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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Irminy Wyrzykowskiej pt. ,Rola czynnikéw
transkrypeyjnych MYB33, MYB65 i MYB101 w odpowiedzi roslin na niedob6r wody”.

Jednym z gléwnych kierunkow wspolczesnej biologii roslin jest problem odpowiedzi tych
organizmOw na biotyczne i abiotyczne stresy $rodowiskowe. Szczegdlne zainteresowanie badaczy
budzg $ciezki przekazywania bodzcéw indukowanych stresami, jako Zze moga one uruchamiaé
mechanizmy odpornosci roslin. W tym nurcie lokuje si¢ recenzowana rozprawa doktorska mgr Anny
Irminy Wyrzykowskiej pt. ,Rola czynnikéw transkrypcyjnych MYB33, MYB65 i MYBI101
w odpowiedzi roslin na niedob6r wody™. Rozprawa koncentruje si¢ na czynnikach transkrypcyjnych
wehodzacych w sklad Sciezki sygnalowej kwasu abscysynowego, waznego regulatora odpowiedzi
roslin na stresy abiotyczne, w tym stres suszy. Praca stanowi kontynuacje waznych badan

zainicjowanych w zespole prof. dr hab. Zofii Szweykowskiej-Kulinskiej, promotor rozprawy.

Ocena formy rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sklada si¢ z osmiu gléwnych rozdzialéw: Sa to Wstep,
Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i perspektywy oraz Literatura. Gléwny
tekst jest poprzedzony informacjami o finansowaniu, Wykazem skrétéw oraz Streszczeniem
w wersji polskoje¢zycznej i angielskojgzycznej. Spis tresci zamieszczono na koficu pracy.

Wstep jest stosunkowo krotki jak na rozprawy doktorskie (11 stron), czego nie traktuje jak
wadg. Jest on zbudowany z podrozdzialéw poswieconych poszczegdlnym zagadnieniom, do ktérych
odnosi si¢ praca bezposrednio (susza, rzodkiewnik, ziemniak, $ciezka sygnalowa ABA, czynniki
transkrypcyjne z grupy MYB) lub jedynie posrednio (biatko CBP80, MIR159). Przeglad jest dosé
wyczerpujacy, o czym S$wiadczy tez bardzo duza liczba cytowan — na 109 wymienionych
w referencjach we wstepie przywotano 98 (a takze dwa, ktére w referencjach pominieto, Nabors,
2004 — str. 7 oraz Lee and Luaon, 2012 — str. 9). Cel pracy (1/4 strony) jest raczej lakoniczny.
Autorka odwotuje si¢ jedynie do modelu z opublikowanej wczesniej pracy i wskazuje, ze jej celem

rozprawy jest weryfikacja zawartych w tym modelu hipotez. Pewnym ulatwieniem dla recenzenta
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byloby umieszczenie modelu w samym podrozdziale Cel pracy, a nie na poprzedniej stronie,
w rozdziale Wstep i zaznaczenie w podpisie, ze pochodzi z pracy, do ktérej odnosi sie rozprawa,
a takze jakich zmian w tym modelu dokonano w stosunku do wersji pierwotnej (dodanie MYB65).

Materiaty (10 stron) oraz Metody (15 stron) sa bardzo wyczerpujace. Brakuje jednak w nich
odnosnikéw literaturowych do niektérych podejsé eksperymentalnych (np. sposobu wywotywania
suszy u roslin). Ponadto nie podano w referencjach dwoch przywolanych w tekscie cytowan (Curtis
1 Grossniklaus, 2003 — str. 19 oraz Krzestowska i Wozny, 1996 — str. 43). Brakuje tez okreslenia, co
oznacza powtorzenie biologiczne (osobne eksperymenty wykonywane jeden po drugim czy jedno
duze prowadzone w tym samym czasie i podzielone na kilka partii).

Rozdzial ,,Wyniki™ jest obszerny (31 stron). Do$¢ czytelnie przedstawia uzyskane wyniki,
cho¢ edycja niektérych figur utrudnia zrozumienie ich tresci. Najwiekszy problem miatem z Fig. 17,
nie tylko z powodu zamieszczenia catosci na dwoch stronach, ale tez przez niewlasciwg legende dla
osi rzgdnych (Wzglgdna zawarto$¢ wody zamiast Apertura aparatow szparkowych). Rowniez
wopisie nazw mutantéw znalaztem tu bledy (SALK-015981 zamiast SALK 015891 oraz
SALK 03552 zamiast SALK_063552). Ponadto legenda i liczby w przypadku figur w rozdziale
5.12. sg slabo czytelne, a opis osi rzednych na figurze 34 jest podany w postaci skrotu (RWC zamiast
Wzgledna zawartos$¢ wody).

Dyskusja jest stosunkowo krotka (5 stron). Duza czgs$¢ tego rozdziatu zawieraja rozwazania
niepowodzen przy realizacji pracy, czego nie traktuje jako wade. a raczej potwierdzenie reguly. ze
kazda praca naukowa w duzej czesci sklada sie z porazek. Natomiast niedostatkiem tego rozdziatu
Jest niedoktadne sprawdzenie tekstu pod wzgledem jezykowym, przez co wkradly sie tam — choé
nieliczne — literéwki oraz bledy stylistyczne i interpunkcyjne (np. str. 79). Ponadto, w referencjach
zabraklo trzech przywotanych w Dyskusji cytowan (Rieder i Schreiber, 2001, Kerstens, 2006,
Pallardy, 2008, wszystkie ze str. 78). Przy pewnych niedostatkach Dyskusji, klarownoscig stylu
odznacza si¢ rozdzial Wnioski i perspektywy, gdzie zawarto podsumowanie pracy i kierunki
dalszych badan.

Rozprawe konczy rozdzial Referencje. Zapewne brak doswiadczenia przy redakcji prac
naukowych, a by¢ moze czasu spowodowal, ze spis literatury sporzadzono do$¢ chaotycznie od
strony formalnej. Przede wszystkim nie zachowano jednolitego formatu cytowan. W niektorych
przypadkach przy nazwiskach podawane sg pelne imiona, w innych tylko inicjaly. Co wiecej.
w przypadku kilku cytowan (12, 51, 53, 69, 88, 94, 95 — numery pozycji liczone przeze mnie), brak
jest niektorych danych (numer tomu, nazwa czasopisma lub wydawnictwa). Ponadto. pozycja 91

(Shin i in., 2011) jest zdublowana, natomiast dla pozycji 34 (Izaurralde i in., 1994), 47 (Lee i Luan.,



2012) 1 80 (Reinhart i in., 2002) nie znalaztem odwotan w tekscie pracy (przeszukiwanie wykonalem

recznie, wiec nie wykluczam tez swojej pomytki).

Ocena merytoryczna rozprawy

Schemat eksperymentalny recenzowanej pracy oceniam jako czytelny i logiczny. Jak zaznaczono
w rozdziale Cel pracy, badania byty ukierunkowane na weryfikacje hipotezy o roli trzech czynnikéw
transkrypcyjnych MYB33, MYB65 oraz MYB101 w odpowiedzi roslin na stres suszy. Wyniki pracy
mialy stanowi¢ uzupelnienie wczesniejszej publikacji o roli biatka CBP80/ABHI1, w ktorej
Doktorantka byla wspolautorka. Plan eksperymentéw zakladal uzycie mutantow Arabidopsis
thaliana z deficytem ekspresji genéw kodujacych wymienionych czynnikéw transkrypeyjnych.
Sposréd kilku wybranych do badan wstepnych, w dalszych pracach uzyto po jednym mutancie dla
kazdego z trzech gendw, przy czym dla genow MYB33 i MYBI0I mutanty wykazywaly jedynie
obnizenie ekspresji, natomiast w przypadku mutant MYB65 (SALK_063552) miat odpowiedni gen
catkowicie wyciszony. Mozna si¢ zastanawia¢, czy wybor tego ostatniego mutanta byt uzasadniony.
skoro do dyspozycji byt tez mutant wykazujacy jedynie obnizenie ekspresji (SALK 112364), a wicc
tak jak pozostale dwa mutanty. Przy wyborze, jaki dokonano, mutant MYB65 miat inny charakter
mutacji niz dwa pozostale, co moglto wplyna¢ na fenotyp. Watpliwo$¢ taka ma dodatkowe
uzasadnienie w fakcie, ze czynnik transkrypcyjny MYB65 zostal niejako dodany do wczesniej
badanych MYB33 i MYBI01. Ponadto, jak Autorka wspomina (str. 15), jego ekspresja jest
lokalizowana w korzeniu i w lisciu, podczas gdy pozostatych dwoéch tylko w lisciu. Moze to
wskazywac na odmienng regulacje jego ekspresji. Tym bardziej wiec nalezalo przemysleé sposéb
wyboru mutantéw. Moze rozwigzaniem byloby uzycie w badaniach dwéch mutantéw genu MYB6S5,
jednego wykazujgcego wyciszenie genu i jednego z deficytem ekspresji. Prosze si¢ odnies¢ do tej
uwagi podczas publicznej obrony. Kolejnym etapami badan bylo uzycie mutantow A. thaliana i —
osobno — ziemniaka z nadekspresja genéw kodujacych badane trzy czynniki transkrypcyjne. Ta
czgs¢ badan wymagala od Doktorantki duzej pracy nad uzyskaniem odpowiednich roslin
transgenicznych. Nie udalo si¢ uzyska¢ wszystkich linii, jakie byly w planach, niemniej wysitek
koncepcyjny i laboratoryjny wlozony w ten element badan nalezy oceni¢ wysoko.

Oprécz prac molekularnych, wazng czescia rozprawy sg analizy fizjologiczne stanu badanych
roslin. Analizy ukierunkowane na ocene tolerancji suszy objely obserwacje zmian w wygladzie
roslin w trakcie poglebiajgcego sie stresu wodnego oraz oznaczenia wzglednej zawartosci wody.
Natomiast podfoze zmian tolerancji na susze mutantéw badano na podstawie oceny liczby aparatow
na dolnej i gornej stronie liscia, liczby trichom6w na gérnej stronie liscia, wrazliwosci na
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zewngtrznie podawany ABA na podstawie apertury aparatow szparkowych, a takze grubosci
kutykuli na ultra-cienkich preparatach EM. Generalnie, zastosowane metody sa adekwatne do celu
badan. Mozna si¢ jedynie zastanawia¢, dlaczego Doktorantka skupila si¢ wylgcznie na lisciu?
Tolerancja suszy moze by¢ oczywiscie zwigzana z ograniczaniem strat wody (liczba
1 funkcjonowanie aparatow szparkowych, grubos¢ kutykuli), ale tez ze sprawnoscig pobierania wody
(m.in. catkowita dlugo$¢ korzeni) i transportu wody z korzeni do pedu (przekrdj ksylemu). Ocena
parametrow odnoszacych si¢ do podazy wody z korzeni jest prosta i mogla byé¢ bez trudnosci
wykonana z uzyciem metod stosowanych w rozprawie (m.in. techniki obrazowania i mikroskopia
elektronowa), a zbadanie roli korzeni i ksylemu w omawianym przypadku mogloby przyniesé
ciekawe wyniki w kontekscie wzoru tkankowego ekspresji czynnika transkrypcyjnego MYB65.
Prosze omowié¢ przyczyny nieuwzglednienia strukturalnych aspektéw budowy rosliny zwigzanych
z gospodarka wodng od strony podazowe;j.

Osobnym problemem budzacym pewne watpliwosci jest analiza statystyczna wynikow.
Autorka podaje, ze uzyla testu Studenta, a takze policzyla srednie i odchylenia standardowe. Trzeba
jednak zaznaczy¢, ze takie podejscie moze nie by¢ uzasadnione w przypadku wartosci wzglednych:
procentowych (np. RWC) lub zawierajacych si¢ w zakresie 0 — 1 (np. apertura aparatow
szparkowych). Zastosowanie takich testow, jak Studenta zaklada rozklad normalny danych, a
w przypadku danych wzglednych regulg jest, ze dane takiego rozkladu nie maja. Przede wszystkim
wiee, przed przystapieniem do analiz statystycznych nalezatoby sprawdzi¢ odpowiednim testem
rodzaj rozkladu. Czy wykonano taki test? Jesli nie, lepiej by bylo dane wzgledne podda¢ jakiemus
rodzajowi transformacji (np. Blissa lub logarytmicznej) dla znormalizowania rozktadu i dopiero
wykona¢ analizy. W lagodniejszej formie zastrzezenie to dotyczy danych z zakresu 0 — 20% oraz 80
— 100%. Innym rozwigzaniem jest wykonanie analizy wariancji z uzyciem betaregresji, co eliminuje
koniecznos¢ transformacji danych. Moje zastrzezenia nie maja na celu dyskwalifikacji wnioskow
opartych na danych fizjologicznych pokazanych w rozprawie, bo wigkszo$¢ réznic czy trendow
zmian fizjologicznych i anatomicznych zaobserwowanych przez Doktorantke jest oczywista bez
zadnych analiz statystycznych. Patrzgc jednak na te dane dochodze do wniosku, ze wykonujac
analize wariancji (z uzyciem betaregresji) i stosujac analizy typu post-hoc Autorka moglaby ze
swoich wynikéw wydoby¢ duzo wigcej informacji, np. o réznicach miedzy mutantami.

Oprocz tych ogélnych uwag, mam tez szczegétowe pytania odnosnie analizy statystycznej.
Nie rozumiem, jak to mozliwe, ze na Fig. 17 (str. 55). réznica w aperturze aparatow szparkowych dla
mutanta SALK 015891 przy stezeniu 0,1 uM ABA jest istotna statystycznie (i to silnie), skoro
w tym punkcie krzywe dla kontroli i mutanta si¢ przecinaja? Zblizony problem widze dla tego

samego parametru w przypadku mutanta SALK 063552 przy stezeniu 5 uM ABA.



Podsumowanie

Podniesione przeze mnie niedociggnigcia pracy oceniam nie obnizajg mojej ogélnie dobrej oceny.
Wytknigte bledy redakcyjne i literaturowe sa do$é typowe dla rozpraw doktorskich i wynikaja
z braku doswiadczenia, a zapewne i czasu podczas przygotowywania rozprawy.

Prac¢ odbieram pozytywnie ze wzgledu na spojny i logiczny uklad eksperymentalny
odnosnie badania roli czynnikéw transkrypcyjnych MYB33, MYB65 oraz MYB101 w odpowiedzi
Arabidopsis thaliana i ziemniaka na stres suszy. Doktorantka wykazala si¢ odpowiednim poziomem
wiedzy teoretycznej, zdolnoscia opanowania technik molekularnych, oraz umiejetnoscia syntezy
naukowej. Przedstawiona do oceny rozprawa spelnia tez wszystkie kryteria formalne wymagane dla
dysertacji doktorskiej. Wnioskuj¢ wigc o dopuszczenie mgr Anny Irminy Wyrzykowskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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