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Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii Wojciechowskiej pt. ,, Mechanizmy procesu starzenia

liSci i korzeni chlonnych topoli kalifornijskiej (Populus trichocarpa Torr. & Gray).

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Natalii Wojciechowskiej zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. Agnieszki Bagniewskiej-Zadwornej, prof. UAM w Zaktadzie Botaniki Ogodlne;j

na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Starzenie si¢ jest istotnym etapem w cyklu zyciowym rosliny, bezposrednio poprzedzajacym $Smierc
okreslonej grupy komorek, tkanek, organow lub catych organizmow. Starzenie roslin, jako jeden z
typow programowanej $mierci komorkowej (PCD), jest procesem wysoce skoordynowanym
obejmujacym aktywacj¢ ekspresji specyficznych gendéw kodujacych szereg enzymoéw,
zaangazowanych w liczne procesy degradacyjne. Pomimo, iz proces starzenia si¢ organdéw np. lisci
jest dos¢ dobrze poznany, wiele aspektow jego regulacji wcigz jest nie do konca jasnych . Gtownym
celem badan Doktorantki byto scharakteryzowanie procesu starzenia zaréwno lisci jak i korzeni
chtonnych Populus trichocarpa. Doktorantka podjela si¢ zadania analizy poréwnawczej tych
organdw zarOwno na poziomie morfologicznym, anatomicznym jak i molekularnym. Na rozprawe
doktorska sktadajg si¢ cztery tematycznie powigzane publikacje, ktére zostaty opublikowane w
czasopismach naukowych o zasiggu mi¢dzynarodowym. Trzy prace do$wiadczalne ukazaty si¢
kolejno w nastgpujacych czasopismach naukowych: BMC Plant Biology w r. 2018 (IF=3.670),
International Journal of Molecular Science w r. 2020 (IF=4.183) oraz, w tym samym roku, 7ree
Physiology (IF=3.477). Jedna z prac jest praca przegladowa, ktora zostata opublikowana w
czasopiSmie Plant Biology w r. 2018 (IF=2.159). Laczny wspotczynnik oddziatywania (impact
factor, IF) wymienionych publikacji wynosi 13.489, co z punktu widzenia oceny bibliometrycznej

jest bardzo dobrym dorobkiem naukowym. Nalezy podkresli¢, ze we wszystkich publikacjach
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Doktorantka jest pierwsza autorka. W zwiazku z faktem, iz wszystkie prace sg wieloautorskie do
rozprawy doktorskiej zostaty dolaczone o$wiadczenia wspotautorow, z ktorych jasno wynika, ze
Doktorantka miata wiodgcy udziat w przygotowywaniu wyzej wymienionych publikacji. Poza
dotaczonymi artykutami oraz o$wiadczeniami wspotautorow w sktad rozprawy doktorskiej
wchodzg liczace dwie strony streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie,
omoéwienie wynikow oraz wnioski przygotowane w jezyku polskim. Ponadto, Doktorantka
umiescita na osobnej stronie krdtkie podsumowanie zawierajgce figure systematyzujacg uzyskane

wyniki oraz list¢ obejmujacg 48 pozycji pismiennictwa.

Omowienie szczegolowe

Jak wspomniano we wprowadzeniu, nadrzednym celem Doktorantki byto ,,poszerzenie wiedzy
dotyczacej starzenia i zamierania korzeni chlonnych oraz zweryfikowanie hipotezy gléwnej
zakladajacej istnienie analogii w przebiegu procesu starzenia lisci i korzeni chlonnych
poprzez wyksztalcenie wspélnych mechanizméw”. Dlatego tez Doktorantka zaproponowata
cztery, jasno i precyzyjnie sformutowane, zadania badawcze majace w ostatecznosci zweryfikowaé
zatozong hipoteze. Analiza publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej jednoznacznie
wskazuje, ze Doktorantka zrealizowata wszystkie zatozone cele badawcze, ktore w konsekwencji
doprowadzity do potwierdzenia hipotezy gldwnej. W tym celu Doktorantka wykorzystata szereg
technik badawczych, m.in. techniki molekularne (np. RT-qPCR, analiza ekspresji genow za
pomocg mikromacierzy), biatkowe (np. immunodetekcja) 1  mikroskopowe (np.

immunofluorescencja).

W pierwszej publikacji, ktora jest publikacjg przegladowa 1 ukazata si¢ w 2018 r. w Plant Biology
Doktorantka przedstawita w sposob przejrzysty 1 szczegdlowy najnowsze dane literaturowe
dotyczace regulacji starzenia si¢ réoznych organdéw roslinnych. W publikacji tej zostaty zawarte
informacje dotyczace regulacji procesu starzenia, zard6wno na poziomie morfologicznym,
molekularnym jak i biochemicznym. Bardzo dokladnie zostat przygotowany rozdzial dotyczacy
roli hormonow ros§linnych w procesie starzenia, dlatego tez dziwi mnie fakt dlaczego Doktorantka
pomingta istotng role kwasu salicylowego (SA) w omawianym procesie. Na uznanie zastuguje
sposob przygotowania schematdw umieszczonych w publikacji, a szczego6lnie schematu drugiego
przedstawiajacego szczegotowe podsumowanie wydarzen zachodzacych podczas starzenia sig lisci.
Nalezy zaznaczy¢, iz informacje zawarte w publikacji przegladowej stanowig idealny wstep do

pozostalej czgsci rozprawy doktorskie;.



W drugim artykule, ktory jest pierwszym artykutem do$wiadczalnym, opublikowanym w 2018 r.
w BMC Plant Biology Doktorantka analizowata rol¢ autofagii w procesie starzenia zardowno korzeni
chtonnych jak 1 lisci Populus trichocarpa. Autofagia jest procesem konserwatywnym
wystepujacym zaréwno w komorkach drozdzy jak 1 zwierzat oraz roslin. Autofagia odgrywa istotng
role w procesie degradacji roznorodnych sktadnikéw komorki, takich jak kompleksy biatkowe czy
organelle komorkowe. W ostatnich latach pojawia si¢ co raz wigcej nowych informacji na temat
roli autofagii w kontroli wzrostu i rozwoju roslin, m.in. starzenia, jednakze nasza wiedza dotyczaca
tego procesu u ro$lin jest wcigz fragmentaryczna i wymaga dalszych badan. Doktorantka,
wykorzystujac réznorodne techniki mikroskopii, zbadata Zywotno$¢ i ultrastrukture komorek
korzeni chtonnych i li$ci oraz in situ lokalizacj¢ biatka ATG8 w tych organach. W trakcie badania
zywotnosci komorek Doktorantka jednoznacznie wykazata postepujaca $mieré komorek podczas
procesu starzenia, jednakze brak zdje¢ z pola jasnego (z ang. bright field), jak roéwniez
odpowiednich powigkszen znacznie utrudnia doktadng lokalizacj¢ sygnatu fluorescencyjnego (Fig.
2 oraz 3). Podobne =zastrzezenia pojawiaja si¢ takze podczas interpretacji zdje¢ z
immunofluorescencyjnej detekcji biatka ATGS8 (Fig. 9 oraz 10). Na uwage zastuguje za to bardzo
dobra jako$¢ analizy ultrastrukturalnej na poziomie mikroskopu elektronowego. Jako ze
Doktorantka analizowala ekspresje genow ATGS8c, d, g i h, nasuwa si¢ pytanie ile genow ATGS
zidentyfikowano w genomie Populus trichocarpa? Informacji tej nie zawarto bowiem ani we
wstepie ani w dyskusji omawianego artykutu. Ponadto, na jakiej podstawie dokonano selekcji
analizowanych genow A7G? Na Figurze 9A brakuje kontroli reakcji Western Blot w postaci analizy
poziomu bialka referencyjnego (np. aktyny czy tez ubikwityny) lub chociazby wybarwionego zelu

poliakrylamidowego przedstawiajacego ilo$¢ naktadanych biatek w kazdej Sciezce.

W kolejnej publikacji, ktéra ukazata si¢ w 2020 r. w International Journal of Molecular Science
Doktorantka sprawdzata role¢ hormonow roslinnych w procesie starzenia Populus trichocarpa. W
ostatnich latach, w badaniach prowadzonych gtéwnie z wykorzystaniem modelowej ro$liny
Arabidopsis thaliana, wykazano 1z hormony roslinne odgrywajg istotng role¢ w regulacji procesu
starzenia si¢ lisci. Podobnie jak w poprzednich publikacjach doktorantka podjeta si¢ porownania
mechanizmow regulujacych proces starzenia w dwdch réznych organach, a mianowicie korzeniach
chtonnych i lisciach. Wykonana przez Doktorantk¢ analiza mikromacierzy wykazala istotne
zmiany w ekspresji licznych gendéw, w tym miedzy innymi genéw zwigzanych z metabolizmem
wielu hormonow roslinnych podczas starzenia obu badanych organow. Istotny wzrost poziomu
ekspresji gendw zwigzanych ze szlakiem syntezy i metabolizmu kwasu abscysynowego (ABA)
oraz kwasu salicylowego (SA) mozna zaobserwowa¢ szczegoOlnie w lisciach (Fig. 3), dlatego

zastanawiam si¢ dlaczego Doktorantka nie uwzglednita SA w dalszych analizach. Wzigwszy pod
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uwage, ze jest to jeden z kluczowych hormonoéw regulujacych ekspresje wielu gendéw (np. SAG
ang. SENESCENCE ASSOCIATED GENE) zaangazowanych w aktywacje¢ procesu starzenia lisci
oraz istnienie sieci wzajemnych odziatywan pomiedzy SA oraz JA, uwzglednienie SA w badaniach
z pewnoscig pozwolito by na uzyskanie bardziej kompleksowego spojrzenia na omawiany proces.
Dodatkowo, jak wynika z Figury 3A nie wykazano znaczacej zmiany w ekspresji genow
zaangazowanych w szlaki zwigzane z dziataniem SA w korzeniach chtonnych, dlatego tez analiza
poziomu tego hormonu przyczynita by si¢ do uzyskania nowych informacji nie tylko o
podobienstwach ale rowniez réznicach w regulacji starzenia korzeni chtonnych i lisci. Pomimo
obserwowanego wzrostu poziomu JA oraz estru metylowego JA (Me-JA) podczas starzenia obu
analizowanych organdw odnotowano spadek poziomu ekspresji genow zaangazowanych w
biosyntez¢ JA. Co wiecej, geny wymienione na Figurze 4D w czesci ,,JA biosynthetic pathway”
kodujg biatka nie zwigzane bezposrednio z biosyntezg JA w lisciach. Jak wiadomo z literatury geny
kodujace enzymy zaangazowane w biosyntez¢ JA takie jak lipoksygenaza (LOX) czy tez cyklaza
tlenku allenowego (AOC), ulegaja wysokiej ekspresji podczas procesu starzenia liSci np.
Arabidopsis thaliana. Nasuwa si¢ wigc pytanie dlaczego geny te nie znalazly si¢ w grupie genow
regulujacych syntezg JA u Populus trichocarpa? Czy oznacza to ze ekspresja tych genow nie ulegta
zmianie pomimo wzrostu poziomu JA w badanych organach? Nie wykazano rowniez istotnych
zmian w poziomie transkryptow wielu genéw aktywowanych podczas starzenia lisci, takich jak
SAGI12, SAG29, SAG113 czy tez SEN4, ktorych ekspresja jest regulowana miedzy innymi przez
JA. Jak wiadomo aktywng biologicznie formg JA jest jego koniugat z aminokwasem izoleucyng
(JA-Ile). Rozpoznanie JA-Ile w komodrce przez kompleks biatkowy COI1-JAZ prowadzi do
degradacji biatkowych represorow JAZ, co w konsekwencji umozliwia transkrypcje wielu gendéw,
w tym takze genu SAG29 biorgcego udziat w aktywacji procesu starzenia lisci. W zwigzku z tym
logiczne wydawato by si¢ wykonanie analizy poziomu nie tylko JA oraz Me-JA, ale rowniez JA-

Ile.

W ostatniej pracy doswiadczalnej, opublikowanej w 2020 r. w Tree Physiology Doktorantka badata
proces remobilizacji makroelementéw podczas starzenia si¢ korzeni chtonnych jak i lisci Populus
trichocarpa. W tym celu Doktorantka nie tylko okres$lata zawarto$¢ azotu i wegla w tych organach
ale takze wykonala kompleksowa analiz¢ ekspresji gendw zwigzanych z metabolizmem obu tych
makroelementéw. Ponadto, Doktorantka zwrdcila szczegdlng uwage na role syntetazy
glutaminianowej (GS) w remobilizacji azotu w starzejgcych si¢ korzeniach chlonnych i li§ciach
Populus trichocarpa. O ile forma 1 prezentacja wynikow jest satysfakcjonujaca, o tyle we wstepie
zabraklo krétkiej informacji na temat genéw GS kodowanych przez genom Populus trichocarpa.

Informacja ta pozwolitaby czytelnikowi ptynnie przej$¢ do rozdziatu wynikéw. Podobnie jak w
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pierwszej publikacji do$wiadczalnej, Doktorantka nie zamiescila kontroli reakcji Western Blot
(Figura 2C i D). Na szczegdlng uwage zastuguje za to fakt, iz jest to jedna z nielicznych prac
analizujacych remobilizacje wegla i azotu w roznych aspektach w korzeniach chtonnych Populus

trichocarpa, co dodatkowo zwigksza wartos¢ naukowa prezentowanych badan.
Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr. Natalii Wojciechowskiej ma istotne znaczenie dla poszerzenia
naszej wiedzy dotyczacej procesu starzenia w réznych organach Populus trichocarpa. Roznorodne
techniki badawcze zastosowane przez Doktorantke¢ pozwolily na uzyskanie nowych informacji na
temat roli autofagii, hormonéw roslinnych oraz remobilizacji makroelementow w procesie
starzenia. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, iz w swoich badaniach Doktorantka bardzo celnie
wykorzystata techniki badawcze, ktore zrekompensowaly w tym wypadku brak roslin
transgenicznych Populus trichocarpa. W odréznieniu od Arabidopsis thaliana, jest to nietatwy
model eksperymentalny, w przypadku ktérego uzyskanie roslin z nadekspresja okreslonych genow
(np. ATG8) jest z reguly bardzo praco- i czasochlonne. Niniejsza rozprawa doktorska dobitnie
wskazuje na dojrzalos¢ naukows Doktorantki, potwierdzona umiejetnoscia  sprawnego
generowania i przedstawienia wynikow oraz ich interpretacji, co zaowocowalo czterema
publikacjami w renomowanych czasopismach naukowych o zasiggu mig¢dzynarodowym. Na uwage
zastuguje fakt, ze Doktorantka uczestniczyla w realizacji grantow badawczych, w tym byla
kierownikiem grantu Preludium NCN. Z dostepnych mi zrodet (Pubmed) wynika., iz Doktorantka
Jest takze wspodlautorkg co najmniej pieciu innych prac w czasopismach naukowych z listy

filadelfijskiej, co dodatkowo potwierdza jej bardzo dobre przygotowanie naukowe i merytoryczne.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska spetnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, w zwigzku z czym wnosze do Rady Wydzialu Biologii UAM o dopuszczenie Pani
mgr. Natalii Wojciechowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, biorgc pod
uwagg jakos¢, oryginalnos$¢ i warto$é tych badan dla spotecznosci naukowej pracujacej na Populus
trichocarpa, z calym przekonaniem wnioskuje o wyréznienie niniej szej pracy doktorskiej stosowna

nagroda.
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