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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Filipa Michala Mituly
pt. ,,OKkreslenie roli kinazy kaskady MAP - MAPKKK18 w regulacji sygnalizacji kwasu
abscysynowego u Arabidopsis thaliana”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Filipa Mituly zostata wykonana pod
kierunkiem Pani Prof. UAM dr hab. Agnieszki Ludwikéw w Zaktadzie Biotechnologii
Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Wigkszo$¢
przedstawionych w rozprawie wynikéw badan zostala juz opublikowana w dwoch pracach, w
czasopismach: Plant and Cell Physiology (2015) 56:2351-2367, oraz Plant Signalling and
Behavior (2018) 11: 4, natomiast cze¢$¢ zastosowanej metodologii opublikowano w Bio-
Protocol (2015) 5 (4), 2/20/2015. Doktorant byt pierwszym autorem dwoch z tych prac.

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pana mgr Filipa Mituty jest kompleksowa analiza funkcji
i regulacji kinazy MAPKKK18, jednej z kinaz aktywowanych mitogenem (MAP),
zidentyfikowanej u Arabidopsis thaliana w $ciezce sygnalizacji kwasu abscysynowego
(ABA). Cho¢ kwas abscysynowy powszechnie uznawany jest za gldowny hormon roslinny
odpowiedzialny za reakcje roslin na stresy, rola wielu komponentow biorgcych udziat w
przekazywaniu sygnalu ABA wcigz pozostaje nieznana. Kaskady kinaz MAP naleza do
kluczowych elementow transdukcji sygnatu ABA, lecz funkcja 1 mechanizmy regulujace
aktywno$¢ poszczegolnych enzymow nie s dotad wyjasnione. Do takich kinaz nalezy badana
przez Doktoranta kinaza MAPKKKI18, o ktéorej w momencie rozpoczynania Jego badan
wiadomo bylo jedynie, ze jej ekspresja jest zalezna od aktywnosci rdzeniowej sygnalizacji
ABA.

Problematyka pracy nawigzuje do bardzo aktualnych wyzwan naukowych, a mianowicie do
poznania mechanizmow odpowiedzi roslin na stresy abiotyczne. Stres suszy jest jednym z
najgrozniejszych stresow $rodowiskowych ograniczajacych prawidlowy wzrost i rozwdj
ro$lin oraz glownym czynnikiem powodujacym straty w rolnictwie. Tolerancja roslin na stres
niedoboru wody jest kontrolowana przez koordynacje ztozonych procesow zachodzacych na
poziomie molekularnym, fizjologicznym i morfologicznym w réznych etapach rozwoju
rosliny. Kwas abscysynowy odgrywa w tej koordynacji kluczowg role, zatem szczegdtowe
poznanie $ciezek sygnalizacji ABA, wzajemnych zalezno$ci mi¢dzy komponentami tych
szlakow oraz mechanizméw regulujgcych ich wspoétdziatanie moze przyczyni¢ si¢ do
lepszego poznania molekularnych podstaw odpowiedzi roslin na stres suszy. Zespot naukowy
Zaktadu Biotechnologii Instytutu Biologii Molekularnej UAM kierowany wczeséniej przez
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Prof. dr hab. Jana Sadowskiego, a obecnie przez Prof. UAM Agnieszk¢ Ludwikow, nalezy do
czolowych osrodkow, zajmujacych badaniami roli kinaz MAP w transdukcji sygnatu u roslin.

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr Filipa Mituty, stanowi nowy rozdziat tych bardzo
aktualnych i waznych merytorycznie badan.

Szczegoélowe cele rozprawy, obiekt badan i zastosowane metodyki badawcze

Gtowne cele badan podjetych przez Doktoranta obejmowaty: (1) identyfikacje mechanizmow

regulujacych aktywnos¢ kinazowa MAPKKK18 oraz (2) opisanie funkcji MAPKKK18 w

regulacji procesOw powigzanych z sygnalizacja ABA. Obiektem badan byta modelowa roslina

dwuliscienna Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0), dla ktorej istnieje bogactwo

materialdw genetycznych, dostgpnych dla badaczy. Nalezg do nich mutanty insercyjne typu

knock-out i linie z nadekspresja genu MAPKKK18, wykorzystane w tej pracy. Dla osiagnigcia

postawionego celu, mgr Filip Mituta przeprowadzil szereg badan, w ktorych analizowat

mechanizmy regulujace aktywno$¢ MAPKKKI1S8, identyfikowat procesy biologiczne

regulowane przez MAPKKK18 1 powigzane z sygnalizacja ABA oraz poszukiwal partnerow

MAPKKK18 zarowno w szlaku transdukcji sygnalu ABA, jak i w kaskadach kinaz MAP.

Szczegotowe doswiadczenia obejmowaty:

- analiz¢ aktywnosci kinazowej MAPKKK18 po dziataniu hormonéw roslinnych bioracych
udziat w odpowiedzi na stres

- analize roli MAPKKK 18 w regulacji kietkowania nasion

- analize wptywu MAPKKK18 na ruchy aparatow szparkowych

- identyfikacje lokalizacji subkomorkowej MAPKKK18

- charakterystyke oddziatywan MAPKKK 18 z biatkami kompleksu rdzeniowej sygnalizacji
ABA

- analize oddziatywan MAPKKK18 w kaskadzie kinaz MAP

- okreslenie roli MAPKKK 18 w regulacji rozwoju aparatow szparkowych.

Do realizacji wymienionych celow mgr Filip Mitula zastosowal nowoczesne techniki i
metody z zakresu biologii molekularnej i biologii komorki. Wykazat si¢ biegla znajomoscia
technik analizy biatek, poczawszy od ich izolacji z materiatu roslinnego, badania ich
aktywnosci, analizy oddziatywan biatko-biatko, do lokalizacji subkomoérkowej biatek z
wykorzystaniem metody BiFC (Bimolecular Fluorescece Complemetation method). Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorant wykorzystat w badaniach szereg skonstruowanych
przez siebie wektoréw niosgcych sekwencje kodujace biatka fuzyjne lub sekwencje
zmutowane] kierunkowo kinazy MAPKKK18. Wektory te wykorzystat w doswiadczeniach
nad lokalizacja subkomorkowa kinazy MAPKKK 18 oraz analiza oddziatywan MAPKKK18 z
wybranymi komponentami rdzeniowej sygnalizacji ABA oraz z elementami kaskady kinaz
MAP. Do transformacj¢ przejSciowej zastosowal kulture protoplastow Arabidopsis, a
obserwacje oddzialywan biatko-biatko w systemie BiFC prowadzil z wykorzystaniem
mikroskopii konfokalnej.

Zastosowane w ocenianej pracy obiekty i metody badawcze oceniam jako w petni
odpowiednie dla osiggniecia zalozonego przez Doktoranta celu badawczego. Doswiadczenia
zostaly zaplanowane w sposOb starannie przemyslany, a metody wiasciwie dobrane do
kazdego eksperymentu.
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Najwazniejsze uzyskane wyniki

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

najwazniejsze z nich uwazam:

1. Stwierdzenie, ze kinaza MPKKKI18 jest pozytywnym regulatorem sygnalizacji ABA
podczas kietkowania nasion.

2. Wykazanie, ze MPKKKI18 dziala jako pozytywny regulator zamykania szparek pod
wpltywem ABA

3. Wykazanie, ze kwas jasmonowy, kwas salicylowy i etylen nie wplywaja na aktywno$¢
kinazy MAPKKK18

4. Ustalenie, ze mutacje punktowe zmieniajace aktywnos$¢ kinazowag MAPKKK 18 prowadza
do zmiany jej lokalizacji subkomorkowej oraz ze MAPKKKI18 jest aktywnie
transportowana pod wplywem ABA przez pory jadrowe z jadra komorkowego do
cytoplazmy

5. Stwierdzenie, ze MAPKKKI1S8 bezposrednio oddziatluje z waznymi elementami
rdzeniowej sygnalizacji ABA: fosfataza biatkowa ABIl oraz kinazag SnRK2.6/0ST1, a
wiec zar6wno z negatywnymi, jak i pozytywnymi regulatorami sygnalizacji ABA,

6. Wykazanie, ze MAPKKKI18 promuje rozwoj aparatow szparkowych w hypokotylach A.
thaliana, dziatajac niezaleznie od kaskady YODA-MKK7/MKK9, pehiacej podobng
funkcje.

7. Stwierdzenie, ze kinaza MKK3 jest jedynym partnerem oddziatywan dla MAPKKKI18 w
kaskadzie kinaz MAP rozpoczynajacym si¢ od MAPKKK18, natomiast kinazy MKKS5 1
MKK7 nie sg substratem dla MAPKKK18.

Do interesujacych wynikow pracy nalezy zaliczy¢ takze stwierdzenie, ze kinaza MPKKK18
dziata powyzej ROS oraz jonoéw wapnia Ca*? w regulacji sygnalizacji ABA w aparatach
szparkowych oraz ze fosfataza ABI2 PPC2 nie jest partnerem MAPKKKI18 w rdzeniowej
sygnalizacji ABA. Doktorant zbadat takze role genu MKK7 w rozwoju aparatow szparkowych
W poczatkowym i zaawansowanym stadium rozwoju hypokotyla u Arabidopsis.

Ocena formalna pracy

Praca ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich. We Wstepie wyczerpujaco przedstawiono
aktualna problematyke dotyczaca roli kwasu abscysynowego w rozwoju roslin i odpowiedzi
na stresy oraz zagadnienia zwigzane z percepcja 1 przekazywaniem sygnatu ABA, ze
szczegblnym uwzglednieniem funkcji ABA w rozwoju i zamykaniu aparatow szparkowych.
W kolejnych rozdziatach Autor oméwil mechanizm transdukcji sygnatu poprzez kaskady
kolejnych kinaz MAP, rozpoczynajac od MAKKK, poprzez MAPKK 1 konczac na MAPK.
Szczegdtowo przedstawit kaskade rozpoczynajaca si¢ od analizowanej w pracy kinazy
MAPKKK18, tj. kaskade MAPKKKI17/18-MAPKK3-MPK1/2/7/14. Tak skonstruowany
Wstep dobrze uzasadnia zasadnos$¢ podjetych przez Doktoranta badan. Cele pracy sa jasno
sformutowane. Mam natomiast kilka przedstawionych ponizej uwag i1 pytan do rozdzialow
Materiaty i Metody, cho¢ trzeba zaznaczy¢, ze ten drugi jest bardzo obszerny.

Wyniki ujeto w 7 podrozdziatach, przestawiajgcych opis rezultatow doswiadczen
odpowiadajacych na pytanie lub hipotez¢ postawiong we wstepie podrozdziatu. Pytania te
oparte sg na krotkim oméwieniu dotychczasowego stanu wiedzy na dany tematu, co utatwia
czytajagcemu zrozumienie, dlaczego Doktorant wykonal okre§lone do$wiadczenie oraz oceng
otrzymanych wynikow. Dokumentacja wynikow jest przejrzysta i kompletna. Kolejny
rozdzial, Dyskusja zostal opracowany w sposoéb wyczerpujacy, z petna znajomoscia
problematyki nawigzujacej do procesow dotyczacych roli kinazy MAPKKK 18 w sygnalizacji
ABA 1 procesow biologicznych regulowanych przez t¢ sygnalizacj¢. Na szczegdlne
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podkreslenie zastuguje bardzo wnikliwa analiza roli dwoch kaskad kinaz MAP w regulacji
podziatow komorek linii rozwojowej aparatow szparkowych: kaskady kinaz zapoczatkowanej
przez MAPKKK18 oraz kaskady zapoczatkowanej przez kinaz¢ YODA.
Rozprawe konczy (poza spisem rycin i literatury) rozdziat Podsumowanie, ktory w duzej
mierze stanowi skrocong wersje zamieszczonego na poczatku rozprawy Streszczenia. Szkoda,
ze Doktorant nie sprobowat sformutowac¢ wnioskéw ze swoich badan, co nie powinno sprawic¢
Mu problemu, biorgc pod uwage jednoznaczne wyniki doswiadczen i $wietng znajomos¢

literatury. Nalezy podkresli¢, ze bardzo obszerny spis literatury, obejmujacy prawie w catosci
najnowszg literature¢ przedmiotu, zredagowany jest bardzo starannie.

Pytania i uwagi dotyczace formalnej strony pracy

1. W rozdziale Materialy wymieniono mutanty insercyjne, podwdjne mutanty i linie z
nadekspresja genu MAPKKL18 oraz mutanta mkk7 i podwojnego mutanta mkk7/mkkk18-
1, lecz bez zadnego ich opisu i uzasadnienia ich wyboru. Czym, np. réznil si¢ mutant
knock-out mpkkk18-1 od mutanta mpkkk18-2? Jaki byt cel wyboru dwoch mutantow typu
knock-out do analiz? W rozdziale Material nie wskazano tez, do jakich badan
wykorzystano te linie, co by¢ moze utatwitby wyjasnienie tej kwestii.

2. Czym Autor kierowal si¢ przy wyborze do badan mutanta mkk7 a nie innej kinazy
MAPKK?

3. Nie znalaztam w rozdziale Metody opisu traktowania kwasem jasmonowym, salicylowym
i etefonem. Jest tylko informacja o traktowaniu ABA i nadtlenkiem wodoru (str. 40)
poprzez rozpylenie roztworéw na liscie rozety. Czy zastosowano t¢ sama metode przy
traktowaniu innymi fitohormonami?

4. W rozdziale 4.4.3 opisano procedur¢ krzyzowania Arabidopsis, nie napisano jednak, jakie
linie ze soba krzyzowano. W rozdziale 3.2. wymieniony jest podwojny mutant
mkk7/mpkkk18, lecz zaznaczono, ze jest to linia wyprowadzona wczesniej w Zakladzie
Biotechnologii, wigc opis krzyzowania jest chyba zbyteczny.

5. Nie znalaztam tez w pracy informacji, w jakim eksperymencie wykorzystano
transformacje Arabidopsis thaliana metoda agroinfiltracji (rozdziat 4.4.4)

6. W opisic konstruktow wektorowych brakuje mi informacji, w ktorych analizach
(wymienionych juz wczesniej w rozdziale Zalozenia 1 cele pracy), Doktorant
wykorzystywal poszczegolne wektory.

7. Autor umiescit w pracy wykaz stosowanych skrotow, co jest bardzo cenne dla czytelnika,
jednak wykaz ten jest mocno niepetny i1 brakuje w nim wyjasnienia skrotow nazw wielu
genéw lub biatek, np. ABI1, HAB., AHG, CBP20, EIN3, EDRI, MEKK, itp. Nie
wiadomo takze, dlaczego Autor raz podaje angielskie, a raz polskie rozwinigcie skrotow.

8. Zbyt kolokwialne wydaje mi si¢ uzyte w Streszczeniu sformutowanie ,,rosliny kietkujg
silniej...”. Lepiej chyba stosowaé¢ termin “zdolnos¢ kietkowania”. W tym miejscu
chciatabym zapyta¢ Doktoranta, czy przeprowadzone przez Niego doswiadczenie jest
wystarczajagcym dowodem do stwierdzenia, ze MAPKKKI18 ma wplyw na znoszenie
spoczynku nasion?

Powyzsze uwagi krytyczne i komentarze dotycza kwestii stosunkowo drobnych, przede

wszystkim edycyjnych i nie wplywaja na moja wysoka opini¢ o merytorycznej wartosci

rozprawy mgr Filipa Mituty.
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Whiosek koncowy
Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze rozprawa Pana mgr Filipa Mituty spetnia wszelkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Autor wykazatl si¢ bardzo dobra znajomoscia
literatury naukowej dotyczacej problematyki swych badan, umiejetnoscia stawiania hipotez
naukowych, planowania eksperymentow i stosowania najnowszych metod badawczych z
zakresu biologii molekularnej i biologii komorki. Wykazana w rozprawie zdolno$¢ mgr Filipa
Mituty do krytycznej oceny uzyskanych wynikow i wywazonego wnioskowania $wiadczy o
Jego dojrzatosci naukowej. Otrzymane wyniki badan sg oryginalne i zawieraja oczywisty
element nowosci naukowej. Biorgc powyzsze pod uwage, zwracam si¢ do Rady Wydziatu

Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie
Pana mgr Filipa Mituty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Katowice, 4 maja 2018 Prof. dr hab. Iwona Szarejko
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