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Kazdy zywy organizm posiada system przekazywania sygnatow, umozliwiajacy wlasciwg
reakcje na zmieniajgce si¢ warunki otoczenia. U organizméw cukariotycznych dominuja tzw.
wieloskladnikowe systemy regulacyjne. Przyktadem tego typu systemow regulacyjnych sa
szlaki kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami MAP (ang. Mitogen-Activated Protein
kinases). Przekaz sygnatu opiera si¢ na fosforylacji bialek w resztach serynowych (S),
treoninowych (T) i tyrozynowych (Y). MAP kinazy tworza u roslin rozbudowane sciezki
sygnalowe w formie kaskad. Kaskada kinaz MAP zbudowana jest z trzech pozioméw.
Transdukcja sygnalu rozpoczyna si¢ od aktywacji kinaz MAPKKK, ktére nastepnie
fosforyluja specyficzne MAPKK. Po aktywacji, MAPKK fosforyluja kinazy MAPK, ktorych
celem aktywnosci jest szereg bialek, w tym czynniki transkrypcyjne. Aktywacja kaskady
kinaz MAP prowadzi do zmiany m.in. szeregu procesow komorkowych, takich jak ekspresja
genéw, regulacja podzialow komérkowych. Kinazy kaskad MAP s silnie zaangazowane w
odpowiedz na stresy srodowiskowe, zarowno o podiozu biotycznym, jak i abiotycznym.
Jednym z fitohormonéw silnie zwigzanym z odpowiedzia na stresy §rodowiskowe jest kwas
abscysynowy (ABA). ABA nalezy do grupy inhibitoréw wzrostu i rozwoju, i powszechnie
wystepuje w ro$linach naczyniowych. Poziom ABA w komérce wplywa nie tylko na szereg
procesow rozwojowych, takich jak kietkowanie nasion oraz elongacja korzeni, ale réwniez
jest kluczowy w procesie zamykania aparatéw szparkowych w odpowiedzi na stres suszy i
atak patogenéw. Percepcja/efekt ABA jest mozliwy m.in. dzigki wewnatrzkomorkowym
receptorom PYL/PYR/RCAR (ang. Pyrabactin Resistant/PYR-like/Regulatory Component of
ABA Receptor) i funkcjonowaniu tzw. rdzeniowego modutu ABA, w sktad ktorego wehodza
takze — fosfatazy PP2C grupy A (ang. Protein Phosphatase 2C group A) oraz kinazy SnRK
grupy 2 (ang. Sucrose Non-Fermeneting Kinases, group 2). Funkcjonowanie fosfataz

biatkowych 2C oraz kinaz SnRK2 jest powigzane bezposrednio z poziomem ABA w komérce




roslinnej. Warto pamietac, iz sygnalosom ABA to ponad 500 réznych oddziatywan pomiedzy
co najmniej 138 biatkami i mimo, iz opisano kinazy MAP rekrutowane przez sygnalizacje
ABA, jednak nasza wiedza dotyczaca kinaz MAPKKK zaangazowanych bezposrednio

w/inicjujgcych transdukcje sygnalu ABA pozostaje ograniczona.

Obiektem badan opisanym w rozprawie doktorskiej mgr. Filipa Mituly jest MAPKKK18.
MAPKKKI18 stanowi pierwsza sposrod kinaz MAP rozpoczynajacych kaskade, ktora
powigzano z odpowiedziag na ABA. W pracy podjeto probe okreslenia mechanizméw
regulujgcych aktywnos¢ MAPKKKI18 oraz opisania jej funkcji w regulacji procesow
powigzanych z sygnalizacja ABA. Przeprowadzone badania wykazaly, ze (i) MAPKKK 18
oddziatuje z elementami rdzeniowej sygnalizacji ABA, (ii) aktywnos¢ kinazowa MAPKKK 18
jest specyficznie indukowana przez ABA, a w wyniku aktywacji (iii) MAPKKKI18 jest
eksportowana z jadra komoérkowego do cytoplazmy. W niniejszej pracy badano réwniez
wplyw MAPKKK 18 na znoszenie spoczynku nasion i zamykanie aparatéow szparkowych, a
takze na regulacje podziatéw komorkowych w rozwoju komorek linii réznicowania szparek.
To ostatnie odkrycie jest szczegélnie eksponowane m.in dlatego, ze kaskady kinaz MAP
odgrywajg istotng rol¢ w regulacji procesu tworzenia aparatow szparkowych, a przyktadem
takiej kaskady jest szlak MAP YODA-(MKK4/5)/(MKK7/9)-MPK4/MPK6, ktéra to jest
jednym z gloéwnych regulatoréw procesu tworzenia aparatéw szparkowych.

W toku pracy udowodniono role MAPKKKI18 w regulacji procesu tworzenia szparek.
Przeprowadzona analiza wykazata, m.in., ze wylaczenie genu MAPKKK18 prowadzi do
obnizenia ogdlnej liczby komoérek w epidermie, zaréwno liczby aparatow szparkowych, jak i
pozostatych komérek epidermalnych. Natomiast nadekspresia MAPKKK18 prowadzi do
fenotypu odwrotnego, czyli zwickszenia liczby aparatéw szparkowych, przy podobnej liczbie
innych komorek epidermalnych. Co istotne w kontekscie uzyskanych wynikéw z
wykorzystaniem linii mutantéw, takze w genach kodujacych kinazy ze szlaku MAP YODA
(mkk7), postawiono hipoteze, ze MAPKKK 18 nie oddziatuje z elementami tej kaskady.

Ocena formalna rozprawy

Formalna strona pracy nie budzi zastrzezef. Rozprawa skonstruowana zostala w
sposob tradycyjny. Otwierajg ja poza technicznymi informacjami (spis tresci i wykaz
skrotow) streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Oba teksty w sposob zwarty i rzeczowy
opisuja zatozenia, sposob realizacji oraz znaczenie badan. Wstep szczegélowo i bardzo

dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienie definiujac podstawowe pojgcia, takie jak:
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kaskada sygnatowa ABA, kaskady kinaz MAP czy regulacja rozwoju aparatéw szparkowych.
Ta czes¢ tekstu uzupelniona jest pogladowymi ilustracjami (str. 17, 21, 24, 26 i 34).
Nastgpny rozdziat to Zatozenia i Cel pracy z podzialem na zadania czastkowe. Kolejne sekcje
to: Materialy, Metody oraz Wyniki i Dyskusja. Calo$¢ zamyka jednostronicowe
Podsumowanie, Wykaz rycin oraz Spis literatury. Do pracy nie dolaczono materiatéw w

wersji elektronicznej.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca napisana jest z zachowaniem wlasciwych proporcji pomi¢dzy poszczegdlnymi
rozdziatami. Dobrym zabiegiem edytorskim jest zadbanie o wykaz skrotow (str.8) niemniej
jednak jest on wybidrezy i niektore ze skrotow obecnych w tekécie nie figuruja w wykazie
(np. CDPK str.26 Calcium-Dependent Protein Kinases, START str.16 Star-Related Lipid
Transfer Domain czy BiFC str. 12 Bimolecular Fluorescence Complementation) lub nie sa
rozwijane (np. SPCH, MUTE, FAMA, PP2c¢ str. 20, 10 i wiele wiecej). Niepotrzebne jest
ciggle przywotywanie skrotow w tekscie wraz z rozwinigciem niemalze na kazdej stronie (np.
GMC/GC str. 21 i to samo na 22). Czasem skroty sa nieprecyzyjne np. RbohD (ang.
Respiratory Burst Oxidase Homolog Protein F). Nie ma razacych bledéw stylistycznych.
Autor czasem dos¢ swobodnie poshuguje si¢ zargonem piszac np. ,...aparaty szparkowe sa
bardziej zamknigte..” str.11, ...aktywno$¢ genéw tych kinaz.” str.18, czy ,wykres
intensywnosci $wiecenia radioaktywnego fosforu..” str.58. Trafne wykorzystanie ilustracji
we Wstgpie cho¢ rézne odcienie niebieskiego na rysunku 1, wymagaja wyjasnienia w
legendzie, w ktérej mozna si¢ tez tylko domyslaé, ktory panel jest A a ktory B str.17 to samo
na rysunku 14 czy 11. Odnosniki do figur w tekscie nie zawsze sg doktadne np. rys.11B str.
62. Drobne literowki np. ,,Dawki zwiazkow uzyta w eksperymencie..” str. 57. Zdarzaja si¢
bledne odniesienia fragmentow tekstu do danego rozdzialu np. Przygotowane
immunokompleksy wykorzystano nastgpnie do analiz aktywnosci kinazowej MAPKKKIS8,
zgodnie z protokolem zamieszczonym w rozdziale 4.9.3 (Metody 4.9.3).” str.57. czy
»»Wiadomo, iz kaskada YODA-MKK7/MKK9-MPK3/MPK6 reguluje podziaty komérek linii
réznicowania szparek zarowno na wezesnych, jak i pozniejszych etapach rozwoju epidermy
(Lampard 1 wsp., 2009) - proces ten opisano szczegélowo w rozdziale 1.3 (Wstep 1.3).”
str.76. Warte podkreslenia sg krotkie (parozdaniowe) podsumowania najistotniejszych rzeczy
wynikajacych z uzyskanych rezultatow w sekcji Wyniki skladajace si¢ w logiczny ciag

przyczynowo-skutkowy i ulatwiajace ich zapamigtanie. Calo$¢ rozprawy to 120 stron tekstu,




24 ryciny (cho¢ niektére z nich to wykresy inne zdjecia a reszta to rysunki), 7 tabel, 234

cytowane publikacje.

Ocena merytoryczna rozprawy

W pracy doktorskiej mgr. Filipa Mituly wyodrebni¢ mozna siedem zasadniczych
czgsel. Pierwsza z nich jest Wstep, ktory Autor rozpoczyna od opisu roli ABA w regulacji
szeregu procesow rozwojowych. Szczegdlny nacisk kladzie na role ABA w modulacji
odpowiedzi roslin na stres suszy poprzez udzial w akumulacji substancji pomocniczych,
regulacji potencjalu oksydacyjno-redukcyjnego w komorce oraz modulaciji apertury aparatow
szparkowych. Tym ostatnim poswigca caty podrozdzial 1.2 szczegétowo opisujac rozwdj
aparatu szparkowego z uwzglednieniem molekularnych determinant warunkujacych
powstanie tych unikalnych komérek. Druga znaczacg czesé Wstepu stanowi opis kaskad(y)
kinaz(y) MAP. Uwzglednia jej zlozonosé, przytacza przyklady te opisane i najwazniejsze dla
zrozumienia znaczenia prezentowanych wynikow. Omowione zostaja wszystkie trzy poziomy
kaskady MAP gléwnie pod katem sygnatosomu ABA i genezy/funkcjonowania aparatow
szparkowych. Kinazy MAPKKK to gléwnie (co uzasadnione) MAPKKKI8 i 17
(podrozdziat 1.4.1.1). Obie kinazy charakteryzuje wysokie podobienstwo sekwencji na
poziomie biatka i obie naleza do podgrupy MEKK. MAPKKKI8 wyroznia sie sposrod
pozostatych czlonkéw podgrupy MEKK brakiem charakterystycznej domeny regulatorowe;
na N-koncu sekwencji, przez co bialko sklada si¢ prawie wylacznie z domeny katalityczne;.
Kompozycja, zawarto$¢, aktualno$¢ prezentowanych informacji sprawiajg, iz Wstep jest
bardzo solidng czgscig rozprawy dobrze przygotowujaca czytelnika na odbidr i interpretacje
wynikow.

Kolejna czes¢ rozprawy to Zalozenia i Cel pracy. Tutaj zabraklo precyzji. Niektore
fragmenty tekstu sg wlasciwie jak ze Wstepu. Znow stow kilka o tym, ze ABA jest wazny itp.
potem o gidéwnym (poznanie Sciezki sygnalowej regulowanej przez MAPKKK18) celu (w
domysle - sg inne) nastgpnie 0 dwoch zagadnieniach, a na koniec informacja, Ze aby osiagnaé
wyznaczone cele realizowano opisane zadania. Troche zawile.

Dalszg cz¢$¢ rozprawy stanowi opis Materialow i Metod wykorzystanych podczas
realizacji prezentowanych badan. Ten fragment pracy to 20 stron. W duzej mierze opis ten
dotyczy klonowan réznych wariantow badanych bialek, transformacji mikroorganizméw oraz
materiatu roslinnego, a takze specjalistycznych testow jak analizy ruchéw aparatow

szparkowych czy ich zaggszczenia oraz badanie aktywnosci kinazowej.




Tradycyjnie, glowny trzon pracy stanowig rozdziaty, w ktérych przedstawione i
omowione zostaly wyniki badan. W podrozdziale 5.1 autor bada wplyw hormonow roslinnych
na aktywnos¢ kinazowa MAPKKKI18. Wybor molekul sygnatowych jest arbitralny i
cheiatbym poprosi¢ o komentarz dotyczacy jego kryteriow. Majac na uwadze proces
kietkowania, dlaczego nie testowano np. giberelin? Z przedstawionych wynikéw (rysunek 10
str. 60) wynika, ze obecnos¢ MAPKKKI18 pozytywnie wplywa na kietkowanie nasion w
obecnosci ABA. Majac na uwadze, iz ABA kontroluje spoczynek nasion oraz jest
negatywnym regulatorem kietkowania jak skomentuje Pan zdanie: ” Otrzymany wynik
pozwala stwierdzi¢, ze MAPKKK18 funkcjonuje jako pozytywny regulator sygnalizacji ABA
podczas kietkowania u Arabidopsis.” str. 61. Fragmenty tekstu w podrozdziale 5.3
dedykowanemu opisowi wpltywu aktywnosci MAPKKK 18 na ruchy aparatow szparkowych
(linie 10-23) moglyby swobodnie trafi¢ do Wstepu. Jak definiuje Pan warunki normalne
eksperymentu (linia 1 od dotu str. 61)? Solidna jest cze$é pracy dedykowana lokalizacji
subkomoérkowej MAPKKKI8 i jej zmianom pod wptywem ABA. Troche szkoda, ze nie ma
obrazOw kontrolnych (metanol, rys. 13, str. 66). Ta czes¢ wynikéw to konsekwentnie i
logicznie zbudowany/zaprezentowany zbior pokazujacy, iz ABA reguluje lokalizacje
komorkowa MAPKKK18 i, ze pod wptywem ABA MAPKKK 18 jest aktywnie eksportowana
z jadra komérkowego przez por jadrowy. Majgc na uwadze losy/lokalizacje w komorce
MAPKKKI18 nasuwa si¢ pytanie ogélnej natury, czy w ogéle i jak na to moze wplywaé
unikalny fakt braku domeny regulatorowej na N-koncu sekwencji tego biatka? Bardzo
cickawe/intrygujace sa wyniki pokazujace fizyczne odzialywanie MAPKKK 18 z elementami
kaskady sygnalowej ABA czy tez innymi MAP Kkinazami. Chcialem w tym momencie
poprosi¢ o komentarz, na ile ograniczeniem w poszukiwaniu takich interakcji miedzy nimi
moze by¢ uzywany model eksperymentalny (nadekspresja w protoplastach) i czy sa
alternatywne rozwigzania dla niego oraz dlaczego brak w tych eksperymentach kontroli np.
pS6C1C-MAPKKK18/pS6C4AN czy pS6CIC/ SnRK2.6-pS6C4N? Wyniki zamykaja dane
ilustrujgce udzial MAPKKK18 w regulacji podzialow komoérek linii réznicowania szparek w
epidermie liscieni Arabidopsis. Dane te uzyskane m.in. z analizy linii mutantéw mkk7 i
mkk7mapkkk18-1 pozwalaja przypuszczaé, ze regulacja procesu tworzenia szparek przez
MAPKKK18 jest niezalezng $ciezkg od kaskady YODA-MKK7.

Podsumowujgc wyniki warto w tym momencie podkresli¢, iz wraz z dwoma
publikacjami bedacymi wspoétudzialem Pana Mituly  kompleksowo ukazuja spektrum

procesow regulowanych przez MAPKKKI18 poprzez $ciezki sygnalizacyjne ABA i stanowig



wazny wkiad w poznanie mechanizméw transdukcji sygnatu ABA poprzez kaskady kinaz
MAP u Arabidopsis.

Rozprawe zamyka rozdzial Dyskusja i krotkie Podsumowanie. Dyskusja jest
rozdziatem zwartym, nie ,,przegadanym”, bardzo dobrze uzupehniajgcym calos¢ dysertacji.
Zawiera informacje o niemalze kazdym aspekcie pracy. Nie jest to jednak tylko opis. To
refleksja, ktéra wyraznie odzwierciedla swiadomos$¢ mgr. Mituly o zlozonosci zjawiska
biologicznego, ktére bada. Wida¢ to w kontekscie komentarza znaczenia/obserwacji
oddzialywan MAPKKK18 z elementami kaskady sygnatowej ABA i propozycji dzialania
rdzeniowej sygnalizacji ABA, uwzgledniajace istnienie kaskady MAPKKKI18-MKK3-
MPK1/2/7/14 (rys. 23).

Praca  stanowi zwartg logiczng  catos¢. = Moze  troszeczk¢  brakuje
aspektu/wynikow/komentarza o potencjalnym udziale MAPKKKI18 w regulacji procesow
morfogenetycznych korzenia w odpowiedzi na np. stres suszy, tym bardziej, ze wyniku
aplikacji egzogennego ABA obserwuje si¢ aktywnos¢ promotora genu MAPKKKI8 w
merystemach wierzchotkowych korzeni. Zarowno sposéb przygotowania, jak 1 zawarto$¢
merytoryczna rozprawy a takze publikacje bedace owocem pracy Pana Mituly pozwalaja
sadzi¢, ze jej Autor jest sprawnym badaczem posiadajacym szeroka i ugruntowang wiedze.

Uwazam, ze praca spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, stad wnosze¢ o

o

dopuszczenie mgr. Filipa Mituly do dalszych etapow przewodu.





