Y

Krakow, 28 grudnia 2020

UNIWERSYTET JAGIELLONSKI Prof. dr hab. Halina Gabrys$
WYDZIAL BIOCHEMII, Zaklad Biotechnologii Roslin
BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGII Tel.: (12) 66 46 340
ul. Gronostajowa 7, 30-387 Krakéw Fax: (12) 66 46 902

E-mail: halina.gabrys@uj.edu.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr Michala Szalonka
p-t. ,Rola aneksyny 1 z ziemniaka (Solanum tuberosum L.) w adaptacji roslin do suszy”

Uwagi ogolne

Praca Pana Szalonka powstala w Pracowni Patogenezy Roslin Instytutu Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Promotorem pracy jest dr hab. Dorota Konopka-Postupolska,
ktéra od kilkunastu lat zajmuje si¢ molekularnymi mechanizmami odpowiedzi komérek roslinnych
na stres abiotyczny i funkcjg w tych odpowiedziach aneksyn, rodziny biatek z jednej strony zdolnych
do wigzania wapnia, z drugiej — do wigzania ujemnie natadowanych fosfolipidow blonowych. Juz
pierwsze wyniki badan prowadzonych w Pracowni nad funkcjami aneksyn roslinnych wykazaly, ze
ich aktywnos$¢ moze by¢ elementem ogdlnej strategii odpowiedzi na stres i warunkowaé tolerancje
roslin na szkodliwe czynniki $rodowiskowe. Badania te prowadzono na modelowe]j roslinie
Arabidopsis thaliana. Autor recenzowanej rozprawy rozszerzyt je na gatunek o duzym znaczeniu
gospodarczym - Solanum tuberosum, ziemniak, co pozwolito powigza¢ obserwacje mechanistyczne
z aspektem praktycznym — plonowaniem w warunkach stresowych. W $wietle powyzszych uwag
temat wybrany przez Doktoranta uwazam za bardzo aktualny i wazny zaréwno dla rozwoju wiedzy
podstawowej jak i przyszlych zastosowan praktycznych. Znaczna cze$¢ otrzymanych wynikow
zostata opublikowana w Plos One, w obszernym wieloautorskim artykule, ktorego Pan Szalonek jest
pierwszym autorem.

Formalny opis rozprawy

Praca liczy 200 stron maszynopisu. Po bardzo szczegélowym spisie tresci Autor zamiescil
trzystronicowy wykaz stosowanych skrétow. W obszernym, 47-stronicowym wstepie mozna
wyr6zni¢ trzy czesci tematyczne. Pierwsza, najdtuzsza poswiecona jest aneksynom roslinnym i
zawiera ogo6lny opis nadrodziny, charakterystyke molekularng, informacje o lokalizacji, podrozdziaty
poswiecone ekspresji tych biatek w roslinach z uwzglednieniem wplywu czynnikéw wewnetrznych
i Srodowiskowych, krotkie omoéwienie zaangazowania wybranych aneksyn na fizjologie roslin i
dtuzsze — wtasciwosci biochemicznych aneksyn. Druga czg$¢ wstepu traktuje o stresach abiotycznych

1 strategii roslin w walce z nimi: o suszy i stresie oksydacyjnym, ze szczegdlnym uwzglednieniem



dzialania mechanizméw ochrony aparatu fotosyntetycznego i tworzenia reaktywnych form tlenu.
Najkrotszy, 3,5-stronicowy podrozdziat omawia pochodzenie ziemniaka, znaczenie i zagrozenia jego
uprawy.

Cel pracy zostal najpierw sformutowany w sposob ogolny, a nastepnie uszczegétowiony w postaci
czterech zadan badawczych. 23 strony zajmuje czg$¢ metodyczna zawierajgca informacje na temat
roslin, materialow uzytych do ich hodowli, transformacji i analizy oraz szczegbtowy opis
zastosowanych technik badawczych i warunkow doswiadczalnych. Najdtuzszy (51 stron) jest
rozdzial zawierajacy opis i analize¢ uzyskanych wynikow, podzielony na cztery podrozdzialy, w
ktorych przedstawiono wyniki otrzymane w ramach kolejnych zadan badawczych. Wyniki te
przedyskutowal Autor w krotszym, 21-stronicowym rozdziale, uzupelnionym o podsumowanie
wynikow 1 wnioski. Imponujacy spis cytowanej literatury liczy 503 pozycje (!).

Ocena merytoryczna

Autor postawit sobie za cel ,,zbadanie mechanizmu molekularnego i ochronnego wptywu aneksyn na
przezywalno$¢ oraz plonowanie ziemniaka w suszy”. Z formalnego punktu widzenia sformulowanie
to jest niezbyt precyzyjne poniewaz sugeruje zakres badan szerszy niz tytut pracy i cele szczegdtowe.
Do celow szczegdtowych zostaty bowiem zaliczone: 1) identyfikacja w genomie ziemniaka gendw
kodujacych aneksyny i1 wskazanie genu ulegajacego najsilniejszej ekspresji w warunkach
optymalnych i stresowych (a wiec wybranie genu jednej aneksyny); 2) otrzymanie roslin
transgenicznych z podwyzszonym poziomem tej aneksyny i sprawdzenie, czy wykazuja one lepsza
tolerancje na susze; 3) porownanie dtugotrwalego wptywu wytypowanej aneksyny na metabolizm
roslin kontrolnych i nadekspresora w warunkach przejsciowego deficytu wody, oraz 4) zbadanie
wplywu nadekspresji tejze aneksyny na parametry uzytkowe bulw ziemniaka. Nakreslone przez
Autora (i nieco przeze mnie w powyzszym ujeciu skondensowane) szczegoétowe cele pracy zostaly
osiagniete w stopniu w pelni satysfakcjonujgcym, przynoszac caly szereg interesujgcych i dobrze
udokumentowanych wynikow.

Przede wszystkim zidentyfikowano in silico dziewie¢ potencjalnych aneksyn z S. tuberosum,
wyznaczono profil ich ekspresji w r6znych organach ziemniaka, a nastepnie poréwnano ten profil dla
lisci, w warunkach suszy w stosunku do warunkéw komfortowych. Wykazano, ze przy deficycie
wody najsilniej sposrod badanych transkryptow akumulowany jest mRNA aneksyny 1. Podwyzszony
poziom ekspresji tego genu utrzymywat si¢ rowniez w okresie rehydratacji i regeneracji. Do dalszych
badan wybrano zatem gen kodujacy biatko ANNST1, m.in. majgc na uwadze cel nr 4, tj. ustalenie
czy zwigkszenie akumulacji endogennej aneksyny mozne poprawic¢ plony ziemniaka.

Eksperymenty te przyniosty bardzo pozytywne wyniki. Transgeniczne rosliny ziemniaka
(ANNST1_OE) z ekotopowa ekspresja ANNST1 znacznie lepiej tolerowaly wywolany suszg
niedobdér wody w strefie korzeniowej, a ich zielone tkanki zachowywaty wiekszy turgor; w skali
komodrkowej, chloroplasty zachowywaty swoje funkcje i wykazywaly wyzszg zawarto$¢ chlorofili
niz rosliny typu dzikiego. Rogliny transgeniczne mialy zwigkszong zawarto$¢ zeaksantyny i
utrzymywata si¢ ona w warunkach stresu. Jest to szczeg6lnie istotne, ze wzgledu na ochronng funkcje
zeaksantyny dla aparatu fotosyntetycznego.

Waznym osiggnieciem Autora jest wykazanie po raz pierwszy korelacji pomiedzy poziomem



aneksyny a wydajnoscig kwantowa fotosystemu II. Wywotane przez niedobor wody zmniejszenie
maksymalnej wydajnosci i szybkosci transportu elektronéw PSII, a takze kwantowej wydajnosci
fotosyntezy byly mniej wyrazne w ro$linach transgenicznych z nadekspresja aneksynyl niz w
roslinach typu dzikiego. Zapewnito to w warunkach suszy wieksza wydajnosé niefotochemicznego
rozpraszania energii w zewnetrznych antenach PSII i - w konsekwencji - skuteczniejsza ochrong
centrow reakeji fotosystemow przed uszkodzeniami fotooksydacyjnymi w roslinach transgenicznych.
Dzigki temu, pomimo niedoboru wody, rosliny te efektywniej fotosyntetyzowaty i dhuzej rosty, co
przetozylo si¢ na wigksza produkcje bulw w poréwnaniu do roslin dzikiego typu.

Dazac do wyjasnienia mechanizméw odpowiedzialnych za zwigkszenie ochrony przed stresem Autor
postawit hipotezg, ze zwigkszenie tolerancji na stres oksydacyjny w ziemniaku z podwyzszonym
poziomem aneksynyl wystepuje dzieki utrzymaniu wyzszego potencjatu antyoksydacyjnego
komoérki. Zakonserwowane ewolucyjnie reszty cysteinowe obecne w aneksynach roglinnych moga
dziata¢ jako czynniki redukcyjne i w ten sposob regulowaé potencjat oksydoredukcyjny w komorce.
Na podstawie serii do$wiadczen przeprowadzonych na rodlinach hodowanych w warunkach
okresowego niedoboru wody badz poddanych do$wiadczalnemu stresowi oksydacyjnemu
(wywolanemu przez metylowiologen pod wplywem silnego $wiatta) wykazano, ze towarzyszacy
stresowi dehydratacji stres oksydacyjny jest kompensowany znacznie efektywniej w roslinach
modyfikowanych. W roslinach tych procesy metaboliczne zostajg zahamowane znacznie pdzniej niz
w roslinach typu dzikiego.

Wyzej skomentowane wyniki sa tym cenniejsze, ze wskazuja na mozliwo$é skutecznego
zabezpieczenia popularnej rosliny uprawnej - ziemniaka przed skutkami czasowego niedoboru wody,
ktéry jest jedng z najwazniejszych przyczyn ograniczajacych produktywnosé wspolczesnego
rolnictwa.

Autor przeprowadzil takze probe lokalizacji komoérkowej aneksyn, najpierw in silico, a nastepnie
poddajac ekspresji przejsciowej w dyskach z lisci tytoniu konstrukty zawierajace sekwencje kodujace
aneksyny, sfuzjowane z GFP. W wiekszosci przypadkow aneksyny znajdowaly sie w cytoplazmie i
w jadrze. W podobnym eksperymencie zanalizowano obrazy komérek poddanych stresowi
oksydacyjnemu. Uzyskano kolejne dowody, ze nadekspresja aneksynyl chroni komorke i
chloroplasty przed stresem oksydacyjnym.

Na szczegélne podkreslenie zastuguje wiclostronno$¢ podejscia do$wiadczalnego. W pracy
wykorzystano wiele r6znorodnych metod, poczawszy od bioinformatycznych (identyfikacja genow
aneksyn, konstrukcja drzewa filogenetycznego), poprzez techniki biologii molekularnej (klonowanie
sekwencji kodujacych aneksyny, przygotowanie wektorow, analiza ekspresji genéw), transformacje
bakterii i roslin (stalg S.tuberosum i przejsciowa N. benthamiana), regeneracje roslin transgenicznych,
po techniki biochemiczne i biofizyczne (oznaczanie poziomu bialka, fitohormonéw i barwnikéw
fotosyntetycznych, aldehydu malonowego, reaktywnych form tlenu, pomiar wymiany gazowej i
fluorescencji chlorofilu in vivo).

Przedstawiong do recenzji prace jako calo$¢ oceniam wysoko. Badania stanowig spdjny cigg
logiczny, zostaty dobrze zaplanowane i rzetelnie wykonane, wyniki przedstawiono w sposéb jasny,
opracowano statystycznie 1 zilustrowano czytelnymi rycinami i tabelami.



Problemy do dyskusji / uwagi krytyczne

Lektura rozdziatu Wyniki nasuneta mi kilka pytan:

1) Analizujgc strukture aneksyn ziemniaka Autor dochodzi do wniosku, ze dwie z nich, ANNST4 i
ANNSTS ,,przypuszczalnie catkowicie utracity zdolnos¢ wigzania wapnia w wyniku licznych
substytucji w obrebie motywu wigzania wapnia”. Jednak dziatanie aneksyn wydaje si¢ by¢ wyraznie
zwigzane z mozliwoscig wigzania jondw wapniowych. Jak zatem Autor wyobraza sobie mechanizm
dziatania tych dwdch biatek i ich ewentualne funkcje?

2) Na Ryc. 17, przedstawiajgcej profil ekspresji genéw aneksyn w wybranych organach ziemniaka
zwraca uwage wyraznie wyzszy poziom ekspresji ANNSTI i ANNSTS w bulwach. Jakie znaczenie
moze mie¢ ta podwyzszona ekspresja w organach spichrzowych?

Opis zamieszczony w drugim akapicie rozdz. 4.1.4 nie odpowiada wynikom przedstawionym na tej
rycinie: trudno zgodzi¢ sie z zaliczeniem genéw ANNST3.2 i ANNST3.3 do grupy genodw , ktoérych
ekspresja zachodzi tylko w niektorych organach i to na bardzo niskim poziomie”. Twierdzeniu temu
przeczy podobienistwo przedstawionych na diagramie pozioméw ekspresji obu wymienionych genow
i genu ANNST4, ktory zostat zaliczony do grupy o wysokiej ekspresji we wszystkich organach. Jaki
Jest poziom genu referencyjnego w réznych organach?

3) Dlaczego na Ryc. 23. nie pokazano pozioméw akumulacji mRNA dla ANNSTI i RABIS,
otrzymanych w czwartym dniu suszy (D4)? Ich brak powoduje trudnosci w zrozumieniu opisu
zamieszczonego w podrozdziale 4.2.3 (str.101/ 102), w ktérym kilkakrotnie odniesiono si¢ do tych
wynikow.

4) Zgodnie z wynikami przedstawionymi na Ryc. 25. fotosynteza netto wzrosta po rehydratacji
znacznie stabiej w liniach transgenicznych niz w dzikim typie, podczas gdy przewodnictwo
szparkowe wzrosto jednakowo, a nawet nieco lepiej dla linii OE7. Czy nie nalezatoby si¢ spodziewaé
lepszej regeneracji fotosyntezy w liniach transgenicznych?

5) Podrozdziat 4.3.2 musze¢ nazwa¢ zabataganionym. O ile pierwsza czgsé tabeli 13 jest zrozumiata
(z wyjatkiem oznaczenia pozycji ,,Caltkowity CSI”, ktérego nie potrafi¢ rozszyfrowac), o tyle nie
rozumiem jakie informacje wnosi druga jej czes¢, % sumy karotenoidow, zwlaszcza ze wyliczone na
chybil trafit sumy sa r6zne i wynosza np. 76 lub 81%.

Ponadto poziomy wiolaksantyny i zeaksantyny przedstawione, jako % sumy karotenoidéw, w tabeli
roznig si¢ zasadniczo od pozioméw przedstawionych na Ryc. 29. Prosze o wyjasnienie tych
rozbieznosci. Czy réznice pomigdzy poziomami ksantofili w dzikim typie i roslinach transgenicznych
zostatyby utrzymane gdyby diagramy stupkowe wykona¢ uzywajac danych z tabeli? W podtytule (i
tabeli) ksantofile zostaly potaczone spéjnikiem ,,i” z karotenoidami mimo, ze ksantofile naleza do
karotenoiddw.

6) Na Ryc. 30 (podrozdzial 4.3.3) przedstawiono krzywe szybkosci transportu elektronéw w
fotouktadach ITi I (ETRI i ETRII) w funkcji natezenia o§wietlenia. Nie moge sie zgodzi¢ z Autorem,
ze krzywe te obrazujg linjowy transport elektronéw poniewaz pojecie LTE odnosi si¢ do transportu
elektronow z czgsteczki wody do NADP, a wige do procesu obejmujacego wiecej sktadowych niz
tylko fotouktady. Kilkakrotnie pisze Autor takze o wysyceniu $wietlnym fotosyntezy odnoszac sie
do wysycenia krzywych transportu elektronéw w obrebie PSII i PSI. Aby poda¢ $wietlny punkt



wysycenia fotosyntezy nalezatoby wyznaczy¢ krzywe $wietlne fotosyntezy dla kazdej linii w
podanym dniu, a tego w pracy nie przedstawiono.

Konkludujgc, pisze Autor, ze utrzymanie zblizonych wartosci ETRII w poczatkowym okresie suszy
(do D9) w rodlinach modyfikowanych $wiadczy o zachowaniu prawidtowej struktury i funkcji
aparatu fotosyntetycznego. Jest to wniosek stanowczo za daleko idacy: z wartosci ETR mozna
wnioskowa¢ o kondycji fotouktadéw, nie za$ o funkcjonowaniu catego aparatu fotosyntetycznego.
Przy okazji: Natezenia $wiatla nie mierzy sie w mikromolach elektronow lecz w mikromolach
kwantow. Paradoksalnie, pracy Kalaji i Loboda 2010 zacytowanej w tym rozdziale w komentarzu
technicznym brak w liczacym 503 pozycje spisie literatury.

7) W doswiadczeniu nad wplywem suszy na ekspresje genéw kodujacych biatka szoku cieplnego
przedstawiono wyniki dla HSP100 i HSP40. Interpretacja zamieszczona na koficu rozdziatu wydaje
si¢ dotyczy¢ jedynie HSP40 poniewaz z Ryc. 33 wynika, ze akumulacjia mRNA HSP100 przebiega
w warunkach suszy inaczej i jest podobna w liniach Sante i ANNST1 OE-7. Prosze¢ Autora o
komentarz na ten temat.

Pozostate uwagi

Wstep

e Stwierdzenie (str. 18) ze ,,nie zawsze mozliwa jest komplementacja delecji poszczegdlnych
genow przez inne biatka w obrebie rodziny” jest wyraznym skrétem myslowym i powinno
zosta¢ doprecyzowane.

* Uproszczony przebieg reakcji fotosyntezy zamieszczony w rozdz. 1.7.2 zostat zdecydowanie
uproszczony nadmiernie. Zgodnie z pierwszym zdaniem: ,,Swiatlo jest pochlaniane przez
czasteczki chlorofilu umiejscowione w kompleksach antenowych (LHC), co powoduje
uwolnienie elektron6w” Jak to nalezy rozumie¢? Skad zostaje uwolniony NADP* 2
Stwierdzenie, ze blona tylakoidéw oddziela dwa przedziaty: lumen i strome jest tylko
czgSciowo stuszne bo nie dotyczy tylakoidow gran.

Metody

* Potencjat wody w glebie w punkcie 70% PPW wynosit zapewne 0,72 MPa (itd.) a nie 0,72
mPa.

* Opis pomiaru zawartosci cukrow redukujacych w bulwach nie zawiera istoty metody. Jak
si¢ ma barwa chipséw do tej zawartosci?

e Czy wedlug rownania podanego na str. 77 oblicza si¢ stezenia karotendw czy karotenoiddéw?

e W tekscie pod Ryc. 25 znajduje si¢ odniesienie do procedury pomiarowej opisanej w Rozdz.
3.2.14, ale w pracy nie ma takiego rozdzialu.

* Ryc. 32. Krzywe wygaszania niefotochemicznego dla DO i D21 nie réznig si¢ zanadto
ksztattem - ich opisy sugeruja natomiast obecno$¢ zasadniczych roznic.

e Ryc. 33. CiD —legenda niezgodna z opisem osi

e Str. 124. na dole: poziom mRNA PsbS dzikiego typu w dniach 14 i 21 nie wzrastat lecz malat
w stosunku do D6

Dyskusja
e Sadzg, ze do pierwszej tryplikacji genomu doszto nieco dawniej niz 140-150 lat temu. ..



e Str. 139: Jesli aneksyny roslinne nie majg domen N-koricowych, czy nalezy rozumie¢, ze maja
tylko domeny C-koficowe?

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca ma przejrzysty uktad i pozwala sledzi¢ tok wywodu w sposéb plynny i nie wymagajacy od
czytelnika szczegélnego wysitku. Strona graficzna jest staranna, a materiat ilustracyjny dobrany
wlasciwie i na og6t precyzyjnie opisany.

Tekst dysertacji pozostawia nieco do zyczenia pod wzgledem stylistycznym i gramatycznym, w kilku
miejscach mozna znalez¢ skladnie i wyrazenia typowe dla jezyka angielskiego, jest takze nieco za
wiele tzw. literowek, zwlaszcza ze czasem utrudniajg one zrozumienie zdania. Liczba tych uchybien
nie przekracza jednak aktualnej $redniej spotykanej w polskich opracowaniach. Chcialabym jedynie
poleci¢ Autorowi zwrécenie uwagi na znaczenie trybu dokonanego i niedokonanego w opisach
procedur doswiadczalnych poniewaz recenzent lub osoba cheaca wykonaé taka procedure chcieliby
zwykle wiedzie¢ czy jaka$ czynnos¢ wykonano raz czy powtarzano kilka- lub wielokrotnie.
Mieszanie trybow tego zadania nie utatwia.

Podsumowanie

Powyzsze uwagi krytyczne dotycza glownie redakcyjnej strony przedstawionej mi do oceny
rozprawy natomiast jej wartos¢ merytoryczna nie budzi zastrzezen. Uwazam, ze rozprawa doktorska
mgr Macieja Szalonka jest cennym osiggnigciem Doktoranta, ktéry przeprowadzit, pionierskie
badania i przedstawit szereg waznych, oryginalnych wynikéw. Z jednej strony okreslity one rodzing
aneksyn funkcjonujacych w waznej roslinie uzytkowej — ziemniaku, z drugiej za$ rzucilty nowe
Swiatto na mechanizmy obrony roslin przed stresem abiotycznym, w szczegélnosci — stresem suszy.

Logiczne zaplanowanie badan i systematyczne przeprowadzenie dowodéw $wiadczy o tym, ze Autor
jest bardzo dobrze przygotowany do rozwigzywania probleméw badawczych i prowadzenia rzetelnej
analizy otrzymanych wynikow. Szeroka i wielowatkowa dyskusja dowodzi doglebnej znajomosci
tematyki i umiejetnosci krytycznej oceny wynikow otrzymanych metodami in silico, technikami
biologii molekularnej, biochemii i biofizyki.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie mgr Macieja Szalonka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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