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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Paluch-Lubawej

pt: ,,Identyfikacja izoform akwaporyn blony komérkowej kukurydzy zwigzanych z mikoryzg

arbuskularng oraz ich udzialu w symbiotycznej tolerancji na niedobér wody”

1. Wprowadzenie

Ruch wody w tkankach roslinnych odbywa sie z udziatem trzech gtéwnych drdg transportu.
Transportu apoplastycznego, wykorzystujacego obszar $cian komoérkowych 1 przestworow
miedzykomérkowych, transportu symplastycznego, ktérego funkcjonowanie zapewniaja
plasmodesmy oraz odbywajacego si¢ w poprzek btony komérkowej, transportu przezblonowego. W
korzeniach transport apoplastyczny roztworu glebowego zatrzymuje si¢ na poziomie endodermy,
gdzie bariera w postaci inkrustowanych kaloza pasemek Caspary'ego wymusza udzial $ciezki
symplastycznej i transblonowej w celu przetransportowania wody do elementéw przewodzacych
walca osiowego. Transport wody przez $ciezke transblonowa jest ulatwiany przez akwaporyny,
kanatly biatkowe zaliczane do rodziny biatek MIP i obecne w blonach komérkowych u wigkszosci
organizmow. Czlonkéw rodziny akwaporyn ro$linnych klasyfikuje si¢ pod katem ich
subkomérkowej lokalizacji. Wyr6znia sie zatem akwaporyny blony komérkowej (PIP) w obrebie
ktorej, na podstawie analizy zwigzkéw filogenetycznych, wyodrgbnione zostalty akwaporyny PIP1
oraz PIP2. Wazng kategorig stanowig akwaporyny tonoplasowe (TIP). Wystgpujace w blonie
komorkowej, lecz mniej rozpowszechnione, sg akwaporyny blony peribakteroidalnej (NIP) badz
biatka o nieznacznej homologii z ludzka akwaporyna 1 (SIP). Akwaporyny, poczatkowo opisywane
jako tzw. kanaly wodne, sg dzi§ powszechnie uznawane za uczestniczagce w transporcie licznych
substancji drobnoczgsteczkowych takich jak oczywiscie woda, ale rowniez amoniak, CO,, H;O,, a
nawet jon boranowy czy krzem. Kluczowa rola w bliskim transporcie wody oraz liczne dodatkowe

funkcje powoduja, ze aktywno$¢ akwaporyn wptywa na procesy wzrostowe roslin oraz uczestniczy
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w regulacji gospodarki wodnej rosliny podczas aklimatyzacji do zmiennych warunkow
srodowiskowych oraz streséw abiotycznych.

Aklimatyzacja roslin do niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych jest regulowana nie
tylko przez czynniki endogenne. Niezwykle istotna rol¢ pelnia w tym procesie interakcje z
patogenami roélin oraz organizmami symbiotycznymi, przede wszystkim z grzybami
mikoryzowymi. W sytuacji gdy ponad 80% roslin ladowych tworzy w warunkach naturalnych ukiad
symbiotyczny z grzybami mikoryzy arbuskularnej trudno rozpatrywaé proces aklimatyzacji do
zmieniajacego sie srodowiska inaczej niz w kontekscie tej interakcji. Stad podjety przez Panig
mgr Eweling Paluch-Lubawe trudny i ambitny temat zdefiniowania wplywu mikoryzy na
akumulacje, kompozycje heterooligomeréw oraz ekspresje genéw PIP wydaje si¢ by¢ aktualny
i istotny dla zrozumienia regulacji gospodarki wodnej ro§lin podczas stresu suszy i péZniejsze]

dehydratacji.

2. Ocena merytoryczna

W rozdziale zatytulowanym ,Wstep”, Doktorantka dokonuje przegladu wiedzy o
opisywanych w pracy zagadnieniach. W tej czgsci dominuje problematyka dotyczaca akwaporyn.
Poruszone zostaje tu w zasadzie pelne spektrum zagadniefi, ktore niezbgdne sg aby zrozumieé
funkcjonowanie tych bialek w komérkach rodlinnych w $wietle wspélczesnego stanu wiedzy.
Opisane sa wigc w tym miejscu funkcje akwaporyn, ich struktura i specyfika subkomorkowe;j
lokalizacji. Znaczenia akwaporyn w procesach transportowych w roslinie nie sposob zrozumie¢
jezeli nie uwzgledni si¢ wieloaspektowego zagadnienia regulacji ich funkcjonowania. Dokonuje sig
ona nie tylko na poziomie ekspresji transkryptéw kodujacych indywidualne izoformy, lecz
obejmuje réwniez szeroki wachlarz modyfikacji i interakcji zachodzacych posttranstkrypeyjnie,
takich jak fosforylacja, heteromeryzacja czy ukierunkowany transport akwaporyn. Zwlaszcza rola
oligomeryzacji PIP1 i PIP2 w formowaniu tetrametréw tworzgcych funkcjonalne kanaty wodne jest
wazna dla zrozumienia istoty badan opisanych w dalszej czesci pracy. Na szczgdcie te zjawiska
zostaly wyczerpujaco zreferowane we Wstepie do rozprawy. Autorka nie pomingla takze roli pH,
Ca®, H,0, i regulatoréw wzrostu w regulacji dziatania akwaporyn. Opisowi interakcji grzybow
mikoryzy arbuskularnej z ro$linami po§wigcono mniej miejsca, jednak zaakcentowano aspekty tego
zjawiska istotne z punktu widzenia czesci eksperymentalnej rozprawy, tj. rozréznienie pomigdzy
rola grzybni mikoryzowej w zwiekszeniu pobierania wody i zwigkszania dostgpnosci substancji
odzywczych, jej wplyw na akumulacj¢ hormon6éw roslinnych oraz funkcjonowanie akwaporyn. Ten
rozdzial pracy wskazuje na bardzo dobra znajomosé¢ literatury krajowej i zagranicznej
przedmiotu.

Podstawowe pytanie badawcze, ktére wydaje si¢ wynika¢ z uwag zamieszczonych w sekcji
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zatytutowanej ,,Cele pracy” mozna sformutowa¢ nastepujgco. ,,Czy efekt nawadniajacy relacji
symbiotycznej z grzybem mikoryzowym wpltywa na wywolane susza i/lub rehydratacja zmiany
poziomu ilosciowego i skladu jakosciowego akwaporyn btony komérkowej w korzeniach i lisciach
kukurydzy?” Do tego zagadnienia nawigzuje zamieszczona w tym rozdziale lista celow
szczegOlowych. Do ich realizacji Doktorantka wykorzystata szeroki wachlarz metod badawczych
obejmujacych techniki pomiaréw fizjologicznych, analiz proteomiczne i analityczne oraz metody z
zakresu biologii molekularnej. Warto podkresli¢, ze metody opisano bardzo starannie. W rozdziale
»Materialy i metody” zamieszczono zar6wno szczegélowe opisy procedur jak i wyjasniono ich
podstawy teoretyczne. Rozdzial ten moze by¢ z powodzeniem wykorzystany jako zestaw
protokoléw do stosowania w praktyce laboratoryjnej. Proponowalbym jedynie zastgpienie w
tytule rozdzialu 3.2 terminu ‘hodowla”, terminem ‘uprawa” (roslin), poniewaz ten pierwszy, w
odniesieniu do roslin, rezerwuje si¢ dla procedur uzyskiwania odmian i linii genetycznych.

Nalezy podkreslié rozleglos¢ i réznorodnosé wykorzystanych technik badawczych,
ktére pozwolily na prowadzenie badan nad procesami realizujacymi si¢ na wszystkich
poziomach organizmu roslinnego, od poziomu fizjologicznego po molekularny. Wysoka jakos$é
wynikow zaprezentowanych w nastepnej sekeji rozprawy wskazuje, Zze pani mgr Ewelina
Paluch-Lubawa w bardzo dobrym stopniu opanowala procedury badawcze zwigzane z
prezentowanymi zagadnieniami.

Przygotowanie ukladu eksperymentalnego wymagato przezwyci¢zenia dwoch waznych
probleméw. Pierwszym bylo zoptymalizowanie poziomu nawozenia ro$lin tak aby nie obniza
zywotnosci grzybni mikoryzowej kolonizujacej korzenie roslin. Jednoczes$nie poziom nawozenia
powinien by¢ na tyle wysoki aby nie wystepowaly réznice w kondycji roslin mikoryzowanych i
niemikoryzowanych. W przeciwnym wypadku réznice w poziomie odzywienia roslin nakladatyby
si¢ na reakcje na stres suszy. Uwzgledniajgc te przestanki dostosowano dawke nawozowa kierujac
si¢ z jednej strony wynikami pomiaru stopnia kolonizacji korzeni i zywotno$ci grzybni, a z drugiej
wynikami pomiaréw efektywnos$ci asymilacji azotu i wegla przez rosliny, efektywnosci procesow
fotochemicznych i parametréw wzrostowych. Szczegdlnie uzyteczny okazal si¢ indeks
wykorzystania azotu (NBI), ktéry pozytywnie korelowatl z wielkoscia dawki nawozowej oraz
obecnoscig lub brakiem mikoryzy. Wykorzystujac badane parametry znaleziono taka kompozycje
nawozowa, ktéra umozliwita prowadzenie upraw roslin mikoryzowanych i niemikoryzowanych o
wyréwnanym poziomie odzywienia i poréwnywalnych parametrach wzrostowych.

Drugim wyzwaniem bylo takie zaplanowanie traktowania roslin suszg aby wyeksponowany
zostat efekt nawadniajacy mikoryzy, lecz aby jednoczesnie nie manifestowat si¢ efekt odzywczy tej
interakcji symbiotycznej. Cel osiagnieto zwiekszajac tempo rozwoju suszy glebowej z 13 do 7 dni

(nastepnie stosowano 5 dni rehydratacji). Wyeliminowano w ten sposéb, obserwowang pierwotnie,



zalezng od stanu symbiotycznego zmienno$¢ parametréw kinetyki fluorescencji chlorofilu oraz
indeksu wykorzystania azotu. Jednoczesnie wciaz demonstrowano zwigkszong zdolno$é roslin
mikoryzowanych do utrzymania wyzszego potencjatu wodnego w czasie suszy.

Doktorantka wykazata, ze roéliny mikoryzowane charakteryzowaty si¢ takze szybsza
poprawg parametréw wymiany gazowej lisci, tj. konduktancji szparkowej i tempa wymiany CO, w
okresie rehydratacji. Wynik ten $wiadczy o lepszej gotowoscei roslin mikoryzowanych do powrotu
do stanu fizjologicznego wiasciwego funkcjonowaniu w warunkach optymalnego nawodnienia.
Jednoczesnie, wykazano. ze rosliny mikoryzowane, w warunkach suszy a takze rehydratacji
utrzymywaly wysoki i stabilny poziom PIP1 i PIP2 w lisciach a PIP1 w korzeniach. Tymczasem w
roslinach niemikoryzowanych poziom obydwu rodzajéw bialek spadal znaczaco. Zatem w
opisywanym ukladzie eksperymentalnym zachodzila korelacja pomi¢dzy warunkowang przez

mikoryze poprawa warunkéw wodnych a akumulacja akwaporyn. Sugeruje to zwigzek

przyczynowy lecz jeszcze go nie dowodzi. Chcialbym zapyta¢ Doktorantke jakie analizy

funkcjonalne mozna by w tym celu zaplanowac.

Analize skladu 13 zidentyfikowanych heterokomplekséw akwaporyn wykezala, ze w
korzeniach, w okresie suszy i wznowienia nawadniania, akumulowaly si¢ preferencyjnie
heteroligomery w ktorych dominowala izoforma PIP2. W lisciach, heteroligomery zawieraty
porownywalne ilosci PIP2 i PIP1. Podobnie jak w wypadku analizy indywidualnych izoform, takze
kompleksy akwaporyn w wigkszym stopniu akumulowane byly w czasie suszy, w roslinach
mikoryzowanych. Sklad izoform charakteryzowal si¢, jak wykazano, dos¢ wyraing
organospecyficzno$cig. Cheialbym poprosi¢ Doktorantke o zinterpretowanie tych réznic.

W toku dalszych badan analizie poddano liscie reprezentujace oddalone od siebie pigtra
lisSciowe. Uwzglednienie tego aspektu bylo uzasadnione gdy obiektem badan byly dojrzate,
kwitnace rosliny kukurydzy w ktérych liscie reprezentujace kolejno rozwijajace si¢ segmenty pedu
istotnie ro6znily sie efektywnoscia asymilacji CO, i azotu oraz parametrami wymiany gazowej.
Analizy prowadzono wiec wykorzystujac 1is¢ przykolbowy, starszy (LS) i 1i¢ milodszy (L3) o
lokalizacji przywierzchotkowej. Wyzsze wartoSci wykorzystania azotu i wymiany gazowej
obserwowano podczas suszy i rehydratacji u roslin mikoryzowanych, w liSciach reprezentujacych
obydwa pokolenia. U ro$lin niemikoryzowanych niewielkie réznice mozna bylo dostrzec pomigdzy
lisémi starszymi i mlodszymi. Autorka wnioskuje na tej podstawie, ze mikoryza powoduje
zwickszenie efektywnosci pionowej dystrybucji azotu. Chcialbym zapytaé si¢ czy roéznice
pomiedzy wielko$ciami mierzonych parametrow przedstawione na rys 30, 31 i 32 byly istotne
statystycznie. W tym samym podrozdziale przedstawiono dane pomiaru wycieku elektrolitéw w
lisciach wskazujgce na redukcje tego parametru w lisciach roslin mikoryzowanych. Konsekwentnie,

Autorka wnioskuje o ochronnym wplywie mikoryzy, zmniejszajagcym zakres uszkodzen blon
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komorkowych podczas suszy. Nie znalazlem w rozprawie informacji ktére pokolenie lisci (L3
czy LS5) poddano analizie w celu wyznaczenia tego parametru i czy analizowano statystyczng
istotno$¢ réznic poziomu wycieku elektrolitow pomi¢dzy roslinami NM i AM. Prosze¢
Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do tej uwagi.

Wyniki pomiaréw zawartosci ABA sugerujg, ze mikoryza moze intensyfikowaé wymiane
gazowg lidci poprzez obnizanie poziomu ABA w lisciach rolin doswiadczajacych stresu suszy.
Efckt ten obserwowano jednak tylko w starszych, przykolbowych lisciach kukurydzy (LS).
Przeprowadzenie pomiaréw ABA bylo uzasadnione nie tylko ze wzgledu na kluczowa role tego
hormonu w regulacji reakcji rosliny na susz¢ lecz takze powodu jego bezposredniego wplywu na
ekspresje i aktywnos$¢ akwaporyn, co demonstrowano szereg razy. takze u kukurydzy. W swojej
pracy pani mgr Ewelina Paluch-Lubawa zademonstrowala, ze mikoryza moze regulowaé ten
efekt i za jego poSrednictwem wplywaé na status wodny liSci roslin do§wiadczajacych deficytu
wody.

W warunkach poglebiajacego si¢ deficyty wody, mikoryza zwiekszata poziom endogennego
kwasu salicylowego (SA) w lisciach kukurydzy. Jak sugeruje Autorka, akumulowany SA moze
zwigksza¢ retencj¢ akwaporyny w blonach komoérkowych poprzez, demonstrowany we
wezesniejszych pracach, hamujacy wptyw SA na konstytutywna endocytoze biatek blony
komérkowej. Czy Autorka ma pomyst w jaki spos6b mozna by zweryfikowa¢ t3 interesujjca
hipoteze?

Szczegdtowo przebadano takze zmiany poziomu ekspresji genéw kodujacych poszczegdlne
izoformy PIP1 i PIP2 w lisciach reprezentujacych rézne pokolenia. Zastosowano metode
potilosciowej PCR a wyniki normalizowano do poziomu 18S rRNA (w pracy nie do konca
precyzyjnie postugiwano si¢ w tym miejscu skrétem ,,785 RNA”). Wyniki sugeruja, ze mikoryza
koreluje z podwyzszonym poziomem ekspresji akwaporyn podczas poglebiania suszy i pozniejszej
rehydracji. Dla czesci izoform byt to trend staty a dla innych przej$ciowy, obserwowany jednak
preferencyjnie w lisciach polozonych nizej, reprezentujacych starsze pokolenie (L5). To ciekawe
spostrzezenie moze mie¢ daleko idgce konsekwencje, poniewaz jezeli uwzgledni¢ stymulujacy
wplyw mikoryzy na parametry wymiany gazowej i redukcje zawartosci ABA, to zwickszone
poziomy ekspresji akwaporyny moga sugerowaé, ze wymiernym efektem mikoryzy bedzie
mozliwos¢ prowadzenia przez starsze liScie aktywnej gospodarki wodnej. Jest to jedno z

nowatorskich spostrzezen zawartych w niniejszej rozprawie.

3. Ocena formalna pracy
Rozprawa doktorska pt. ,Identyfikacja izoform akwaporyn blony komérkowej kukurydzy

zwigzanych z mikoryza arbuskularng oraz ich udzialu w symbiotyczne] tolerancji na niedobér
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wody” autorstwa pani mgr Eweliny Paluch-Lubawej jest 169 stronicowym opracowaniem
podzielonym na nastepujace sekcje: 1. Wstep (wraz z celami pracy), 2. Materiaty i Metody, 3.
Wyniki, 4. Dyskusja, 5. Podsumowanie, 6. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, 7.
Zalacznik, zawierajacy podsumowanie wynikéw identyfikacji spektrometria mas izoform
akwaporyn btony komdrkowej lisci i korzenia kukurydzy, 8. spis literatury.

W pracy znajduje sie 15 tabel i 43 rysunki opatrzonych wyczerpujacymi i klarownymi
opisami i legendami. Wszystkie rysunki zostaly wykonane z duza starannoscig i dbaloscia o
estetyke. Spis literatury cytowanej w niniejszej rozprawie doktorskiej obejmuje az 335 pozycji.
Literatura zostala dobrana prawidlowo i jest w pelni reprezentatywna dla zagadnien stanowiacych
tre$¢ niniejszego opracowania. Rozprawa zawiera wszystkie rozdzialy niezbgdne w takich
opracowaniach. Wszystkie zastosowane skréty zostaty rozszyfrowane w tekscie, jednak ze wzgledu

na obszernos¢ rozprawy osobny ich wykaz mégtby by¢ uzyteczny.

4. Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Paluch-Lubawe]j stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, waznego pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym. Starannie
zaprojektowany uklad eksperymentalny i szeroki zakres zastosowanych technik badawczych
umozliwil kompleksowg analize badanego zjawiska, co w polfaczeniu z duzymi umiejetnosciami i
pracowito$cig Doktorantki pozwolito na ujawnienie nowych prawidtowosci i zaleznosci w ramach
badanej problematyki. Wyniki licznych eksperymentéw zrealizowanych w ramach projektu zostaty
gruntownie przemyslane, zinterpretowane i skonfrontowane z bardzo obszernym zapleczem danych
literaturowych.

Pani mgr Ewelina Paluch-Lubawa przedstawia sig, na stronach ocenianej rozprawy, jako
dojrzaly pracownik naukowy, wyposazony Ww umiej¢tnosci niezbgdne do rozwigzywania
skomplikowanych probleméw badawczych. Rozprawa dostarcza waznej wiedzy o interakcji rosliny
z grzybowym symbiontem, w kontekscie aklimatyzacji do deficytu wody.

Rozprawa Pani mgr Eweliny Paluch-Lubawej pt. ,Identyfikacja izoform akwaporyn biony
komérkowej kukurydzy zwigzanych z mikoryza arbuskularng oraz ich udzialu w symbiotyczne;j
tolerancji na niedobér wody” speinia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnoszg¢
do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza o dopuszczenie Kandydatki do
dalszych etap6w przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wielowatkowy charakter i wysokg wartos¢

naukowa pracy wnioskuje o wyrdznienie rozprawy i jej Autorki stosowana nagroda.
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