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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana Mgr Michala Szalonka ,,Rola aneksyny 1 z

ziemniaka (Solanum tuberosum L.) w adaptacji roslin do suszy”

Rozprawa doktorska Pana Michata Szalonka obejmuje niezwykle wazne zagadnienie
jakim jest tolerancja przez rosliny okresowego niedoboru wody w srodowisku. Problem ten
ma szczegbdlne znaczenie w przypadku produkcji rolniczej w warunkach zmieniajacego si¢
klimatu prowadzacego w niektorych strefach klimatycznych, w tym w Polsce, do deficytu
opadoéw. Poznanie mechanizméw dzieki ktorym rosliny beda w stanie tolerowaé okresy
deficytu wody zachowujac przy tym wysoka aktywnos$¢ fotosyntetyczng oraz potencjat
plonotwoérczy ma kapitalne znaczenie dla utrzymania funkcji produkcyjnej uzytkéw rolnych
w warunkach zmieniajacego si¢ klimatu. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa w petni
wpisuje si¢ w ten, jakze potrzebny i1 perspektywiczny nurt badan.

Napisana w jezyku polskim rozprawa liczy 200 stron i zawiera 39 rycin oraz 17 tabel.

Wyniki rozprawy doktorskiej opublikowano wczesniej w duzej czgéci w pracy:
Szalonek M., Sierpien B., Rymaszewski W., Gieczewska K., Garstka M., Lichocka M., Sass
L., Paul K., Vass I., Vankova R., Dobrev P., Szczesny P., Marczewski W., Krusiewicz D.,
Strzelczyk-Zyta D., Hennig J., Konopka-Postupolska D. (2015), Potato STANNL1 promotes
drought tolerance and mitigates light stress in transgenic Solanum tuberosum plants, ,,PLoS
One”, 10(07).

Ze wzgledoéw formalnych nalezy zauwazy¢, Ze rola doktoranta w przygotowaniu tej publikacji
nie zostata okreslona stosownymi oswiadczeniami wspotautorow. Nalezy tez zauwazyc, ze
praca ta zostala przedstawiona przez promotora niniejszej rozprawy (i jednoczes$nie autora
korespondencyjnego tej publikacji) jako element osiggnigcia naukowego w toku

postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego.
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W stosunku do wzmiankowanej publikacji w rozprawie rozbudowano czgs¢ wynikow
dotyczacych molekularnej i bioinformatycznej analizy badanych aneksyn (sa to np.
informacje o pokrewienstwie filogenetycznym, czy analiza regionu DNA zawierajgcego gen
ANNST?2). Prezentowane w rozprawie wyniki zostaly tez rozszerzone o wyniki pomiarow
ekspresji aneksyn w innych niz liScie organach roélin, ich komérkowa lokalizacje, a przede
wszystkim wyniki pomiarow aktywnosci fotosyntetycznej ros$lin i ekspresji genow
kodujacych inne, poza aneksynami biatka (np. HSP, czy wybrane podjednostki fotosystemu
I1). Natomiast zarowno materiat badawczy jak i uktad do§wiadczalny byty nadal takie same.
Nalezy wyraznie zaznaczy¢, ze:

1) Doktorant byt pierwszym autorem wzmiankowanej publikacji.

2) W mysl ogodlnie przyjetych praktyk wiaczanie prac naukowych bedacych wynikiem
realizacji rozprawy doktorskiej do osiggniecia naukoweg0 ich opiekuna w postgpowaniu
habilitacyjnym jest powszechne i aprobowane, szczegolnie w naukach eksperymentalnych.

3) Zalaczanie o§wiadczen wspolautorow o charakterze udziatu doktoranta w publikacji jest
wymagane jedynie wtedy, gdy rozprawe doktorska stanowi publikacja/cykl publikacji, z czym
nie mamy tutaj do czynienia.

W mojej opinii nie ma wigc przestanek wskazujacych na brak samodzielnosci doktoranta w
wykonaniu badan oraz interpretacji ich wynikow.

Badania prezentowane w rozprawie znalazly wsparcie finansowe ze strony MNiSW (PBZ-
MNiSW-2/3/2006/5), NCN (N 301 567540), EPPN (European Plant Phenotyping Network),
ktoéra umozliwita prowadzenie cze$ci badan w Biological Research Center of Hungarian
Academy of Science, Szeged, Wegry oraz ze strony IBB PAN w ramach srodkow MNiSW
przeznaczonych na finansowanie badan prowadzonych przez mtodych pracownikéw nauki.

Celem pracy bylo zbadanie mechanizmu ochronnego wptywu aneksyn na
przezywalnos$¢ oraz plonowanie ziemniaka w warunkach suszy.

Cel ten realizowany byt poprzez: identyfikacj¢ genéw aneksyn w genomie ziemniaka i
okreslenie stopnia zmian ich ekspresji w warunkach suszy; modyfikacje roslin w Kierunku
podwyzszenia poziomu akumulacji aneksyny, ktorej ekspresja byta najsilniej aktywowana w
suszy (ANNSTL1); wielostronng weryfikacje fenotypu tej rosliny w warunkach kontrolnych i
w warunkach suszy, okreslenie wplywu suszy na parametry uzytkowe bulw ro$lin o
podwyzszonej ekspresji aneksyny oraz probe odpowiedzi na pytanie o mechanizm
obserwowanej zwigkszonej tolerancji suszy.

We wstepie liczagcym 47 stron, w tym 1 tabele i 9 rycin doktorant scharakteryzowat

szczegdbtowo aneksyny bioragc pod uwage ich genetyke, interakcje ekspresji z czynnikami
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rozwojowymi i srodowiskowymi, przebieg ekspresji, w tym modyfikacje potranslacyjne, czy
ich wptyw na fizjologi¢ roslin. Nastepnie przedstawiony zostal problem suszy, mechanizmy
adaptacji roslin do warunkoéw deficytu wody, mechanizmy percepcji deficytu wody, czy
mechanizmy regulacji ekspresji gendw w warunkach deficytu wody. W tym miejscu zabrakto
moze Szerszego przedstawienia dotychczas podejmowanych prob podwyzszenia tolerancji
suszy zaro6wno metodami inzynierii genetycznej jak 1 metodami konwencjonalnej hodowli
roslin ukierunkowanej na selekcj¢ okreslonych cech fizjologicznych, czy obecnosci
okreslonych gendw. Szczegdlnie istotne byloby tu przedstawienie sprzeczno$ci istniejagcej
pomiegdzy tolerancjg suszy a zachowaniem wysokiego potencjalu plonotworczego u roslin
rolniczych. W rozdziale tym scharakteryzowano tez zjawisko stresu oksydacyjnego jako
bezposredniego skutku deficytu wody w ro$linie oraz zwigzek pomigdzy Stresem
oksydacyjnym a aktywnos$cig fotosyntetyczng roslin. Tu znowu odczuwam pewien niedosyt
poniewaz efekty suszy na funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego omodwione zostaly
jedynie w aspekcie stresu oksydacyjnego, podczas gdy inne aspekty wigzace deficyt wody i
proces fotosyntezy oraz akumulacje biomasy/ksztalttowanie plonu nie zostaty zaprezentowane,
a aspekt ten mogltby by¢ przydatny w pdzniejszej dyskusji uzyskanych wynikéw. We wstepie
scharakteryzowano tez biologi¢ oraz znaczenie gospodarcze badanego gatunku rosliny. W
tym miejscu wspomniano o kierunkach hodowli ziemniaka, ale ograniczono si¢ jedynie do
zastosowania metod inzynierii genetycznej i tolerancji suszy przy zachowaniu wysokiego
potencjatu plonotworczego.

Materialy i metodyka. Materiatem badawczym w pracy byly dwie linie ziemniaka
nadeksprymujace gen ANNST1 oraz wyjsciowa do ich wytworzenia odmiana Sante.

W pracy zaprezentowano metodyke identyfikacji genéw aneksyn in silico, wskazania, ktore
sposrdd tych genow ulegaja najsilniejszym zmianom ekspresji podczas suszy — wyboru genu
kandydujacego do transformacji, otrzymania linii nadekspresyjnych oraz pomiarow
charakteryzujacych fenotyp badanych linii 1 linii wyjsciowej (w tym ekspresje wybranych
genow), w warunkach kontrolnych i w suszy.

W tym ostatnim zakresie wykonano pomiar wzglgednej zawartosci wody w lisciu, pomiary
zawarto$ci wybranych regulatorow wzrostu, karotenoidéw i chlorofili oraz pomiary
fluorescencji chlorofilu i wymiany gazowej w lisciach.

Wykonano tez oceng plonu bulw oraz ich jakosci (zawartosci skrobi i cukrow redukujacych)
po zakonczeniu wegetacji.

W celu okreslenia mozliwych konsekwencji nadekspresji ANNST1 dla tolerancji stresu

oksydacyjnego wykonano tez dos§wiadczenia majgce na celu okreslenie reakcji badanych linii
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na stres oksydacyjny wywolany promieniowaniem UV-b oraz stresem $wietlnym po
uwrazliwieniu krgzkéw lisciowych poprzez infiltracj¢ herbicydu MV (parakwat, Methyl
Viologen). W aspekcie stresu oksydacyjnego zbadano poziom MDA, Oz i H20a.
Wykonano tez mikroskopowe obserwacje komodrkowej lokalizacji aneksyn ziemniaka
eksprymowanych w transformowanych lisciach N. benthamiana po ekspozycji na czynniki
stresowe (NaCl 150 mM; glicerol 20%; CaCl. 2mM; stres oksydacyjny indukowany przez
MV) oraz ABA (100 uM). Przyjety poziom tych stresow nie jest w pracy uzasadniony.
Poprositbym doktoranta o wyjasnienie w tej sprawie.
W przypadku stresu oksydacyjnego pod mikroskopem badano tez wpltyw aneksyny na
ochrong chloroplastow.
W czgéci eksperymentalnej godny pochwaly jest sposob prowadzenia doswiadczen
suszowych zapewniajacy wysoka powtarzalnos¢ wynikow oraz odpowiednie warunki
kontrolne.
Nalezy stwierdzié¢, ze zastosowane metody byly adekwatne dla rozwiazania postawionego
problemu badawczego a ich opis jest na ogot precyzyjny i wystarczajacy.
Nie do konca zrozumiaty, czy moze nie do konca adekwatny jest opis przyjetej metodyki
pomiaru wygaszania niefotochemicznego energii promieniowania fotosyntetycznie-czynnego
absorbowanej przez lis¢ (NPQ) lub tez doktorant nieprecyzyjnie ja wyjasnit. W powszechnym
pojeciu (np. Buschmann 1999, Photosynthetica 37, 217-34 lub Muller et al. 2001, Plant
Physiology 125, 1558-1566) pomiary wygaszania niefotochemicznego oraz jego
komponentow wykonywane sg na lisciach zaadaptowanych do $wiatta o okreslonym
natezeniu. Tymczasem doktorant opisuje (rozdziat Wyniki) sposob wykonywania pomiaréw
tak, jakby liscie adaptowane byly do ciemnosci w celu okres§lenia NPQ. Nastgpnie przez okres
5 minut licie adaptowane s3 do niskiego natezenia $wiatta (94 pmol m? s1) co jak widaé z
przebiegu wykresu 1 co wiem z wilasnego do$wiadczenia jest czasem na granicy pelnej
adaptacji, ktora jak wynika z ryc. 31 nastgpita tylko u typu dzikiego. Nast¢pnie swiatto byto
wylaczane 1 wykonywano ponowne pomiary NPQ, przy czym okres ponownej adaptacji
wynosi 240 s (jesli chodziloby o pomiary komponentow NPQ to czas ten powinien wynosi¢
przynajmniej 1200 s). Na przedstawiajacej wyniki tych pomiaroéw rycinie 31 o$ Y opisana jest
jako kinetyka NPQ (jednostki arbitralne). Zakres tej skali konczy si¢ na 1 co sugeruje raczej
jakies$ jednostki wzgledne.

Wyniki prowadzonych badan zaprezentowano i opisano w sposob systematyczny i
czytelny. Prezentacja wynikow objeta 27 rycin i 2 tabele. W analizie wynikow zastosowano

adekwatne metody statystyczne a ich wyniki poprawnie zinterpretowano.
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W rozprawie najcenniejsza z punktu widzenia praktycznego informacja jest to, ze u
ziemniaka mozliwe jest podwyzszenie potencjatu plonu bulw w warunkach suszy bedace
efektem nadekspresji wlasnego genu. W pracy co prawda uzyskano ten efekt budzgcymi
opory konsumenckie metodami inzynierii genetycznej, lecz pozytywny efekt cis-genezy daje
nadzieje na uzyskanie podobnego efektu na drodze selekcji.

Do najistotniejszych szczegotowych wynikoéw pracy zaliczy¢é mozna obserwacje, ze
zwigkszeniu tolerancji stresu suszy w roslinach ziemniaka z podwyzszong akumulacjg
ANNST1 towarzyszylo zachowanie sprawno$ci aparatu fotosyntetycznego, w tym
niezmiejszone przewodnictwo szparkowe oraz zwigkszona tolerancja na stres $wietlny
zapewniajgca ochrone aparatu fotosyntetycznego w warunkach ograniczonej karboksylacji.
Wynik ten jest na tyle istotny, ze daje on nadziej¢, ze modyfikacje genetyczne lub nawet
klasyczne prace hodowlane zmierzajace do zwigkszonej akumulacji aneksyn mogg przyczyni¢
si¢ do wytworzenia nowych odmian roslin ziemniaka o zwigkszonej tolerancji Suszy.

Interesujaca obserwacja, wskazujaca na hipotetyczny mechanizm wptywu nadekspresji
aneksyny na zachowanie sprawnosci aparatu fotosyntetycznego w warunkach suszy jest to,
ze w roslinach modyfikowanych obserwowano wydajniejsza neutralizacje reaktywnych form
tlenu (RFT) powstalych w wyniku zaburzenia rownowagi oksydoredukcyjnej w warunkach
deficytu wody. Natomiast utrzymanie zdolnosci do wydajnego prowadzenia procesu
fotosyntezy w czasie stresu, a takze szybsza regeneracja aparatu fotosyntetycznego po
ustgpieniu suszy, ktora rdwniez mogta by¢ zwigzana ze sprawniejszym usuwaniem RFT,
miata zapewne znaczacy wptyw na akumulacje biomasy oraz formowanie si¢ i wzrost bulw.

Dyskusja pracy jest niezwykle obszerna i stanowi kompleksowy opis wiedzy
dotyczacej genomiki, struktury i funkcji aneksyn roslinnych w oparciu o dane
literaturowe uzupelnione o wyniki doktoranta zamieszczone w rozprawie.

Nalezy przy tym zaznaczy€, Ze nie jest to typowy sposob prowadzenia dyskusji w
rozprawie doktorskiej, w ktorym wiasne wyniki analizowane sg na tle obecnego stanu
wiedzy. Stwierdzenie to nie ma jednak charakteru warto$ciujacego i nie zaprzecza
kompetencji doktoranta w krytycznym podejsciu do uzyskanych wynikow. Wrecz
przeciwnie dowodzi dobrej znajomos$ci opisywanych zagadnien. Jedyng negatywng uwaga
dotyczaca tej czgsci pracy jest to, ze cze$¢ wynikow badan, szczegdlnie tych, gdzie nie
obserwowano wyraznego wplywu nadekspresji aneksyny, nie zostalo przedyskutowanych w
sposob Wyczerpujacy.

W pracy nie sformulowano wnioskow. Zamieszczono za to podsumowanie

uzyskanych wynikow. Stwierdzenia zamieszczone w dwodch pierwszych akapitach tego
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rozdziatu uzna¢ mozna za poprawnie wyciagnigte wnioski.

Dalsza cze$¢ podsumowania zawiera opis interakcji wewngtrzkomorkowych
zaangazowanych w procesy neutralizacji reaktywnych form tlenu.

W pracy cytowanych jest ponad 500 pozycji literatury. Jest to ilo§¢ bardzo duza co wynika
z bardzo detalicznego opisu stanu wiedzy zamieszczonego przez doktoranta zarowno we
wstepie jak 1 w dyskus;ji.

Strona redakcyjna pracy zastuguje na pozytywng ocene. Uktad tekstu, ryciny oraz tabele
sa przejrzyste 1 czytelne. Uzywany jezyk jest poprawnym jezykiem naukowym, przy czym
doktorant nie ustrzegt si¢ drobnych btgdow, czy skrotéw myslowych. Dla przyktadu:

W definiowaniu celu pracy pisze on o identyfikacji petlnego zestawu aneksyn w
genomie. ,Pelny zestaw” jest okre§leniem zargonowym, natomiast biatek (aneksyn) w
genomie zidentyfikowa¢ si¢ nie da w przeciwienstwie do kodujacych je genow.

Przyjeta przez doktorantka jednostka gestosci strumienia kwantow w zakresie PAR (np.
podpis ryc. 31) to umol e m? s, gdzie nie wyjasniono co w tej jednostce oznacza ,.e”.

Na stronie 74 wspomniano, ze do do$wietlania roslin uzyto lamp sodowych. Poniewaz
nie podano jakich nie wiadomo, czy zrédlo to byto odpowiednie (np. niskoprezne lampy
sodowe ze wzgledu na swoje prawie monochromatyczne $wiatto nie nadaja si¢ do tego celu).

Jezykowo niepoprawny jest zwrot tolerancja na susz¢/stres. POprawne jest okreslenie
tolerancja suszy/stresu. Z drugiej strony w warstwie terminologicznej na zdecydowang
pochwale zastluguje uzywanie przez doktoranta pojecia tolerancja suszy, gdyz w wiekszosci
opracowan polskojezycznych uzywa si¢ niepoprawnego w  przypadku roslin

homeohydrycznych pojgcia odporno$ci na susz¢ (lub nawet odpornosci na dehydratacje).

Podsumowanie i wniosek koncowy:

Stawiane w recenzji zarzuty dotycza gtownie problemow (brakow, niescistosci) nie
rzutujgcych na merytoryczng warto$¢ uzyskanych wynikéw, czy poprawnos¢ ich interpretaci.
Sama rozprawa wnosi wartosciowy wklad w wiedze dotyczaca mechanizméw tolerancji
stresu suszy u roslin u ktorych pozadane jest zachowanie w tych warunkach potencjatu
produkcji biomasy. Praca zawiera hipoteze dotyczaca mechanizmu dziatania aneksyn poprzez
zwigkszenie wydajnosci systemu antyoksydacyjnego chronigcego aparat fotosyntetyczny w
warunkach suszy. Hipoteza ta znajduje potwierdzenie w uzyskanych wynikach. W zwiazku z
tym uwazam, ze rozprawa Pana mgr inz. Michala Szalonka stanowi samodzielne
rozwiazanie problemu badawczego przy uzyciu adekwatnej metodyki badan, co jest

ustawowym wymaganiem stawianym rozprawom doktorskim.
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Biorac pod uwage wszystkie aspekty przedstawionej mi do recenzji rozprawy
stwierdzam, iz spelnia ona kryteria stawiane w Artykule 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z péin. zm.). W zwiazku z powyZszym wnosz¢ o

dopuszczenie Pana mgr Michala Szalonka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Marcin Rapacz
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