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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Aleksandry Smoczynskiej pt. ,,Rola jeczmiennego czynnika
transkrypcyjnego MADS27 i jego regulatora mikroRNA444 w odpowiedzi rosliny na
niedobdr i nadmiar azotu”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Szweykowskiej-Kulinskiej w Zaktadzie

Ekspresji Gendw Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Przedmiot rozprawy i jego znaczenie

Badania koncentrujg si¢ na bardzo waznej tematyce zwigzanej z regulacjg wydajno$ci upraw
w powigzaniu z gospodarka azotowa. Obiektem badawczym jest jeczmien, jedno z
najwazniejszych zboz uprawianych w klimacie umiarkowanym. Zaréwno niedobdr azotu jak
réwniez jego nadmiar wptywa niekorzystnie na plonowanie upraw. Ponadto jego nadmiar jest
bardzo szkodliwy dla srodowiska. Pokazanie mechanizmu regulacji azotu w warunkach jego
nadmiaru w srodowisku jest bardzo cenne nie tylko w kontekscie badan podstawowych ale
jednoczesnie moze postuzy¢ do celow aplikacyjnych. Co wazne, badania Doktorantki sg
kontynuacjg wcze$niejszych badan zespotu prof. dr hab. Zofii Szweykowskiej-Kulinskiej, w
ktérych zidentyfikowano trzy geny kodujagce miRNA z rodziny MIR444 oraz dwa geny
docelowe.

Dobrym wprowadzeniem do przedmiotu rozprawy i jego znaczenia jest opisany przez
Doktorantke wstep. Omowita w nim kolejno metabolizm jonoéw azotanowych i amonowych u
roslin oraz rodziny gendéw biorgce udzial w pobieraniu, asymilacji, translokacji i remobilizacji
azotu; stres niedoboru/nadmiaru azotu, zwigzek z fitohormonami, zwlaszcza ABA oraz
scharakteryzowala rodzing genow MIR444 i czynniki transkrypcyjne posiadajace domeng
MADS-box. Podkreslita znaczenie tych czynnikow w regulacji rozwoju korzenia i
sygnalizacji fitohormondéw (auksyn, brassinosteroidow) oraz akumulacji azotandw u ryzu,

(gdzie miRNA444 posredniczy w regulacji jednego z MADS).
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Szczegolowe cele i zastosowane metodyki badawcze

Celem pracy byta charakterystyka biologicznej funkcji jeczmiennego czynnika
transkrypcyjnego HYMADS27 oraz regulujacego ten czynnik mikro RNA, miRNA444c. Byt
on realizowany przez 1) analiz¢ wzoru ekspresji genow kodujgcych obie czasteczki, 2)
identyfikacj¢ elementow regulatorowych znajdujacych sie w ich promotorach, 3) analize
fenotypowa modyfikowanych genetycznie linii jeczmienia z obnizonym poziomem ekspresji i
nadekspresja HvMADS27, oraz 4) identyfikacje genow regulowanych przez czynnik
transkrypcyjny HYMADS27. Hipoteza/hipotezy badawcze nie zostaly zamieszczone.

Juz na tym etapie pracy odnotowano niezrozumialy dla czytelnika system oznaczania gendw i
biatek. Stowo ,.ekspresja” dotyczy zwykle ekspresji genow a ich nazwy zawsze pisane sg
kursywa. Odpowiadajace im biatka maja tg samg nazwg pisang czcionka zwykla. Niestety te
zasady nie sg Scisle przestrzegane. Ponadto co oznacza hvMADS27, ktory wydaje sie, ze jest
stosowany zamiennie z HYMADS27?

Druga uwaga dotyczy okres$lenia ,,mutanty”, ktore stosuje si¢ zwyczajowo do roslin
edytowanych, z ukierunkowang mutacja w genie. Rosliny transgeniczne z wprowadzong
kaseta obnizajgca ekspresj¢ genu lub wywolujaca nadekspresj¢ nie jest mutacja.

Materialy i metody Doktorantka opisala jako oddzielne rozdziaty. W rozdziale materiaty na
szczegOlne podkreslenie zastuguje fakt, ze do badan przygotowano wszystkie wlasciwe
kombinacje linii jgczmienia. Byly to rosliny typu dzikiego oraz linie z obnizonym poziomem
ekspresji i nadekspresjg badanego genu, zapewniajac w ten sposob uzyskanie petnej
informacji o funkcji badanych gendéw. Badania z tak dobranym materiatem roslinnym moga
by¢ publikowane w czasopismach o bardzo wysokim wspolczynniku wptywu, tzw. IF.
Brakuje jednak szczegdtowych opisow, dlatego prosz¢ Doktorantke o wytlumaczenie co to
»etykieta c-myc” i w jakim celu zostata uzyta do klonowania i otrzymania modyfikowanych
linii.

W sposdb dos¢ lapidarny opisano rozdziat o wektorach: wymieniono uzyte w badaniach
wektory, do czesci z nich zalgczajgc dostgpne mapy. W dalszej kolejnosci wymieniono uzyte
odczynniki, roztwory i przeciwciata, oméwiono sklad pozywek bakteryjnych oraz roslinnych
wykorzystywanych do uprawy i wzrostu roslin (nie hodowli) oraz kultury in vitro. Przy
omawianiu roztworow niektore informacje mozna by bylo polaczy¢, zwlaszcza te
powtarzajgce si¢ wielokrotnie o tym samym sposobie sterylizacji i warunkach
przechowywania. Chciatabym tu zwroci¢ uwage na nieprawidlowe uzywanie poj¢cia
,.;hodowla roslin”, ktore stosuje sie¢ w przypadku wyprowadzania nowych odmian. Wg

Wikipedii: hodowla ,.jest naukg traktujaca o polepszaniu cech dziedzicznych u rolin
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uprawnych,...”. Uprawa lub wzrost roslin do celow do$wiadczalnych nie jest hodowla.

W rozdziale metody Doktorantka przedstawita bardzo bogaty warsztat badawczy, na ktory
sktadajg si¢ nastgpujgce techniki: izolacja RNA i przepisywanie na cDNA, amplifikacja
technikg 5°/3° Race, przygotowanie dwoch konstruktow do transformacji genetycznej w celu
uzyskania nadekspresji lub obnizenia ekspresji genu HvMADS27 w systemie pPBRACT,
klonowanie z uzyciem odpowiednich szczepéw E. coli i A. tumefaciens, PCR w czasie
rzeczywistym, hybrydyzacja Northern, przygotowanie bibliotek matych RNA,
immunopercypitacja chromatyny, ekstrakcja i detekcja bialek, transformacja niedojrzatych
zarodkow jeczmienia oraz selekcja i regeneracja ,,transgenicznych” roslin, analiza systemu
korzeniowego, wrazliwosci na kwas abscysynowy (ABA), pomiar stezenia azotu i ABA w
korzeniach.

Mimo tak bogatego warsztatu, jeden z bardzo waznych aspektow badawczych nie zostal
uwzgledniony. W opisie metody ,,selekcja i regeneracja transgenicznych roslin” nie napisano
nic na temat potwierdzenia ich transgenicznosci, tj. wbudowania skonstruowanych kaset do
genomu wyselekcjonowanych roslin. Sama selekcja nie jest wystarczajagcym potwierdzeniem
uzyskania roslin transgenicznych i uzycie stowa ,transgenicznych” jest nieuprawnione. Nie
ma rowniez informacji o nastepnych pokoleniach generatywnych wyselekcjonowanych roslin.
Czy badania prowadzono na wyselekcjonowanych roslinach Ty z niepotwierdzong
transgenicznoscig?

Ponadto, prosz¢ Doktorantk¢ o wyjasnienie dlaczego kietkowanie nasion prowadzono w
warunkach diugiego dnia a nie w ciemnosci, jak to jest w warunkach naturalnych?

Jak uzyskano korzenie dwutygodniowe — w celu izolacji RNA do amplifikacji HvMADS27?
Na jakiej podstawie okreslono st¢zenie NH4NO3 czy tez CuSO4 w celu zastosowania stresu
azotu lub miedzi (10-krotnos¢ to bardzo duzo) czy tez 2 tygodniowego stresu swiatta? Czy
odniesiono ten stres do wystepujacego czasem w Srodowisku?

Rozdzial materialéw od metod utrudnia nieco ocen¢ opisu metody poniewaz czytajagcy musi
sigga¢ do danych (plazmidy, roztwory, pozywki itp.) zamieszczonych w materiatach a
odnos$nikow brak. Wnikliwemu czytelnikowi brakuje niektorych danych, np. nazwy pozywki
uzywanej w konkretnej metodzie czy urzadzenia do przeprowadzenia konkretnego

doswiadczenia (np. przy przeprowadzaniu transferu RNA na membrang nitrocelulozowa).

Najwazniejsze uzyskane wyniki
Przeprowadzono szczegotowa analize gendow HvMADS27 oraz MIR444c. W obu wypadkach

zamplifikowano pelng ich dlugos¢ i scharakteryzowano ich budowg i ekspresje, gldwnie w
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rozwijajacych si¢ korzeniach. Nastepnie Doktorantka przeanalizowala bazy danych
poszukujac motywow regulatorowych cis zwigzanych z odpowiedzig na stresy abiotyczne w
promotorach badanych genoéw. Zidentyfikowata trzy grupy motywoéw zwigzane ze stresem
azotowym, miedzig i $wiattem. Mimo to, jedynie stres nadmiaru azotu spowodowat zmiany w
poziomie (znaczne obnizenie) mRNA HvMADS27 w korzeniach roslin.

W dalszej cze¢sci do analizy fenotypu korzeni Doktorantka zastosowala ,.linie transgeniczne”
charakteryzujace si¢ obnizonym poziomem ekspresji lub nadekspresja HvMADS27. Znacznie
krotsze korzenie zaobserwowano w liniach z obnizonym poziomem ekspresji genu jak i
liniach kontrolnych (WT) oraz w obu typach badanych linii transgenicznych pod wpltywem
stresu nadmiaru azotu. We wszystkich wypadkach nadmiar azotu korelowal z obnizonym
poziomem mRNA HvMADS27. Linie z nadekspresja HvMADS27, mimo braku obnizenia
poziomu transkryptu wykazywatly nizszy poziom badanego biatka Myec.

W dalszych badaniach mechanizm skracania korzeni powigzano z gospodarka azotowa oraz
Sciezkami sygnalizacji kwasu abscysynowego (ABA). Wykazano dominujaca role
HvMADS27 w kontrolowaniu ilo$ci ABA w korzeniach oraz zbiezno$¢ zawartosci azotu z
wzorem ekspresji mRNA transportera azotowego NRT1.1. Na podstawie analizy
transkryptomu korzeni linii kontrolnej oraz linii transgenicznej hvmads27 kd zidentyfikowano
i wybrano 6 gendw regulowanych przez czynnik transkrypcyjny HYMADS27, po czym
przeprowadzono weryfikacje wigzania HYMADS27 z odpowiednimi motywami regionéw
promotorowych tych genéw. Wykazano, ze HYMADS27 odgrywa rolg represora transkrypcji
genu HvBG 1, kodujacego B-glukozydaze. Ponadto badajac poziom ABA w liniach
kontrolnych oraz liniach transgenicznych poddanych stresowi nadmiaru azotu
wywnioskowano, ze akumulacja ABA moze wynika¢ z mobilizacji nieaktywnych zapasow
koniugatu ABA z glukoza.

W wynikach nie opisano efektow procesu transformacji (potwierdzenie wbudowania
transgenu w roslinach, wydajnos¢, zakres poziomu zmian ekspresji itp.) oraz wyprowadzenia
linii transgenicznych. Brakuje tez informacji w jakim pokoleniu generatywnym byty badane
linie transgeniczne; czy byty to juz homo- czy tez hemizygoty; jak stabilny byt poziom
ekspresji w osobnikach danej linii. Jezeli linie transgeniczne nie byly wyprowadzone przez
Doktorantke, nie umniejsza to wartosci doktoratu, bo jest to odrgbna bardzo duza praca. Takie
informacje sa jednak bardzo wazne i powinny si¢ znalez¢ w dysertacji.

Czy powtorzenia w analizie ekspresji dotycza powtorzen technicznych czy tez biologicznych
lub jednych i drugich? Ile bylo powtdrzen? Najstarsze badane korzenie miaty prawie 10

tygodni. Czy rosliny rosngce w perlicie tak dtugo rozwijaty si¢ prawidlowo?

4




Dyskusje¢ wynikow przeprowadzono poprawnie, cho¢ odniesienia literaturowe sg dosy¢
rzadkie. Cz¢sciowo wynika to z nowosci przedstawionych wynikow ale czg¢sciowo rdwniez z
niezbyt dokladnego przesledzenia najnowszej i starszej literatury, mimo ze pozycji literatury
jest dosy¢ duzo (okoto 90). Dwa rysunki uzupelniajgce wyniki a zamieszczone w dyskusji
mozna bylo przedstawi¢ i opisa¢ w wynikach i przedyskutowa¢ w dyskusji. Natomiast
dyskusj¢ mozna byto uzupelni¢ o oméwienie mechanizmu ABA-zaleznej regulacji dtugosci i
morfologii korzeni jgczmienia z udzialem badanych genéw, co zostato zrobione w wynikach.
Najwazniejsze osiggni¢cia

Za najwazniejsze osiggnig¢cie uwazam zaproponowanie mechanizmu regulacji architektury
korzenia jeczmienia w stresie nadmiaru azotu. Zgodnie z nim obnizona pod wplywem
nadmiaru azotu ekspresja HvMADS27 a co za tym idzie mniejsza liczba czasteczek biatka
HvMADS27 uwalnia blokade promotora genu HvBG1 powodujac aktywacje kodowanego
przez ten gen enzymu [-glukozydazy i uwolnienie ABA z konjugatu z glukoza. Wysokie
stezenie ABA w korzeniach powoduje ich skrocenie. Wykazano réwniez, ze w procesie tym
jest aktywowany transporter azotu NRT1.1, zapewniajac naptyw azotu do korzenia.

Komentarze, pytania i uwagi krytyczne zamieszczono w kolejnych czesciach recenzji

powyzej.

Podsumowanie oceny

Doktorantka zrealizowata bardzo obszerng i pelng prace doswiadczalng, ktora pozwolita jej na
zaproponowanie mechanizmu regulacji architektury korzenia jgczmienia w stresie nadmiaru
azotu. Badania przeprowadzono w sposob przemyslany, biorac pod uwage szeroki wachlarz
zarowno odpowiedniego materiatu roslinnego jak i zastosowanie bogatego warsztatu
eksperymentalnego. Te przestanki umozliwiaja publikacj¢ badan w czasopismie z wysokim
IF. Warto réwniez podkresli¢, ze cz¢s¢ metod czy tez wynikow, gtéwnie zwigzanych z
microRNA, zostato opublikowane z udzialem Doktorantki we wcze$niejszych pracach. Moje
uwagi krytyczne koncentrujg si¢ gléwnie na braku istotnych elementéw w opisie pracy i
niedoskonato$ciach jezykowych (nazewnictwo, stosowanie skrétow). Mimo, ze s3 one mniej
istotne i mozliwe do poprawienia przy redagowaniu nastgpnych prac, jednak niepotrzebnie

zanizajg ocen¢ tych bardzo wartosciowych badan.

Stwierdzam, ze recenzowana praca spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach

naukowych i tytule naukowym (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789). Z powyzszych wzgledow wnoszg
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do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu o dopuszczenie mgr Aleksandry Smoczynskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego o nadanie stopnia doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biotechnologia.

N Nude- O

Prof. dr hab. Anna Nadolskd-Orczyk




