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Pracownia Biologii Rozmnazania i Genetyki Populacyjnej

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Paluch-Lubawej pt. ,ldentyfikacja izoform
akwaporyn btony komérkowej kukurydzy zwigzanych z mikoryza arbuskularng oraz ich
udziatu w symbiotycznej tolerancji na niedobér wody”, wykonanej pod kierunkiem prof.
UAM dr. hab. Wiadystawa Polcyna w Zaktadzie Fizjologii Roslin Uniwersytetu im. Adama

Mickiewicza w Poznaniu.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Paluch-Lubawej byta analiza
profilu akumulacji akwaporyn btony komdrkowej oraz jego kontekstu transkrypcyjnego u
roslin poddanych progresywnie rozwijajacej sie suszy, a nastepnie rehydratacji. Badania te
byty prowadzone w odniesieniu do wybranych parametréw homeostazy roélinnej, a takze w
oparciu o oceng zywotnosci partnera grzybowego. Badania przeprowadzono na ukfadzie
hodowlanym grzyba Rhizophagus irregularis i kukurydzy. Poréwnano roéliny mikoryzowane i
nie mikoryzowane pod wzgledem efektywnosci symbiotycznej oraz nawadniajacej funkcji
mikoryzy. Eksperymenty przeprowadzone w pracy doktorskiej rzucajg nowe $wiatto na role
inokulacji roslin grzybami endomikoryzowymi w celu poprawy odpornosci roélin na stres suszy
i zapewnienie stabilnosci plonéw w zmieniajacych sie warunkach pogodowych. Wykonane
badania w znaczacym stopniu wptynety na poszerzenie wiedzy o mechanizmach regulujacych
tolerancjg na susze wywotang uktadem symbiotycznym roélina - grzyb. Z tych wzgledéw
tematyke rozprawy mgr Eweliny Paluch-Lubawej uwazam za bardzo aktualng i nadzwyczaj

waing naukowo.



Strona formalna rozprawy doktorskiej nie budzi wiekszych zastrzezen. Skonstruowana
zostata w sposdb tradycyjny, sktada sie z 10 podstawowych czesci: Wstepu, Celéw Pracy,
Materiatow i Metod, Wynikow, Dyskusji, Podsumowania, Streszczenia, Summary, Zatacznikéw
i Literatury. Rozprawa liczy 169 stron, zawiera 43 rysunki i 15 tabel. Praca napisana jest
starannie, jasno i zwieZle z zachowaniem whasciwych proporcji pomiedzy poszczegdlnym
rozdziatami. Dostrzegtem w niej stosunkowo niewielka liczhe btedéw stylistycznych i
edytorskich. Badania wymagaty zastosowania szerokiej gamy zaawansowanych metod
fizjologii roslin, biologii molekularnej, narzedzi bioinfomatycznych oraz metod statystycznych.

Dane przedstawione zostaty w sposéb czytelny dla szerokiego grona czytelnikéw.

We Wstepie Doktorantka opisata szeroko zagadnienia zwigzane z uprawa kukurydzy w
Polsce, problemami zwigzanymi z pogtebiajacy sie susza, mechanizmami odpornosciowymina
jej dziatanie, oraz ewentualnym wprowadzeniem do praktyki rolniczej inokulacji roslin
grzybami  mikoryzowymi. Opisata szczegotowo osiagnigcia dotyczace badan  biatek
transportujgcych wode, akwaporyn, w tym ich roli w aklimatyzacji do streséw abiotycznych.
Doktorantka oméwita nastepnie zagadnienia zwigzane z mikoryzami arbuskularnymiiich rola
w zwigzku mutualistycznym z rodlinami, w tym regulacji aktywnosci akwaporyn. Rozprawa
doktorska wpisuje sie zatem w szeroki zakres badan fizjologicznych nad stresem abiotycznym,
i jednoczesnie stanowi rozwiniecie prowadzonych wczedniej prac badawczych. W opinii
recenzenta ta czes¢ pracy napisana jest zwiesle | wyczerpujgco, z wykorzystaniem wielu
wspotczesnych publikacji naukowych, wprowadzajac w zagadnienia obejmujace temat pracy,

stanowigc podstawg do podjecia opisywanych badan.

Na podstawie tych danych mgr Ewelina Paluch-Lubawa sformutowata Cele Pracy.
Gtownym celem pracy byto poznanie sym ptomow tolerancji kukurydzy zaleznych od intera kcji
mikoryzowej oraz ich korelagji z regulacjg akwaporyn tkanek lisciowych i korzeniowych.
Poszczegdlne cele szczegdtowe pracy zostaty opisane jasno i zwieile, w sposéb czytelny i
logiczny wprowadzajac do przeprowadzonych eksperymentéw. Jednoczeénie wyczerpujg one
cata game zagadnien, ktére planowato si¢ wykona¢ aby cele podstawowe pracy zostaty

osiggniete.

Wyniki badan zostaty przedstawione w sposob ciekawy i obszerny, co umozliwia ich

tatwa analize i wycigganie wnioskéw. Z drugiej strony analiza poréwnawcza duzejilosci danych



stanowita wyzwanie pod wzgledem organizacyjnym i analitycznym. Z tego zadania
Doktorantka wywigzata sie jednak bardzo dobrze, podsumowujac wyniki po kazdym etapie

badan, oraz w Dyskusji i na rysunkach podsumowujacych wyniki badar.

Na podkreslenie zastuguje opracowanie przez Doktorantke optymalnych warunkéw
nawozenia w celu zachowania wysokiej zywotnosci grzybni wewnatrzkorzeniowej. Dzieki
temu udafo sie uniknaé¢ wptywu poziomu odzywiania rodlin na rdznice fizjologiczne i
molekularne w czasie stresu u roglin mikoryzowanych i nie mikoryzowanych. Poréwnanie
roélin mikoryzowanych i nie mikoryzowanych o podobnym statusie odzywiania stworzyto

podstawy do oceny efektywnosci symbiotycznej zaleznej od nawadniajacej funkcji mikoryzy.

Opierajac sie na ww. wynikach Doktorantka skupita sie¢ w dalszej czesci pracy na
zbadaniu wptywu mikoryzy na profil akumulacji akwaporyn korzeni i lici podczas szybko
zmieniajagcych  sie  warunkéw nawodnienia technika immunodetekcji. Dodatkowo
zweryfikowata technikg MS identyfikacje biatek. Poréwnujac akumulacje akwaporyn w
korzeniach i lisciach mikoryza utrzymywata wysoki poziom akwaporyn w okresie suszy i na
poczatku dehydratacji, co sugeruje zwigkszong gotowos¢ do przewodzenia wody na Sciezce
transbtonowej. Obserwacja ta korelowata z wigkszg dynamika wymiany gazowej liéci roélin

mikoryzowanych,

Plusem wykonanych doswiadczer jest tez wyttumaczenie pojawiania sie dodatkowego
prazka dla izoformy PIP2 (efekt zmiennej zdolnosci wigzania SDS do hydrofobowych domen
monomerow), co tez pokazuje jakie trudnosici mozna spotka¢ w trakcie przeprowadzania
eksperymentéw. Doktorantka przyjeta tutaj bardzo pozytywna postawe znalezienia przyczyn

zaobserwowanych, ale nieoczekiwanych, trudnosci.

Przy normalizacji wynikéw z pomiaréw densytometrycznych poziom akumulacji
akwaporyn w lisciach odnoszono do $ciezki S7 NM, a dla korzeni do SO NM. Dlaczego tak
wybrano? Prosze to wyjasnié. Réwnie: jesli chodzi Rys. 20, nie wiadomo czym sie réini rys.

A od Ci B od D? Brak jest opisu.

Doktorantka dokonata tez analizy funkcjonalnej spektrum heterokompleksow
akwaporyn postugujac sie technikami wykorzystywanymi w proteomice. Zaobserwowata

przeciwstawny wzér akumulacji PIP2 w korzeniach i li¢ciach w odpowiedzi na niedobér wody,



niezaleznie od stani csumhintvrrnaan
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w przypadku lidcia przykolbowego wykazata wyrazny spadek ekspresji akwaporyn w czasie
suszy dla roslin nie mikoryzowanych oraz stabilny dla roslin mikoryzowanych. Doktorantka
zasugerowata, ze sprawniejsza w tym przypadku aklimatyzacja do suszy wynika z wyzszego

poziomu ekspresji akwaporyn.

Doktorantka zaobserwowata dla lisci wierzchotkowych wysoki poziom SA u roslin
mikoryzowanych w czasie suszy, co, sugeruje, moze interferowac z zatrzymaniem procesu
endocytozy akwaporyn z btony komérkowej i ttumaczyc korelacje suszy z ich akumulacja. Profil
akumulacji ABA réznit sie pomiedzy roslinami w zaleznosci od pietra lisciowego. Mikoryza

natomiast miata wptyw na poziom ABA (spadek) jedynie w lisciu przykolbowym.

Dyskutujac otrzymane wyniki i dane literaturowe mgr Ewelina Paluch-Lubawa szeroko
omowita, poréwnata i podsumowata obecny stan wiedzy na temat wptywu mikoryz na
tolerancje roélin na stres suszy. Dyskusje wzbogacita Rys. 40, ktéry w sposob catosciowy
prezentuje model podsumowujacy regulacje aktywnosci parametréw fizjologicznych roslin
spowodowanga udziatem grzybéw mikoryzowych. Korzysci symbiotyczne obserwowata jako
przyspieszenie dynamiki rehydratacji i odwrdcenia proceséw starzeniowych. Podsumowata,
ze gtéwnie w okresie rehydratacji zaznaczat sie efekt kompensacyjny, zwigkszajacy tolerancje
roslin mikoryzowanych na stres. Wysnuta tez hipoteze o zwigzku przyczynowym pomiedzy
intensywnoscig transbtonowego transportu wody a konduktancja szparkowa na podstawie
obserwacji wzrostu akumulacji akwaporyn i poprawy parametréw wymiany gazowe;j lisci u
roslin mikoryzowanych. Uznata to za wyjasnienie poprawy tolerancji na stres u roslin
mikoryzowanych. Dodatkowo zauwazyta, ze akwaporyny pojawiaja sie¢ w komoérkach
zawierajgcych symbionta grzybowego. Co wydaje sie logiczne ze wzgledu na funkcje petniong
przez grzyba. Wnioskuje tez, ze wzdér akumulacji akwaporyn moze by¢ wskaznikiem tolerancji

na stres wodny wspomagany mikoryza.

Badajac tkankowo-specyficzng kompozycje heterooligomeréw PIP i wzor ich
akumulacji jako element odpowiedzi na zmiane warunkéw nawodnienia Doktorantka
zauwaiyta, ze akwaporyny PIP1 w mniejszym stopniu pefnig funkcje przewodzenia wody w
korzeniach, natomiast regulacja przewodzenia wody $ciezkg transbfonowg opiera sig gtownie
o oligomery skomponowane z izoform typu PIP2. W lisciach natomiast najwiekszy udziat w

reakcjach na susze przypisata oligomerom zawierajgcym rownowaing proporcje izoform typu



PIP1 w stosunku do PIP2. Ten sposéb regulacji mozna traktowac jako adaptacje polegajaca na
zwigkszeniu przewodzenia transbtonowego w lisciach, tym samym utrzymaniu sity ssacej
transpiracji. Wnioskuje, ze jednym z mechanizméw podnoszacych tolerancje na stres u roélin
mikoryzowanych jest zwigkszony udziat izoform typu PIP1 w lisciach, regulowany w sprzezeniu

zwrotnym z konduktancjg aparatéw szparkowych. Podsumowata te wyniki na Rys. 43.

Doktorantka stwierdzita tez wyzszg wartosc indeksu chlorofilu do flawonoidéw (NBI)
roslin mikoryzowanych w czasie suszy i rehydratacji, co wskazuje na zwiekszenie wydajnosci
pionowej dystrybucji azotu dzigki aktywnosci mikoryzy. Réwnoczesnie rosliny mikoryzowane
wykazywaty si¢ mniejszymi uszkodzeniami bton komérkowych, co $wiadczy o ochronne;
funkcji mikoryz. Na uwage zastuguje tez opisanie wptywu mikoryzacji na wzrost poziomu SA,
co moze mie¢ wptyw na zwigkszony poziom akwaporyn w czasie suszy. Czym mozna
natomiast wyttumaczy¢ niska zawartos¢ ABA u roslin mikoryzowanych? Podsumowujac ta
czgs¢ pracy Doktorantka stwierdzita, ze byta korelacja pomiedzy wybranymi pietrami lisci i
profilem ABA, SA i parametréw wymiany gazowej i ekspresji akwaporyn, ktére wydaja sie by¢

elementami utrzymania homeostazy w warunkach suszy.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca stanowi istotny wktad w poznanie
mechanizmu tolerancji roslin na susze poprzez usprawnienie transportu wody dzieki
symbiozie z grzybami mikoryzowymi. Uwazam, ze w trakcie prac do$wiadczalnych i podczas
przygotowywania rozprawy doktorantka wykazata sie umiejetnoscia formutowania i
rozwigzywania probleméw naukowych. Wyniki badan sg oryginalne i zawieraja oczywisty
element nowosci naukowej. Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana praca spetnia wszystkie
wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim. Bioragc powyzsze pod uwage, zwracam sie
do Rady Wydziatu Biologii UAM w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Paluch-Lubawej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej mgr Eweliny Paluch-Lubawej w zwiazku z ponad przecietnym poziomem

naukowym przeprowadzonych badan i przygotowanej rozprawy.

Tomasz Pawtowski





