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»Rola biatka germinopodobnego z Mesembryanthemum crystallinum (L.) w rozwoju
i odpowiedszi na stresy srodowiskowe”

Przedmiot rozprawy i jego znaczenie

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl badan
dotyczacych  korzeniowo-specyficznego  biatka  germinopodobnego  (McGLP-BIS),
zidentyfikowanego u Mesembryanthemum crystallinum, o nieznanej dotychczas funkcji i
hipotetycznej lokalizacji komérkowe)j.

Mesembryanthemum crystallium jest gatunkiem modelowym, interesujgcym ze
wzgledu na umiejetnos¢ przechodzenia z metabolizmu typu C3 na CAM i wynikajacej z tego
wysokiej tolerancji na stresy srodowiskowe. Mozliwos¢ przeprogramowania sposobu wigzania
CO; skutkuje bowiem wysoce efektywna gospodarka wodng, co zapewnia przewage
konkurencyjng w warunkach wysokiej temperatury i ograniczonej dostepnosci wody. Niestety,
istotnym ograniczeniem w pracach nad identyfikacjg gendw i ich rolg w tolerancji na stres,
wykorzystujgcych jako obiekt badan M. crystallinum jest brak efektywniej metody
transformacji genetycznej. Dlatego tez, potwierdzenie biologicznej funkcji analizowanego
biatka uzyskano na drodze ekspresji heterologicznej — transformacji roslin Arabidopsis
thaliana prowadzgcej do nadekspresji badanego genu (McGLP-BIS).

Identyfikacja genetycznego i fizjologicznego podtoza tolerancji na stresy srodowiskowe
jest niezwykle istotna w obliczu zagrozen zwigzanych z globalnym ociepleniem i postepujgcym
zanieczyszczeniem $rodowiska naturalnego. Co wiecej, uzyskane wyniki mogg miec¢ aspekt
praktyczny, prowadzac do opracowania metod ulepszania innych, waznych gospodarczo
gatunkéw roslin  uzytkowych, poprzez tradycyjne programy hodowli lub metody
biotechnologiczne. Dlatego tez, tematyke podjeta w niniejszej pracy uwazam za istotng,
zaréwno z punktu widzenia hadan podstawowych, jak i aplikacyjnych.



Ocena formalna

Rozprawa doktorska zostata wykonana w Zakfadzie Cytologii i Embriologii Roslin Instytutu
Botaniki Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie pod kierunkiem dr hab. Roberta
Koniecznego. Rozprawa skfada sie z dziesieciu rozdziatow, liczacych w sumie 148 stron i
obejmujacych standardowe elementy tego typu prac naukowych: wstep, cel pracy i hipotezy
badawcze, opis materiatéw i metod, omowienie uzyskanych wynikéw, dyskusje i wnioski.
Zataczono réwniez opis dalszych planow badawczych, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim oraz spis cytowanej literatury. Do tekstu dotaczono 32 tabele, 30 rycin i 14
fotografii dokumentujgcych uzyskane wyniki. Uktad pracy jest poprawny pod wzgledem
formalno-metodycznym, a tytut adekwatny do przedmiotu badan. Na podkreslenie zastuguje
réwniez poprawna polszczyzna, jakg postuguje sie Autor rozprawy oraz bardzo staranna
oprawa graficzna - liczne plansze fotograficzne i grafiki obrazujgce przebieg eksperymentow i
uzyskane wyniki.

Ocena merytoryczna

Wstep pracy rozpoczeto od opisu struktury i funkcji germin oraz biatek germinopodobnych,
do ktérych nalezy biatko bedace przedmiotem badan. Kolejne rozdzialy poswiecono
szczegdtowe] charakterystyce M. crystallinum, gatunku bedacego obiektem badan
i Arabidopsis thaliana - rosliny modelowej, wykorzystanej do walidacji biologicznej funkgji
analizowanego biatka. Nastepnie przedstawiono informacje dotyczace podstawowych
roslinnych regulatorow wzrostu: auksyn, cytokinin i giberelin oraz przeglad literatury
dotyczacy ich zaangazowania w adaptacje roslin do warunkdéw stresowych. Koricowg czesc
Wstepu poéwiecono na opis procesu fotosyntezy, zaktécen wywotywanych deficytem wody
oraz konsekwencji zwigzanych z generowaniem reaktywnych form tlenu i stresem
oksydacyjnym. Przedstawiono rowniez funkcje poszczegélnych elementow systemu
antyoksydacyjnego, w sktad ktérego wchodzg m. in. biatka germinopodobne o aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej. Rozdziat ten dobrze uzasadnia celowo$¢ podjetych badan, zostat
przedstawiony w sposdb jasny i w wiekszej czesci wyczerpujacy. Do nielicznych wyjatkow
nalezy brak informacji o zréznicowaniu mechanizmu i przebiegu fotosyntezy typu C3 i CAM,
przez co wykorzystanie zawartosci jabtczanu, jako znacznika typu fotosyntezy nie zostato
uzasadnione (w tym miejscu chciatabym poprosi¢ Doktoranta o odnosne wyjasnienia).
Nastepnie, w opisie reakcji obronnych uruchamianych przy udziale germin oraz biatek
germinopodobnych, brakuje informacji o mozliwych negatywnych konsekwencjach
zwigzanych z generowaniem nadtlenku wodoru (H20;). Zostaty one opisane dopiero w
przedostatnim podrozdziale dotyczgcym stresu oksydacyjnego i jego skutkéw. W rezultacie
pozytywne i negatywne aspekty generowania H,O: rozpatrzono oddzielnie w odlegtych
czesciach Wstepu, podczas gdy stanowia one dwie strony ,medalu” oddziatywania tej samej

molekuty.



Cel pracy i hipotezy badawcze scharakteryzowano poprawnie, aczkolwiek dos¢
ogblnikowo, bez bardziej precyzyjnego odniesienia do specyfiki zastosowanego modelu
badawczego .

W pracy zastosowano szeroki zakres technik analitycznych, poczawszy do metod
molekularnych, poprzez narzedzia bioinformatyczne i biotechnologiczne po analizy
fizjologiczne, biochemiczne i morfologiczne. Opis stosowanych metod jest bardzo
szczegbtowy, co potwierdza sporg wiedze teoretyczng Autora rozprawy i sugeruje praktyczng
znajomosé opisywanych technik i procedur laboratoryjnych. Jednak kolejnosé zestawienia
hipotez badawczych i metod analitycznych jest nieprzemyslana. Rozdziat rozpoczeto od
przedstawienia warunkow wzrostu i rozwoju roslin A. thaliana (w tym linii transgenicznej),
nastepnie zamieszczono metodyke przygotowania konstruktu genowego, transformacji i
analiz bioinformatycznych oraz opis analiz morfologicznych i fizjologicznych linii
transgenicznej. Dopiero w koricowej czesci rozdziatu zamieszczono badania przeprowadzone
na roslinach M. crystallinum. Bardziej logiczna bytaby sekwencja prowadzaca od analiz
majgcych na celu okreslenie struktury biatka i jego roli u M. crystallinum, poprzez sporzadzenie
konstruktu i opis metody transformacji, koriczac opisem efektéw nadekspresji genu u linii
transgenicznej. Niestety, nie zamieszczono schematu eksperymentu majgcego na celu
identyfikacje roli genu McGLP-BIS u roslin rosngcych w warunkach deficytu wody. Brak
réwniez wskaznikdw charakteryzujgcych warunki wzrostu roslin i opisujacych stan uwodnienia
tkanek roslin (np. zawartosci wody w podtozu, zawartosci wody w tkankach lisci czy potencjatu
osmotycznego). Pojawiajgca sie dopiero w opisie wynikéw informacja o pomiarach
wykonywanych ,..po 9 dniach niepodlewania rodlin..” nie pozwala na okreslenie
intensywnosci stresu, ktory zalezy m.in. od wiasciwosci podtoza, temperatury czy niedosytu
wilgotnosci powietrza. W rozdziale tym watpliwosci budzi réwniez opis pomiaru ilosci nasion,
ktory sugeruje raczej pomiar masy nasion z pojedynczej rosliny.

Dos¢ nieoczekiwane jest tez zrdéznicowane podejscie do analizy endogennego poziomu
substancji wzrostowych. Dlaczego zawarto$¢ endogennych cytokinin i giberelin zmierzono
metoda wysokosprawne] chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas
wyrazajgc je w wartosciach bezwzglednych, a zmiany endogennej auksyny okreslono na
podstawie analizy ekspresji gendw zwigzanych z biosyntezg kwasu indolilo-3-octowego i
transportem wewngtrzkomérkowym? Nie odzwierciedla to rzeczywistej zawartosci IAA, ani
tym bardziej nie informuje o zawartosci wystepujgcych w tkankach pochodnych IAA czy innych
form auksyn. Szkoda réwniez, iz pomiary ograniczono do roslin rosngcych w optymalnych
warunkach wzrostu, nie uwzgledniajgc materiatéw rosngcych w warunkach deficytu wody.
Podobnie szkoda, iz analize systemu antyoksydacyjnego ograniczono do pomiaru aktywnosci
jednego tylko enzymu — dysmutazy ponadtlenkowej (SOD).

Przebieg eksperymentdéw i uzyskane wyniki zostaty prawidtowo zweryfikowane z
wykorzystaniem standardowych metod analizy statystycznej i przedstawione w postaci
licznych tabel, rycin i fotografii.

Uzyskane wyniki analiz bioinformatycznej i filogenetycznej miaty na celu okreslenie
sekwencji aminokwasowej i modelu przestrzennej struktury badanego biatka oraz poziomu



homologii strukturalnej i pokrewienstwa w stosunku do innych biatek germinopodobnych.
Sekwencjonowanie analizowanego genu wykazato obecno$¢ dodatkowego nukleotydu w
stosunku do sekwencji zdeponowanej w bazie danych, skutkujacg zmiang sekwencji
aminokwasowe] i skroceniem dlugosci kodowanego hiatka (McGLP-BIS). Analiza
filogenetyczna wykazata wysokie pokrewienstwo w stosunku do innych biatek
germinopodobnych wystepujgcych u rodlin z réznych grup systematycznych oraz wysoki
stopiert homologii strukturalnej z globuling zapasowa 7S. Z duzym prawdopodobienstwem
wykazano, iz McGLP-BIS jest biatkiem wydzielniczym. Eksperymenty przeprowadzone na M.
crystallinum wykazaty, iz badane biatko uczestniczy w rozwoju korzeni, lisci i peddw, a poziom
ekspresji genu McGLP-BIS ros$nie wraz z wiekiem rosliny i jest uzalezniony od obecnosci
auksyny.

Wsrdd uzyskanych transgenicznych linii A. thaliana z wprowadzonym konstruktem
genowym zawierajacym sekwencje kodujgcg biatko mcGLP-BIS, zidentyfikowano linie 3C
wykazujagcg stabilng ekspresje, zlokalizowang gtéwnie w rejonie apoplastu oraz w
przestrzeniach miedzykomérkowych. Punktowa, rozproszong fluorescencje wykazano
réwniez w obrebie cytoplazmy, zwtaszcza wokot jgdra komérkowego. Linig 3C wykorzystano
jako obiekt modelowy w dalszych badaniach morfologicznych, fizjologicznych i
biochemicznych prowadzonych na roélinach rosngcych w  warunkach optymalnego
nawadniania oraz w warunkach deficytu wody. Analiza szeregu parametrow morfologicznych
wykazata, iz rosliny linii 3C charakteryzowaty mniejsze rozmiary nasion, ale prawie dwukrotnie
wyzsza liczba wtoénikdw u 7-dniowych siewek i ponad dwukrotnie wieksza liczba rozgatezien
pedu po 6 tygodniach wzrostu, w stosunku do roslin typu dzikiego (WT). Analiza podtoza
hormonalnego wykazata, iz zréznicowanie pomiedzy rodlinami 3C oraz WT dotyczyto gtownie
poziomu ekspresji genu regulujgcego biosynteze i transport IAA oraz zawartos¢ giberelin GA;
i GAs. Ponadto, rosliny transgenicznej linii 3C nie wykazywaty wyrainych morfologicznych i
fizjologicznych objawow deficytu wody wystepujacych u roslin WT m. in. spadku zawartosci
chlorofilu i wzrostu zawartosci antocyjandéw, redukcji biomasy i spadku srednicy rozety
lisciowej oraz zaburzen w funkcjonowaniu aparatu fotosyntetycznego skutkujacymi spadkiem
efektywnosci procesu fotosyntezy. Wyzszy poziom tolerancji na stres suszy zwigzany byt z
istotnie wyzszg aktywnoscig SOD oraz stabilnym poziomem akumulacji H20,2. Czy Autor
rozprawy moze zaproponowac mozliwe hipotetyczne wyjasnienie tego ostatniego wyniku tzn.
dlaczego pomimo wzrostu aktywnosci SOD poziom akumulacji H202 nie ulegt zmianie?

Wieksza czes¢ Dyskusji przeprowadzona zostata w sposéb jasny, wyczerpujacy i
logiczny. Niestety, ze wzgledu na zréznicowang metodyke analizy podtoza hormonalnego oraz
ograniczenie pomiarow do roslin rosngcych w optymalnych warunkach uwodnienia mozliwos¢
wyciggniecia bardziej szczegotowych wnioskow z tej czesci pracy jest ograniczona. Innym,
wspomnianym powyzej, mankamentem pracy jest brak parametréw opisujacych stan
uwodnienia roslin rosngcych w warunkach kontrolnych, zmian wywotanych okresowym
deficytem wody oraz pomiardw aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych lub/i
antyoksydantéw drobnoczgsteczkowych zaangazowanych w rozktad H,0;. Powyisze dane



pozwolityby na bardziej precyzyjne okreslenie funkcji badanego genu w aklimacji rosélin do
warunkow stresu.

Zestawione whioski s3 poprawne, udokumentowane przedstawionymi w rozprawie
wynikami, w ich $wietle zamieszczone plany dalszych badar sg uzasadnione. Streszczenie
zawiera podsumowanie najwazniejszych wynikow, jest jednak podobnie jak opis metodyki
nieco chaotyczne. Koricowa czes¢ rozprawy zawiera bardzo obszerny spis literatury
obejmujacy 322 pozycji, w duzej mierze z ostatniej dekady swiadczgc o dobrym przygotowaniu
merytorycznym Autora.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa Pana mgr Jakuba Bizana spefnia warunki
okreélone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r.
Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz.620, Nr 182 , poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455).
Uzyskane wyniki s3 oryginalne i pomimo pewnych mankamentow metodologicznych
pozwolity na okreslenie roli badanego genu jako zaangazowanego w rozwdj roslin oraz
adaptacje do wzrostu w warunkach deficytu wody. Elementem nowosci jest rowniez
wykazanie lokalizacji komdrkowej analizowanego biatka i potwierdzenie jego aktywnosci
antyoksydacyjnej. W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Jagiellofiskiego o dopuszczenie mgr Jakuba Bizana do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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Krakéw, 22.09.2020 r. Prof. dr. hab. lwona Zur



