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pt. ,Rola jeczmiennego czynnika transkrypcyjnego MADS27 i jego regulatora
mikroRNA444 w odpowiedzi rosliny na niedobér i nadmiar azotu”

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Smoczyfiskiej zostata
wykonana pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Zofii Szweykowskiej-Kulinskiej w Zaktadzie
Ekspresji Genéw Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Przedmiotem rozprawy jest kompleksowa analiza funkcji i mechanizméw regulacji
jeczmiennego czynnika transkrypcyjnego HYMADS27 w odpowiedzi na stres nadmiaru azotu
w podiozu. Geny kodujgce czynniki transkrypcyjne z domeng MADS-box, do ktérych nalezy
HvMADS27, biora udzial w regulacji wielu proceséw rozwojowych ro§lin a takze w ich
odpowiedzi na réznorodne stresy abiotyczne. Odgrywajg one kluczowa role w interakcjach
genetycznych, ktére tacza sygnaly srodowiskowe z poszezeg6lnymi procesami rozwojowymi.
Geny MADS regulowane s3 przez miRNA, w tym miRNA kodowane przez geny z rodziny
MIR444, wystepujacej tylko u rolin jednolisciennych. W ostatnich latach, w kierowanym
- przez Panig Prof. Zofie Szweykowska-Kulifiskg zespole naukowym, ktéry nalezy do jednych
z wiodacych ofrodkéw badan nad metabolizmem RNA na swiecie, zidentyfikowano dla
Je¢czmienia geny z rodziny MIR444 i ich geny docelowe. Odkrycie to dato asumpt do podjecia
przez Doktorantke badan nad rolg miRNA444 i zwigzanego z nim czynnika transkrypcyjnego
z rodziny MADS-box, jako elementéw systemu odpowiedzi jeczmienia na nadmiar azotu w
glebie.

Azot jest niezbednym pierwiastkiem dla wzrostu i rozwoju ro§lin, jednak jego nadmiar w
glebie moze powodowaé negatywne skutki dla roslin uprawnych, takie jak skrécenie systemu
korzeniowego, zahamowanie wzrostu, przedwczesne starzenie i w rezultacie zmniejszone
plonowanie. Nadmiar azotu w glebach uprawnych jest nie tylko stresem abiotycznym dla
roslin, lecz ma takze negatywny skutek srodowiskowy. Poniewaz rosliny pobierajg mniej niz
potowe stosowanych dawek nawozéw azotowych, wigkszos¢ niewykorzystanego azotu
zanieczyszcza wody gruntowe, negatywnie wplywajac na zdrowie zwierzat i ludzi. Gleba i
wody gruntowe z nadmiarem azotu stajg sie¢ w dzisiejszych czasach duzym problemem
srodowiskowym w wielu miejscach na §wiecie. Poznanie molekularnego podtoza odpowiedzi
na stres wywotany nadmiarem azotu dla waznej rosliny uprawnej, jakg jest jeczmief, ma duze
znaczenie dla zrozumienie proceséw metabolizmu azotu u roslin, a takze moze stanowié
podstawe do opracowania narz¢dzi  biotechnologicznych stuzacych do sterowania tym
procesem. Z tych wzgledow tematyke rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Smoczynskiej
uwazam za bardzo aktualng i wazna merytorycznie.

Szczegolowe cele rozprawy, obiekt badan i zastosowane metody badawcze

Gléwnym celem badan podjgtych przez Doktorantke bylo poznanie biologicznej funkcji
czynnika transkrypcyjnego HVMADS27 i jego regulatora miRNA444c oraz ich roli w
ksztattowaniu interakcji laczacych budowe systemu korzeniowego jeczmienia z odpowiedzig
na stres wywolany przez nadmiar azotu w $rodowisku. Obiektem badari byty rosliny WT i
linie transgeniczne jeczmienia odmiany ‘Golden Promise’: 1) linia z obnizonym poziom




ekspresji genu dla czynnika transkrypcyjnego HYMADS27 na skutek nadekspresji sztucznego
mikroRNA (linia oznaczona jako hvmads27 kd) oraz 2) linia z nadekspresjg genu dla
czynnika transkrypcyjnego HYMADS27 w fuzji z etykieta c-Myc, umozliwiajacg oznaczenie
poziomu bialka (linia oznaczona jako Avmads27 c-Myc OE)..

Dla osiagnigcia postawionych celow, mgr A. Smoczyfiska przeprowadzita szereg starannie

zaplanowanych badan molekularnych i analiz bioinformatycznych, w ktérych krok po kroku

wyjasniata mechanizm regulacji czynnika transkrypcyjnego HVMADS27, a nastepnie

kontrolowanych przez niego genéw zaangazowanych w odpowiedz na stresy $rodowiskowe u

jeczmienia.

Szczegbélowe doswiadczenia i analizy obejmowaty:

- identyfikacj¢ pelnych sekwencji genomowych genéw MIR444c i HvMADS27

- analiz¢ wzoru ekspresji dojrzalej czasteczki miRNA444¢ oraz genu HvMADS27w czasie
rozwoju jeczmienia i w jego réznych organach

- identyfikacje elementéw regulatorowych w promotorach MIR444c i HvMADS27

- Wwyprowadzenie linii transgenicznych jeczmienia z obnizonym poziomem ekspresji i
nadekspresja genu HvMADS27

- analizg systemu korzeniowego uzyskanych linii transgenicznych w odpowiedzi na
nadmiar i niedobdr azotu

- identyfikacj¢ gen6w regulowanych przez czynnik transkrypcyjny HYMADS27

W prowadzonych badaniach mgr A. Smoczynska zastosowala caly wachlarz nowoczesnych
technik i metod z zakresu biologii molekularnej, biotechnologii i bioinformatyki. Wykazata
si¢ biegla znajomoscia technik analizy kwaséw nukleinowych i bialek, poczawszy od ich
izolacji z materiatu roslinnego, poprzez badania ekspresji (RT-qPCR, Western i Northern
blot, techniki glgbokiego sekwencjonowania transkryptomu i sRNA). Przeprowadzila ,
analizy promotoréw i ich oddziatywania z analizowanym czynnikiem transkrypcyjnym z
zastosowaniem technik bioinformatycznych i immunopercypitacji chromatyny w potaczeniu z
ilosciowym PCR. Na szczegélne podkreslenie zastuguje fakt skonstruowania przez
Doktorantke wektoréw niosacych sekwencje genomowe pozwalajace na wyciszenie lub
nadekspresj¢ genu HvMADS27, z wykorzystaniem, odpowiednio, amiRMADS27 i sekwencji
kodujgcej genu HvMADS27 w polaczeniu z etykieta c-myc. Konstrukty te postuzyly naste¢pnie
Doktorantce do transformacji genetycznej jeczmienia odmiany ‘Golden Promise’ za pomoca
Agrobacterium tumefaciens i uzyskania linii transgenicznych, stanowigcych podstawowy
material Jej badan. Tak wigc Doktorantka wykazata sie biegloscia w konstruowania
wektoréw, a takze sztuka transformacji genetycznej oraz regeneracji roslin w kulturze
niedojrzatych zarodkéw jgczmienia, ktéry jest gatunkiem trudno poddajacym sie¢ obu tym
procesom. Nalezy tu zaznaczy¢, ze w przeciwienstwie do gatunkéw modelowych, dla
jgczmienia brak jest kolekcji mutantéw w zdefiniowanych genach, a efektywnos$¢ procesu
transformacji genetycznej w bardzo duzej mierze zalezy od genotypu transformowane;j
ro$liny.

Zastosowane W ocenianej pracy obiekty i metody badawcze oceniam jako w pelni
odpowiednie dla osiggnigcia zatozonego przez Doktorantke celu badawczego. Doswiadczenia
zostaly zaplanowane w sposob starannie przemyslany, a metody wlasciwie dobrane do
kazdego eksperymentu. Jedynie do opisu materialu badan i niektérych metod mam kilka uwag
przedstawionych w dalszej czesci tej recenzji.

Najwazniejsze uzyskane wyniki

W rozprawie przedstawiono wyniki logicznie zaplanowanych i opisanych analiz, a za

najwazniejsze z nich uwazam:

1. Wykazanie, ze czynnik transkrypcyjny HYMADS27 jest kodowany w chromosomie 2H na
nici DNA przeciwleglej do nici kodujacej genu MIR444c i eksperymentalne
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potwierdzenie, ze w warunkach kontrolnych poziom transkrypcji genu HvMADS27 jest
regulowany przez miRNA444c.

2. Stwierdzenie, ze HvMADS27 ulega ekspresji gldwnie w korzeniach jeczmienia a poziom
jego transkrypcji u roslin typu dzikiego (WT) jest znacznie obnizony pod wptywem stresu
nadmiaru azotu, natomiast nie ulega zmianie w odpowiedzi na niedobdr azotu.

3. Wpykazanie, ze w warunkach kontrolnych rosliny transgeniczne z obnizona poziomem
transkryptow HvMADS27 wykazujg znaczgce skrocenie korzeni w stosunku do WT i
roslin z nadekspresjg tego genu (hvmads27 c-Myc OE), a takze wyzsze stezenie ABA
korzeniach niz dwie pozostate formy.

4. Ustalenie, ze stres nadmiaru azotu nie wptywa na dlugos¢ systemu korzeniowego,

zawartos¢ azotu i poziom ABA w siewkach linii z obnizonym poziomem transkryptow

HvMADS27, w przeciwienstwie do roslin WT i z nadekspresja genu, ktére reaguja

skroceniem korzeni i podniesieniem w nich zawartosci azotu oraz ABA w odpowiedzi na

ten stres

Zidentyfikowanie gen6w potencjalnie regulowanych przez HYMADS27.

6. Wyjasnienie roli HYMADS27 w wywotaniu zmian fenotypowych systemu korzeniowego
Jeczmienia poddanego stresowi azotowemu, poprzez udowodnienie, ze¢ HvMADS27
reguluje ekspresj¢ genu BGI odpowiedzialnego za uwolnienie ABA z nieaktywnego
koniugatu z glukoza, co prowadzi do akumulacji ABA w korzeniach jeczmienia i
skrécenia ich dtugosci.
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Ocena formalnej strony pracy, pytania i komentarze

Praca ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich. We Wstepie wyczerpujaco przedstawiono
aktualne zagadnienia zwigzane z metabolizmem azotu i reakcjg roslin na stres jego niedoboru
lub nadmiaru. W kolejnym podrozdziale przedstawiono rodzing miRNA444 regulujacych
aktywno$¢ genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne z domeng MADS-box. Szkoda, ze ten
rozdziat Doktorantka potraktowana raczej skrétowo, przede wszystkim w odniesieniu do roli
czynnikéw MADS-box w procesach rozwoju roélin i odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe.
Doktorantka nie ustrzegla si¢ takze pewnych bledéw merytorycznych, opisujac czynnik
trnskrypcyjny OsMADSS57 i regulowane przez niego geny. Gen DWARFI4 nie bierze u ryzu
udzialu w biosyntezie brassinosteroidow, jak stwierdzono w pracy, lecz koduje receptor
strigolaktonéw (Yao et al., Nature. 2016 Aug 25;536 (7617):469-73), z kolei kluczowy gen
biosyntezy brassinosteroidéw u ryzu to BR-deficient dwarf 1 (OsBRDI), opisany w pacy Jiao
et al.(2020) Plant Physiol.3: 1454-1466, ktora cytowana jest przez Autorke w rozprawie.
Wymienione geny s regulowane przez czynniki MADS-box i miRNA444, dlatego
cheiatabym w tym miejscu prosié Doktorantke o wyjasnienie zaleznosci miedzy miRNA444,
czynnikami transkrypcyjnymi z domeng MADS-box a biosynteza badz signalingiem
brassinosteroidow i strigolaktonéw i ich wplywem na architekturg czgsi nadziemne;j i systemu
korzeniowego u ryzu. Czy wiadomo, ortologiem ktérych genéw Arabidopsis i ryzu jest
HvMADS27?

Cele pracy sg jasno sformutowane i dobrze uzasadniajg podejmowanie przez Doktorantke
kolejnych etapéw badan. Natomiast rozdzialy przedstawiajgce materiat i metody, choé bardzo
obszerne, nie zawieraja wszystkich informacji, przede wszystkim odnosnie materiatu
wykorzystanego w badaniach. Ktére pokolenie uzyskanych przez Doktorantke linii
transgenicznych z obnizong ekspresjg i nadekspresja genu HvMADS27 wykorzystano w
poszczegblnych do$wiadczeniach? Z ilu roslin i ktérego pokolenia pobierano material do
badan molekularnych i analiz systemu korzeniowego? W ilu powtdrzeniach biologicznych
prowadzano poszczegélne analizy i co stanowito jedno powtdrzenie? Pytania te dotycza
wigkszo$ci przeprowadzonych przez Doktorantkg do$wiadczen. Ponadto, przedstawiony w
Metodach opis uzyskanych linii transgenicznych jest bardzo lakoniczny, przydatne w tym
miejscu bylyby schematy insertéw wstawionych do kazdej z linii. Przedstawione w
Materiatach wektory wykorzystane do otrzymania konstruktéw i transformacji jeczmienia nie




zawieraja legendy. Mam jeszcze inne pytanie dotyczace Metod: czy w do$wiadczeniu nad
wpltywem braku $wiatla roéliny rosty w ciemnosci przez dwa tygodnie, jak napisano w tym
rozdziale, czy tylko 48 godzin, jak przedstawiono w podpisie Ryc. 5 ?

Wyniki badan Doktorantka ujgta w 9 podrozdziatach, przestawiajacych opis rezultatow
doswiadczen i analiz bioinformatycznych. Dokumentacja wynikéw jest kompletna, choé nie
zawsze przejrzysta, (o czym pisz¢ ponizej). Nie znalaztam jedynie informacji, ile z genéw
wykazujgcych zréznicowana ekspresj¢ miedzy linig Avmads27 kd a WT posiadalo w
promotorach motywy cis rozpoznawane przez czynniki z domeng MADS-box i co kierowato
wyborem do analizy ChIP-qPCR sze$ciu konkretnych gendw, przedstawionych na Rys. 10.
Ponadto, zdajac sobie sprawe, ze do$wiadczenie dotyczace transformacji genetycznej
Je¢czmienia bylo jedynie narzedziem do uzyskania materiatu badan, brakuje mi jednak pelnej
informacji o jego przebiegu, tj. podania efektywno$ci procesu transformacji, analizy
pokolenia TO i Tl pod katem liczby kopii transgenu i czestotliwoéci homozygot. Te
informacje, umieszczone jako osobny podrozdzial Wynikéw lub uzupeienie odpowiedniego
podrozdziatu w Metodach, pozwolityby czytelnikowi oceni¢, czy transformacja genetyczna
jeczmienia nadal jest trudnym problemem metodycznym, czy tez zastosowana przez
Doktorantk¢ procedura gwarantuje wysoka efektywno$é tego procesu, przynajmniej dla
odmiany ‘Golden Promise’.

Dyskusja, stanowigca zawsze najwigksze wyzwanie dla Doktoranta, zostata opracowana w
sposob wyczerpujacy i, co warte podkreslenia, nie stanowi dodatkowego rozdziatu przegladu
literatury, lecz bardzo interesujace tlumaczenie uzyskanych wynikéw w konfrontacji z
literaturg. Szczegdlnie ciekawa jest cz¢$¢, w ktérej Autorka stawia hipotezy wyjasniajace
obnizenie, pod wptywem nadmiaru azotu, poziomu biatka fuzyjnego HYMADS27 z etykieta
c-Myc w liniach z nadekspresjy cDNA kodujacego to biatka pod kontrola promotora
ubikwitynowego. Réwnie interesujaco przedstawiona jest konfrontacja zidentyfikowanej
przez Doktorantke roli ABA w skroceniu korzeni u jeczmienia pod wplywem nadmiaru azotu,
z molekularnymi mechanizmami tego procesu u Arabidopsis. Rozprawe koriczy (poza spisem
literatury) rozdziat Podsumowanie, w ktérym Autorka klarownie sformutowata wnioski ze
swoich badan.

Nalezy jeszcze wspomnie¢ o zamieszczonym na poczatku pracy, wykazie stosowanych
skrotow, co zwykle jest bardzo cenne dla czytelnika. Niestety, wykaz ten jest mocno niepelny
i brakuje w nim wyjasnienia wigkszo$ci skr6téw nazw wielu genéw lub biatek uzywanych w
pracy. A chyba niepotrzebnie umieszczono wyjasnienia skrétéw dla mRNA czy miRNA.

Na koniec formalnej oceny pracy chciatabym zwréci¢ uwage na dwie kwestie dotyczace
catlego manuskryptu. Pierwsza, to calkowicie dowolny sposob uzywanej przez Autorke
pisowni nazw genéw, bialek i mutantéw. W jednym zdaniu Autorka uzywa skrétow
HvMADS27, hvMDAS27, MADS27 (bez kursywy) i dopiero z kontekstu calego akapitu
czytelnik moze si¢ domysle¢, ze jest mowa o jednym i tym samym genie jeczmienia, a nie o
trzech r6znych biatkach. Podobne niekonsekwencje mozna znalezé na wykresach i podpisach
pod nimi. Ta niestaranno$¢ w stosowania zasad pisowni nazewnictwa genetycznego bardzo
utrudnia czytanie pracy i mam nadzieje, ze Doktorantka nie dostarczy recenzentom
przygotowywanej publikacji swojego doktoratu powodéw do podobnych uwag.

Moj drugi komentarz dotyczy zamiennego uzywania przez Doktorantke¢ terminu linia
transgeniczna i mutant. W tym miejscu poprosze Doktorantke o wyjasnienie w czasie obrony
doktoratu , dlaczego tylko ten pierwszy termin jest prawidlowy w odniesieniu do badanych
przez nig linii.

Powyzsze uwagi krytyczne i komentarze dotyczga przede wszystkim kwestii edycyjnych i nie
wplywaja na moja wysoka opini¢ o merytorycznej wartosci rozprawy doktorskiej Pani mgr
Aleksandry Smoczynskiej.




Whiosek koncowy

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze rozprawa Pani mgr Aleksandry Smoczynskiej speltnia
wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Wyzwanie, jakie podjeta Doktorantka
bylo ogromne, biorac pod uwagg, ze dla jeczmienia, stanowigcego obiekt jej badan, nie ma
kolekcji narzedzi molekularnych dostepnych dla roslin modelowych. Kandydatka musiata
wige najpierw stworzy¢ te narzedzia w postaci linii transgenicznych z wyciszong ekspresja i
nadekspresja analizowanego przez siebie genu, a dopiero potem przystgpi¢ do badania jego
biologicznej funkcji. Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobra znajomoscig literatury naukowej
dotyczacej problematyki swych badan, umiej¢tnoscia stawiania hipotez naukowych,
planowania eksperyment6w i stosowania najnowszych metod badawczych z zakresu biologii
molekularnej, biotechnologii i bioinformatyki. Wykazana w rozprawie zdolnosé mgr
Aleksandry Smoczyniskiej do krytycznej oceny uzyskanych wynikéw i Wywazonego
wnioskowania $wiadczy o Jej dojrzatosci naukowej. Otrzymane wyniki badan sa oryginalne i
zawierajg oczywisty element nowosci naukowej. Biorac powyzsze pod uwage, stwierdzam, ze
przedstawiona rozprawa w pelni spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim,
w tym art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. Zwracam si¢ do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry
Smoczynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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