekspresje/aktywnos¢ H-ATPazy znajduje
poparcie w biochemicznych eksperymentach z wykorzystaniem propiconazolu, specyficznego
inhibiotra syntezy brassinosteroidéw. Inhibitor ten znosil dzialanie brassinosteroidéw na
ekspresje/aktywnosé H-ATPazy. W dalszej czesci pracy wstepne wyniki uzyskane na ogérku
sugerujace role brassinosteroidow w modyfikacji aktywnosci plazmolemowej H'-ATPazy, sg
wsparte serig eksperymentéw z wykorzystaniem mutantéw rzodkiewnika z zaburzong synteza
(dwarf4) lub kaskada sygnalowa brassinosteroidéw (bril i bakl). Jest to wazna czes$é
eksperymentalna doskonale uzupelniajaca wstepng hipoteze i ilustrujgca w/w synergie
eksperymentalng. Ostatnia czg§¢ wynikéw stanowi seria biochemicznych testow
przeprowadzonych ponownie na ogoérku, ilustrujagca udzial brassinosteroidow w: (i) w
potranslacyjnej modyfikacji H'-ATPazy, (ii) indukowanej przez kadm akumulacji H202, (iii)
indukcji aktywnosci oksydazy NADPH, (iv) ekspresji genow kodujacych oksydaze NADPH
(CsRboh). Autorka bada takze udzial oksydazy NADPH w stymulowanej przez
brassinosteroidy aktywnosci H*-ATPazy oraz oznacza poziom endogennego Ha.S i
brassinosteroidow (przy wspétpracy) w siewkach ogorkéw. Istotna w tej czesci wydaje sig



korelacja aktywnosci oksydazy NADPH i H'-ATPazy traktowanych 10 nM 24-
epibrassinolidem, aczkolwiek zaskakuje efekt 100uM 24-epibrassinolidu i prositbym o kilka
stow komentarza o zamysle stosowania takich stezen. Analizujac wzory ekspresji gendéw
kodujacych oksydaze NADPH chciatbym prosi¢ takze o komentarz roéznic ich ekspresji
pomigdzy wykresami 2 i 15 (o ile w ogodle mozliwe jest takie poréwnanie). Podsumowujgc
wyniki warto w tym momencie podkreslié, iz wraz z trzema publikacjami be¢dgcymi
wspoludzialem Pani Dagmary Jakubowskiej stanowig one ciekawe/nowe otwarcie w
zrozumieniu roli oksydazy NADPH , H*-ATPazy jak i hormonéw wzrostowych w adaptacji
roslin do stresu wywotanego obecnoscig Cd w srodowisku.

Rozprawe zamyka rozdzial Dyskusja i krdotkie Podsumowanie. Dyskusja jest
rozdzialem bardzo dobrze uzupelniajacym catosé dysertacji. Zawiera informacje o niemalze
kazdym aspekcie pracy. Nie jest to jednak tylko opis. To refleksja, ktéra odzwierciedla
swiadomo$¢ mgr. Dagmary Jakubowskiej o zlozonosci zjawiska biologicznego, ktore bada.
Wida¢ to we fragmentach dedykowanych np. aktywnosci H-ATPazy, roli apoplastycznego
pH i ich wplywie na strukture sciany komdrkowej, czy znaczeniu badan biatko —biatko w
rozwiklaniu brassinosteroidowego szklaku transdukcji sygnatu i potencjalnego odziatywania
pomigdzy receptorem BRI1 a H'-ATPaza.

Praca stanowi zwartg logiczng catos¢. Zar6wno sposéb przygotowania, jak i zawartos§é
merytoryczna rozprawy a takze publikacje bedace owocem pracy Pani Jakubowskiej pozwalajg
sadzi¢, ze jej Autorka jest sprawng badaczka posiadajacg szeroka i ugruntowang wiedzg.
Uwazam, ze praca spelnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, stad wnosze o
dopuszczenie mgr. Dagmary Jakubowskiej do dalszych etapow przewodu.






