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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Irminy Wyrzykowskiej
zatytufowanej ,,Rola czynnikéw transkrypcyjnych MYB33, MYB65, MYB101

w odpowiedzi ro$lin na niedobér wody”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anny Irminy Wyrzykowskiej,
zostala wykonana pod kierunkiem Pani profesor dr hab. Zofii Szweykowskiej-Kulinskiej w
Zakladzie Ekspresji Genow Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Przedmiotem badafi bylo poznanie wplywu czynnikow transkrypcyjnych MYB33, MYBG5,
MYB101 na tolerancje roslin Arabidopsis thaliana i Solanum tuberosum na niedobor wody.

Roéliny, tak rosngce w naturalnym srodowisku jak i uprawiane przez cztowieka sg
narazone na stres abiotyczny, np. deficyt wody, niska, wysoka temperature, zasolenie gleby 1
biotyczny, np. wirusy, bakterie, grzyby czy szkodniki. Ocenia sie, ze globalne straty plonow
roslin spowodowane przez wymienione czynniki siegajg okoto 30%. Jest to szczegblnie istotne w
obliczu szybko wzrastajacej liczy ludzi i zwigzanego z tym coraz wiekszego zapotrzebowania na
zywno$é. Susza i niedobér wody s3 najwazniejszymi czynnikami stresogennymi limitujgcymi
zasieg upraw i wysokos¢ uzyskiwanych plonow. Stad postawione w recenzowanej rozprawie
pytanie o czynniki, ktére moga regulowa¢ tolerancj¢ roslin na niedobdr wody uwazam za bardzo
wazne. Wezesniejsze prace zespotu prof. Szweykowskiej-Kulinskiej, polegajace na wyciszeniu

ekspresji genu kodujacego biatko CBP80/ABHI doprowadzity do uzyskania ro$lin Arabidopsis i



ziemniaka o podwyzszonej tolerancji na stres wodny. Wskazano réwnoczesnie, iz rosliny te
charakteryzowaly si¢ wiekszg wrazliwoscia na kwas abscysynowy (ABA) i szybciej w
warunkach niedoboru wody zamykaty aparaty szparkowe. Poniewaz biatko CBP80/ABH1 wigze
sie do struktury capu réznych transpryptow polimerazy II i bierze udziat w regulacji dojrzewania
pre-mRNA i pri-mRNA, brak ekspresji genu ktory je koduje ma efekt plejotropowy na wzrost i
rozwdj roslin.

Celem recenzowanej pracy bylo zatem poszukiwanie regulatorow ,nizszego rzedu”,
bardziej wyspecjalizowanych i wptywajacych na tolerancje niedoboru wody bez wpltywu na
fizjologie badanych roslin. Postawiono hipoteze, iz funkcje taka moga peli¢ czynniki
transkrypcyjne MYB33, MYB65 i MYB101, ktorych poziom jest regulowany przez poziom
mikroRNA159 i obecnos$¢ lub brak biatka CBP80/ABHI1. Zaplanowano zatem badania, ktdre
mialy na celu okreslenie funkcji czynnikéw transkrypcyjnych MYB33, MYB65, MYBI101,
ktorych poziom jest regulowany przez biatko CBP80/ABH1 zaangazowane w szlak transdukcji
sygnalu ABA w odpowiedzi rosliny modelowej A. thaliana i uzytkowej S. tuberosum na stres
suszy.

Na pierwszym etapie studidow stwierdzono, iz obnizona ekspresja genow kodujacych
czynniki MYB33, MYB65, MYB101 (wykorzystano do tych badan linie mutatéw pozyskane z
bazy Salk Institute) nie wplywa na morfologi¢, anatomi¢ i procesy rozwojowe Arabidopsis.
Uzyskane mutanty mialy natomiast obnizong tolerancje na stres suszy w poréwnaniu do roslin
typu dzikiego (Arabidopsis, ekotyp Col-1) a ich aparaty szparkowe byly niewrazliwe na ABA.
Postanowiono zatem skonstruowaé ro$liny transgeniczne z podwyzszong ekspresja genow
kodujacych wymienione czynniki transkrypcyjne i w kolejnym etapie sprawdzi¢ ich tolerancje na
stres niedoboru wody. Zatozono przy tym, ze nadekspresja gendéw kodujgcych czynniki
transkrypcyjne MYB33, MYB65, MYB101 w roslinach Arabidopsis, podobnie jak ich zbadana
wczesnie] obnizona ekspresja, nie bedzie wplywa¢ na morfologie i cechy fizjologiczne
uzyskanych mutantéw. Uzyskano mutanty Arabidopsis z nadekspresje genéw kodujacych
czynniki MYB33, MYB65, MYB101 pochodzagcych z Arabidopsis oraz kolejne wykazujace
nadekspresje genow kodujacych MYB33, MYB65 pochodzacych z ziemniaka. Obserwacje
mutantow 1 ich poréwnanie z roslinami typu dzikiego potwierdzity zdaniem doktorantki teze, iz
zmiana poziomu czynnikéw transkrypcyjnych MYB33, MYB65, MYB101 nie wptywa istotnie

na morfologie¢ i fizjologie roslin Arabidopsis.



Bardzo waznym elementem zaplanowanych i zrealizowanych badan bylo skonstruowanie
mutantow roslin ziemniaka - jednej z najwazniejszych rolin uzytkowych a przy tym stosunkowo
wrazliwej na stres niedoboru wody - z nadekspresjg genéw kodujacych wymienione czynniki
transkrypeyjne, podwyzszajace tolerancje roslin Arabidopsis na niedob6r wody. W przypadku
ziemniaka uzyskano linie odmiany Desiree z nadekspresje genéw kodujacych MYB33, MYB65 i
MYBI101 pochodzacych z Arabidopsis oraz genéw kodujacych MYB33, MYB65 pochodzacych
z ziemniaka. Uzyskane mutanty ziemniaka, podobnie jak wczesniej zbadane rosliny Arabidopsis
nie wykazywaly znaczacych réznic morfologicznych, anatomicznych i rozwojowych w
porownaniu z liniami dzikimi. Wykazywaly natomiast, zgodnie z postawiong hipoteze,
podwyzszong tolerancj¢ na kilkudniowy niedoboru wody.

Rozprawa doktorska ma typowsa struktur¢ i sktada sie z wstepu bedacego przegladem
literatury, opisu wykorzystywanych materialow i zastosowanych metod, analizy uzyskanych
wynikow, dyskusji i spisu literatury. Rozprawa zawiera takze dobrze sprecyzowany cel pracy,
spis zastosowanych skrétow oraz krotki akapit zawierajacy wnioski i perspektywy dalszych
badan. Troche dziwne jest usytuowanie spisu tresci na koficu rozprawy a nie na jej wstepie.

Przeglad literatury przedmiotu jest napisany zwieztym i jasnym jezykiem ale zostat
ograniczony do rozdzialdéw dotyczacych krotkiej charakterystyki gatunkéw bedacych
przedmiotem badan oraz omoéwienia szlakéw sygnalizacyjnych ABA, roli tego hormonu w
odpornosci roslin na susze i omoéwieniu roli biatek regulatorowych i czynnikéw transkrypcyjnych
w przenoszeniu sygnalu wywotanego obecnoscig lub brakiem obecnosci ABA. W moim
odczuciu wstep powinien zawiera¢ takze rozdzial na temat metod stosowanych do uzyskiwania
mutantow 1 konstruktéw wykorzystywanych do transformacji ro$lin oraz opis metod
pozwalajacych na weryfikacje obecnosci transgenu, transkryptu i kodowanego przez nie biatka w
potencjalnych liniach transgenicznych. Warto byloby takze napisa¢ o metodach i potrzebie
badania homozygotycznosci komercyjnie dostepnych i konstruowanych samodzielnie mutantow
Arabidopsis.

Materialy i metody wykorzystywane w badaniach stanowigcych podstawe rozprawy
zostaly opisane wyczerpujaco i z dobrg znajomoscig zastosowanych narzgdzi badawczych.

Rozdzial Wyniki jest starannie przygotowany i zaopatrzony w dobrg dokumentacje
graficzng. Musze jednak przyznaé, iz czytajac rozprawe i przygladajac sie fotografiom linii
dzikich i mutantéw moglam zaobserwowaé, iz niektére z nich charakteryzujg sie nietypowymi,

lancetowato wydtuzonymi lis¢mi (np. mutant MYBAG65 OE3-1 na Rys/Fot. 22, czy MYB S330E



3-52 na Rys/Fot 24 inne wykazuja staba chlorozg). Poniewaz doktorantka podkresla w
rozprawie, iz mutanty nie réznily si¢ morfologia i fizjologia od roslin dzikich chciatabym sig
dowiedzie¢ dlaczego nie omoéwiono/przedyskutowano tego zjawiska w rozprawie. By¢ moze
moje watpliwosci co do r6znic w morfologii roslin przedstawionych na fotografiach wigzaty si¢ z
nienajlepsza jakoscig tych fotografii. Dodatkowo brak na nich zaznaczonej skali a wyglada na to,
iz fotografie byty wykonywane z réznych odleglosci.

Moje kolejne pytanie dotyczy badaf wzrostu i rozwoju rolin dzikich i mutantow. Czy
poza przedstawionymi w pracy poréwnano takze inne parametry, jak na przyktad: tempo
przyrostu masy zielonej, czas kwitnienia, czas wytwarzania tuszczyn?

Dokladne zapoznanie sie z wynikami zaprezentowanymi na rysunkach 10, 11 i 12 nasungto
mi pytanie o roéznmice w wzglednej zawartosci wody w tkankach roslin dzikich w
do$wiadczeniach z mutantami wykazujacymi obnizong ekspresje genéow kodujgcych czynniki
MYB33, MYB65 i MYB 101: wartosci wzglednej zawartosci wody dla WT od 0,8 do 0,9 (Rys.
10,11,12) i w tkankach roslin dzikich w do§wiadczenia z mutantami wykazujacymi nadekspresje
gendéw kodujacych czynniki MYB33, MYB65 i MYB 101: wartosci wzglednej zawartosci wody
dla WT od 0,65 do 0,4; (Rys. 21, 22, 23) po 6 dniach niedoboru wody. Podobne watpliwosci
nasuwaja wartoéci apertury aparatow szparkowych przedstawione dla roslin dzikich w
do$wiadczeniach z mutantami wykazujacymi obnizong ekspresj¢ badanych czynnikow
transkrypcyjnych: warto$é okoto 0,5 przy stezeniu ABA 5SmM (Rys. 17) i dla roslin dzikich w
doswiadczeniach z mutantami  wykazujgcymi  nadekspresje¢  badanych  czynnikéw
transkrypcyjnych: warto$¢ okoto 0,7 przy stezeniu ABA 5mM (Rys. 30). Jak rozumiem z opisu
materiatéw i metod w obu grupach do$wiadczen wykorzystywana byta ta sama linia dzika linia
Arabidopsis. Sadze, ze sytuacja bylby jasniejsza gdyby do doswiadczen z mutantami z
nadekspresjg czynnikow MYB33, MYB65 i MYB 101 wilaczy¢ mutanty z wylgczong ekspresjg
gendéw kodujacych te czynniki; czyli porownaé oceniane parametry we wszystkich badanych
liniach w jednym doswiadczeniu. W zwiazku z takim a nie innym przedstawieniem wynikow
badan prosze doktorantke o skomentowanie roznych warto$ci wzglednej zawartosci wody i
warto$ci apertury aparatow szparkowych w linii dzikiej w dwoch wymienionych powyzej seriach
doswiadczen. Dyskusja uzyskanych wynikow nie jest zbyt obszerna ale omawia w Swietle
dostepnej literatury wyniki uzyskanych badan i ich znaczenie naukowe.

W recenzowanej pracy zauwazylam nieliczne bledy edytorskie. Wymienie tylko

najwazniejsze. W przypadku rozdzialu Wyniki na Rys. 17ABC, ktéry dokumentuje wyniki badan



nad zamykaniem si¢ szparek pod wplywem ABA na osi rzednych napisano: ,,Wzgledna
zawartos¢ wody” a powinno by¢ ,Apertura aparatéw szparkowych”. Rozdzial Wnioski i
perspektywy zakonczono do$¢ niefortunnym zdaniem ,,Takze dotarcie do wyjasnienia dlaczego
problematyczne bylo uzyskanie roslin Arabidopsis i ziemniaka z nadekspresjg genu S.tubMYV65
pozwoliloby zrozumie¢ na czym polega silna toksyczno$é dawki tego genu”.

Podsumowujac stwierdzam, iz rozprawa zawiera cenne wyniki, a ich analiza pozwala na
stwierdzenie, ze doktorantka osiggneta zatozone cele. Recenzowana rozprawa doktorska
napisana jest dobrym jezykiem, wyniki badan sg dobrze udokumentowane, a cato$é reprezentuje
nowoczesny kierunek badawczy ukierunkowany na wykorzystanie wiedzy na temat
molekularnych czynnikéw warunkujacych wyzsa tolerancje roslin uprawnych na niekorzystne
czynniki srodowiskowe. Jest to tym bardziej cenne, iz badania przeprowadzono na ro$linie
modelowe;j i uzytkowej — ziemniaku. Uzyskane wyniki zostang zapewne wkrétce opublikowane

w postaci artykutu w czasopismie o zasiggu miedzynarodowym.

Oceniana praca dokumentuje opanowany przez Panig magister warsztat naukowy, ktory
umozliwia obecnie i w przysztosci prowadzenie waznych, poznawczych i aplikacyjnych badan
zwigzanych z szerokim zastosowaniem metod biologii molekularnej, inzynierii genetycznej,
mikrobiologii a takze fizjologii ro$lin. Poznane techniki badawcze powinny jej pozwolié na

kontynuacj¢ pracy zawodowej w roznych kierunkach.

Wnhioski konicowe
W swietle przedstawionej powyzej, pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej
magister Anny Irminy Wyrzykowskiej wnosze do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama

Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

W podsumowaniu stwierdzam, iz przedstawione badania reprezentuja wysoki poziom
naukowy i wnoszg nowe i wazne tresci do ogdlnej wiedzy na temat mozliwosci regulacji
adaptacji roslin do warunkéw niedoboru wody. Uwazam, ze oceniana praca spetnia wszystkie
wymogi formalne, zawarte w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. ,,0 stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. nr 65, poz. 595 z poz. zm.),
stawiane rozprawom doktorskim. Szkoda, Zze przedstawione w rozprawie wyniki nie zostaty

dotychczas opublikowane i przedstawione szerszym kregom naukowcow pod dyskusije.








