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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Matas ,Molekularna charakterystyka roslinnych
mitoferryn” wykonanej w Zakladzie Fizjologii Molekularnej Roslin Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Kabaty, prof. UWr.

1. Warto$¢ naukowa rozprawy
a. Oryginalnos¢ badan

Przedstawiona do recenzji praca doktorska prezentuje calkowicie nowe wyniki badan poswigconych
roslinnym mitoferrynom - slabo poznanym transporterom zelaza biorgcym udzial w
wewnatrzkomérkowym transporcie tego mikroelementu. Analizowane w pracy mitoferryny uczestnicza
w transporcie zelaza do mitochondriéw (dwie z nich - MIT1 i MIT2) i do chloroplastéw (trzecia -
MFLI). Utrzymanie st¢zen zelaza w bardzo waskim spektrum prawidlowych wartosci musi stanowié
wyzwanie dla wewnatrzkomérkowego transportu jonéw, a w szczegdlnosci w mitochondriach i
chloroplastach, poniewaz to te kompartymenty sa miejscami oddychania i fotosyntezy — procesow
zaleznych od udzialu zelaza. W kontekscie biologii molekularnej, biochemii i fizjologii komérki
ro$linnej zrozumienie funkcjonowania mitoferryn jest bardzo istotne. Wyjatkowo wazne i interesujace
jest odkrycie mechanizméw regulowania ich aktywnosci w odpowiedzi na zmiany w dostepie do
srodowiskowych zasobéw zelaza. W szerszym kontekscie badania te maja ogromne znaczenie teraz,
kiedy szybko postgpujace zmiany klimatyczne wplywaja na warunki wzrostu tradycyjnie uprawianych
roslin, w tym réwniez na pobieranie zelaza z gleby. Z drugiej strony, rosliny s podstawg diety dla wielu
mieszkancéw Ziemi i jednoczesnie sa dla nich gtéwnym, a nawet jedynym, zrédtem zelaza. W tej
sytuacji nalezy doceni¢, ze w recenzowanej pracy analizowane sg nie tylko mitoferryny Arabidopsis
thaliana — ro$liny modelowej, ale rowniez mitoferryny ogérka, a wige rosliny uzytkowe;j.

b. Warto$¢ naukowa rozdziatow
Jak juz napisatam, prezentowane wyniki sg oryginalne i wazne dla postepu badan podstawowych oraz
potencjalnych aplikacji w uprawie roélin. Dodatkowo o wysokiej warto$ci pracy stanowi réwnolegle
wykonanie prac eksperymentalnych i analiz in silico dla dwdich gatunkéw roélin. Wyboér modelowego
organizmu Arabidopsis thaliana pozwolit doktorantce korzysta¢ z narzedzi takich jak liczne mutanty,
bazy danych, zoptymalizowane protokoty transformacji i selekcji roslin. Wiaczenie do prowadzonych
prac gatunku uprawnego jakim jest ogorek, z jednej strony podniosto range uzyskanych wynikéw, ale z



drugiej strony niewatpliwie skomplikowato wykonanie eksperymentdw oraz interpretacj¢ rezultatow.
Udokumentowane w rozprawie réznice migdzy wynikami uzyskanymi dla rzodkiewnika i ogorka,
chociazby te dotyczace ekspresji gené6w kodujacych mitoferryny, sa tylko jednym z wielu przyktadow
pokazujacych jak trudne jest w biologii roslin wyciaganie ogélnych i kategorycznych wnioskéw, ktore
sprawdzilyby si¢ poza konkretnym, szczegdlnym uktadem badawczym. Uwazam jednak, ze podjecie
tego zadania stanowi jedna z najwiekszych naukowych wartosci tej pracy i jest kolejnym dowodem na
to jak potrzebne sa badania translacyjne dotyczace roslin. Za najbardziej wymagajace, a zarazem
najciekawsze i najlepiej udokumentowane uwazam prace nad lokalizacjg subkomérkowa mitoferryn w
protoplastach rzodkiewnika i w komoérkach drozdzy, wyniki komplementacji drozdzowego mutanta
przez mitoferryny roslinne oraz identyfikacje reszt aminokwasowych mitoferryn kluczowych dla ich
funkeji biologicznej.

2. Warto$¢ merytoryczna rozprawy

Wstep prezentuje stan wiedzy na temat znaczenia zelaza dla metabolizmu ro$lin, mechanizméw jego
pobierania przez rosliny, dalekiego i wewnatrzkomorkowego transportu, homeostazy, czynnikéw
odpowiedzialnych za jej regulacje i transporterow MCF, a w szczegdlnosci mitoferryn. To teoretyczne
wprowadzenie jest bardzo obszerne i gruntowne, ma logiczna kompozycj¢ prowadzac czytelnika od
zagadnien ogdlnych do najblizszych tematowi rozprawy. Mysle jednak, ze znaczne skrécenie tych
czesci wstepu, ktore nie dotycza transportu wewngtrzkomorkowego zelaza poprawiloby przejrzystosé
pracy i pozwolilo skupi¢ uwage czytelnika na mitoferrynach budujac u niego wicksze napiecie i
zaciekawienie wynikami pracy. Ostatecznie to wlasnie takg strategie przyjeta doktorantka piszac krétki
rozdzial Cel pracy, ktory jest bardzo dobrze skonstruowany — wskazuje na luk¢ w wiedzy o
wewngtrzkomérkowym transporcie zelaza, w jasny sposob identyfikuje biatka MIT i MFL oraz ich geny
jako najbardziej oczywiste obiekty badan, podkresla trafno§¢ wybranego ukladu badawczego i
precyzuje poszczegélne cele badan okreslajac jednoczesnie kolejne etapy planowanych prac.
Wykorzystane w pracy narzedzia bipinformatyczne i statystyczne oraz metody eksperymentalne sa na
ogot opisane szczegdtowo i precyzyjnie. Niektore procedury przedstawiono z doktadnoscig protokotéw
laboratoryjnych. Za bardzo cenne uwazam umieszczenie w rozdziale Materialy i metody precyzyjnego
opisu warunkéw kietkowania i wzrostu ro$lin z uwzglednieniem wszystkich wariantow upraw w
zalezno$ci od celu ich prowadzenia. Ilustrujace ten rozdziatl schematy eksperymentdéw oraz tabele
zawierajace szczegOly na temat szczepoéw bakteryjnych i drozdzowych, starteréw i wektoréw stanowig
znakomitg dokumentacje i ulatwiajg zrozumienie wykonanych prac. Mdj podziw wzbudza ré6znorodnosé
uktadéw badawczych, metod i procedur, ktére doktorantka poznala, aby przygotowac tg prace. Juz samo
wykonanie wielu eksperymentow dla dwdch gatunkéw roslin musiato by¢ pracochtonne. Dodatkowo,
klonowanie genéw wymagalo opanowania niektorych metod mikrobiologicznych, prace nad lokalizacja
mitoferryn oznaczaly nabycie umiejetnosci izolacji i transformacji protoplastow Arabidopsis thaliana,
a osobna, duza czes$¢é badan przeprowadzono w komoérkach drozdzowych, co wiazalo si¢ z koniecznoscia
poznania procedur ich hodowli, transformac;ji i analizy. Uprawa roélin w réznych warunkach, hodowla
bakterii i drozdzy, transformacja tych organizmdw, izolacja i analiza kwaséw nukleinowych oraz biatek,
metody wizualizacji organelli i znakowanych bialek oraz metody oznaczania st¢zenia zelaza w réznych
przedziatach komorkowych skladajg si¢ na imponujacy warsztat mlodej naukowczyni.

Wyniki sg przedstawione i interpretowanc w bardzo klarowny i przekonujgcy sposéb, opis
eksperymentéw rozpoczyna si¢ od wskazania ich celu i planu postepowania, a uzyskane rezultaty sg
najczesciej ilustrowane czytelnymi wykresami lub zdjeciami. Doktorantka potwierdza w przypadku 4.
thaliana 1 identyfikuje w przypadku ogdrka sekwencje genow trzech mitoferryn, potwierdza ich
przynalezno$¢ do rodziny MCF na drodze analizy in silico, ustala lokalizacj¢ MIT1 i 2 w mitochondriach
a MFL1 w chloroplastach, ustala specyficzno$¢ i powinowactwo mitoferryn wobec zelaza i ustala
tozsamos¢ reszt aminokwasowych niezbednych dla transportu zelaza Iub z duzym




prawdopodobienistwem uczestniczacych w tym procesic. Mysle, ze Doktorantka moglaby osiggnaé
Jeszcze lepszy efekt, gdyby wyniki poszczegolnych eksperymentow byly prezentowane lacznie dla
rzodkiewnika i ogorka w tych samych podrozdziatach pracy. Ulatwiloby to dostrzeganie réznic i
podobienstw i wzmocnilo najwazniejsze konkluzje rozprawy.

Analiza ckspresji genéw mitoferryn, rozumiana jako stabilny poziom transkryptéw w réznych organach
roélin rzodkiewnika Iub ogérka i w odpowiedzi na niedobér lub nadmiar zelaza, nie przynosi pewnej
odpowiedzi na pytanie, czy zmiany w liczbie kopii mRNA poszczegdlnych genéw mitoferrym moga
by¢ regulowane w zaleznoici od organu rosliny lub dostepnosci zelaza. To niewatpliwie mniej
satysfakcjonujaca czgs¢ wynikéw, ale podobnie jak w przypadku najbardziej jednoznacznych danych,
doktorantka bardzo umiejetnie i z duza dojrzatoscia komentuje te sytuacje interpretujgc swoje rezultaty
i poréwnujac je do opublikowanych wynikéw uzyskanych przez innych autoréw. Chciatabym
przedstawi¢ swoj komentarz tej czesci pracy ponizej w Uwagach krytycznych z nadzieja, ze moje
watpliwosci i pytania przyczynia si¢ do optymalizacji tej czesci eksperymentdw.

Mojg uwage w Dyskusji zwrécily rozwazania Doktorantki wskazujgce na koniecznos$é uwzglednienia i
rozréznienia istotnosci statystycznej i biologicznej podczas oceny znaczenia uzyskanych wynikdw.
Uwazam t¢ refleksj¢ za bardzo wazna, poniewaz coraz bardziej oczywiste staje sig, ze jednym z
najwigkszych probleméw wspdtczesnej nauki jest brak powtarzalnosci publikowanych badan, ktéry nie
bierze si¢ ze $wiadomego sprzeniewierzania si¢ uczciwym praktykom badawczym ale raczej z jakiejs
immanentnej wady naszego warsztatu, ktora moze by¢ zbyt latwe uznawanie wynikow za istotne.

3. Poprawno$¢ redakceyina rozprawy

Praca ma klasyczny uklad typowy i odpowiedni dla prezentacji wynikéw badan prowadzonych w
naukach biologicznych. Doktorantka wlaczyta réwniez do pracy bardzo pomocny Wykaz skrétdw.
Praca napisana jest bardzo dobra poprawna polszczyzng, ktéra jednocze$nie w wykonaniu Doktorantki
stata si¢ precyzyjnym jezykiem naukowym. Ten aspekt pracy nalezy wyjatkowo docenié, poniewaz nie
jest to tatwa do osiggnigcia kombinacja. W uwagach krytycznych zamiescitam kilka sugestii, ktore moga
poméc Doktorantce w dalszym ulepszeniu stylu pisania prac naukowych. Szata graficzna pracy znajduje
moje uznanie, poprzez swoja oszczednosé jest odpowiednia dla prezentowanych wynikéw, sprawia, ze
ich zrozumienie jest tatwiejsze i nie rozprasza niepotrzebnymi szczeg6tami.

4, Uwagi krytyczne

a. Uwagi i pytania merytoryczne

- Mam kilka pytan i sugestii dotyczacych koncepcji eksperymentéw, ktérych celem byla analiza
ekspresji genéw kodujacych mitoferryny: (1) Na jakiej podstawie dokonano wyboru genéw
referencyjnych? Wiem, ze kierowano si¢ literatura, ale czy wykonano analize stabilnosci genéw
referencyjnych dla reprezentatywnej grupy probek ¢cDNA ogorka i rzodkiewnika pochodzacych z
tkanek/organéw i warunkéw wzrostu o roznej dostepnosci zelaza - takich, jak te wykorzystywane
p6zniej w eksperymentach? (2) Czy sprawdzono wydajnosé reakeji dla wszystkich starterow? Wyniki
PCR w czasie rzeczywistym sg wiarygodne (ilosciowe) tylko przy wysokich wartosciach wydajnosci
reakcji. (3) Jak wykonywano krzywa topnienia produktéw uzyskiwanych w reakcjach qPCR? W
programie PCR przedstawionym w Tabeli 6 znajduje sie pozycja topnienie z temperaturg 65-68°C w
zaleznosci od temperatury przylaczania starterow. Jaki jest cel tego etapu? Wykonanie krzywej
topnienia wymaga bardziej zlozonego programu, ktéry rozpoczyna si¢ po ostatnim cyklu PCR i w
ktorym prébki sa denaturowane w temperaturze 95°C, nastepnie schtadzane do okolo 65°C i
podgrzewane powoli z cigglym pomiarem sygnatu fluorescencyjnego do temperatury 97°C.

- Na str. 86 w podrozdziale 3.4.3 znalaztam informacje dotyczaca jakosci preparatdw kwaséw
nukleinowych, z ktorej wynika, ze za satysfakcjonujace uznawano preparaty o wartosci 1,5 parametru



obliczanego jako proporcja absorpcji mierzonych przy falach o dlugosei 260 i1 230 nm. To niska wartosc,
prawdopodobnie spowodowana obecnoscia zanieczyszczen w preparatach kwaséw nukleinowych, ktore
silnie absorbuja fale o dlugosci 230 nm. Takie zwiazki czesto dzialaja denaturujaco wobec biatek, co
moze zaburza¢ reakcje enzymatyczne, np. reakcje odwrotnej transkrypcji.

- Na str. 91 w podrozdziale 3.7.3 opisane sa warunki reakcji trawienia enzymatycznego wektordw lub
produktow PCR, ktore poprzedzaly reakcje ligacji. Moja uwage zwrdcil bardzo diugi czas przez jaki
DNA poddawano dziataniu enzyméw restrykcyjnych (przez noc) i duze stezenia enzymdow (nawet 40 U
w przypadku enzymu Xbal). Bardziej efektywne byloby rozdzielenie dodawanego enzymu na mniejsze
porcje i dodawanie go w odstegpach godziny lub dwdch.

- Moje kolejne pytanie odnosi si¢ do informacji na temat metody selekcji linii homozygotycznych
pokolenia T3 opisanej w podrozdziale 3.12.2.3 na stronie 102: Czy homozygotycznos¢ tych roslin
potwierdzano réwniez za pomoca PCR?

- Na str. 107 na rycinie 21 znajduje sie porownanie sekwencji genu CsMITI wygenerowanej in silico
oraz sekwencji produktéw PCR uzyskanych na matrycy cDNA otrzymanych po odwrotnej transkrypcji
preparatow RNA pochodzacych z korzeni, liscieni i lisci. Po analizie tych sekwencji i poréwnaniu ich
7ze starterami, ktorych uzyto do amplifikacji, dosztam do wniosku, ze sekwencje zaznaczone na rycinie
kolorami pomaranczowym i z6itym nie naleza do cDNA ale czgéciowo do wektora i czeSciowo do
starterow. Prawdopodobnie taka sytuacja ma rowniez miejsce na rycinach 22 i 23 w odniesieniu do
genow CsMIT2 i CsMFLI.

- Na stronie 120 w podrozdziale 4.4.2 opisane jest wyznaczenie sekwencji kierujacych do chloroplastéow
dla biatek AtMFL1 (sekwencja wyznaczona przez program ChloroP) i CsMFL1 - sekwencja
,wyznaczona samodzielnie”, chciatabym zapyta¢ jakie byly kryteria wyboru aminokwaséw nalezacych
do tej sekwencji.

- Poréwnujac wykresy przedstawione na rycinach 52 i 53 zauwazytam dwukrotna réznice w poziomie
7elaza w mitochondriach szczepu typu dzikiego, rowniez szczep Amrs3Amrs4 wykazywat taka roznice
miedzy eksperymentem zilustrowanym na dwdéch rycinach. Czym mozna usprawiedliwi¢ takie roznice
migdzy eksperymentami i czy byly one czgsto obserwowane? Zadaje to pytanie, poniewaz rdznice
miedzy szczepem typu dzikiego a szczepem mutanta sa tego samego rzedu.

- Dlaczego, zdaniem Doktorantki, poziom zelaza w cytoplazmie szczepéw Amrs3Amrs4+MIT1 i
Amrs3Amrs4+MIT2 jest istotnie wyzszy niz w przypadku szczepu typu dzikiego chociaz stezenie zelaza
w mitochondriach tych trzech szczepéw nie jest rozne (str. 138, ryc. 54)? Podobnie jest w przypadku
szczepu Amrs3Amrs4 + CsMIT2 (str.140, ryc. 55).

- Na ryc. 56a (str.142) przedstawione jest poréwnanie sekwencji aminokwasowych MIT1 i MIT2
pochodzacych z réznych organizméw. Na porownaniu tym widocznych jest wiele dobrze
zakonserwowanych reszt aminokwasowych, co moze sugerowaé ich istotne znaczenie dla funkcji
mitoferryn, a jednak reszty te nie zostaly wybrane do mutagenezy. Jakie byly zatem kryteria tego
wyboru?

- W Dyskusji na str. 172 Doktorantka pisze: ,,Szczep ten (czyli Amrs3Amrs4) charakteryzuje sig
obnizonym poziomem Fe w obu kompartymentach (czyli mitochondriach i cytoplazmie).” Tymczasem
na rycinach 54 i 55 widoczny jest podwyzszony poziom zelaza w cytoplazmie tego szczepu. Czy
podczas obrony Doktorantka moglaby wyjasnic t¢ nieScistosc?

b. Uwagi formalne

- str. 13: , Mutacje reszt ... w AtMIT2 réwniez prawdopodobnie uczestnicza w przenoszeniu zelaza...”,
to nie mutacje uczestnicza, ale same reszty aminokwasowe.

- str. 17:,,... zaburzenia homeostazy innych metali korzystnych...”, sformutowanie ,,metale korzystne”
jest raczej niesciste.



- str. 24: ,,Do jego ekspresji dochodzi w blonie zewnetrznej komdrek epidermalnych korzenia ...” - do
ekspresji dochodzi w komérkach, a pozniej biatko jest wbudowywane w blone.

- str. 34: ... poprawne funkcjonowanie (fotosyntezy) wymaga az 22 jonéw zelaza.” Nalezaloby
wyjasni¢ jak wykonano te obliczenia.

- str. 58: ,,... powstanie pierwszego biatka-przodka obecnych transporteréw MCF moglo napedzaé, lub
przynajmniej wspomagac, genezg mitochondriéw.” , Napedzanie” genezy to niefortunne sfomutowanie.
- str. 68 i inne: ,,ekspresja organowa” — raczej ekspresja specyficzna dla organu lub organospecyficzna.
- str. 73: ,,Geny kodujace mitoferryny u ogorka zostaly zidentyfikowane na podstawie analizy in silico
, postugujac si¢ dostgpna sekwencja genomu ...” Raczej: ... na podstawie analizy in silico, podczas
ktorej poshuzono sig ...

- str. 100: ,,Liczbe protoplastéw zliczano z powierzchni 1 mm®.” Zapewne chodzito o 1 mm?.

- str. 104 i inne: ,,numery akcesji”, raczej numery dostepu.

5. Ocena koncowa

Moim zdaniem praca doktorska pani magister Karoliny Matas przedstawia spojny cykl bardzo dobrze
zaplanowanych i przemyslanych eksperymentow, ktérych wyniki przekonujgco charakteryzuja geny i
kodowane przez nie ro$linne mitoferryny okreslajac ich wzér ekspresji, lokalizacje i istotne aspekty
pelnionych funkcji. Ranga tych badar zostala rowniez doceniona przez ekspertéw Narodowego
Centrum Nauki, ktére przyznato Doktorantce grant Preludium 15. Informacje o tym fakcie udato mi sie
odkry¢ na ostatniej stronie pracy doktorskiej, co uwazam za niezwykly dowéd skromnosci. Biorac pod
uwage warsztat badawczy, ktory autorka zbudowala realizujac t¢ prace, umiejetnoéé krytyczne;
interpretacji wynikow i ich dyskusje w kontekscie stanu wiedzy opisanego w literaturze, uwazam, ze
pani mgr Karolina Malas jest dojrzalym naukowcem gotowym do przyjecia stopnia naukowego doktora.
Dilatego, ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska pani mgr Karoliny Malas
spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w zwiazku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i wnioskuje do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie pani mgr Karoliny Matas
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej pani mgr Karoliny Matas, poniewaz
doceniam wartos¢ naukows tej pracy, odwage autorki, ktéra podjeta tak liczne wyzwania badawcze, a
ich realizacje i uzyskane wyniki opisala rzetelnie i krytycznie.
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