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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Anny Collin
pt. ,Analiza roli genu HvABI5 w odpowiedzi na stres suszy u jeczmienia (Hordeum vulgare
L.)” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Iwony Szarejko,
promotor pomocniczy Agata Daszkowska-Golec

W ostatniej dekadzie narastajgce na sile okresowe susze przypadajace na okres poczatku
wegetacji roslin stajg sie coraz wigkszym zagrozeniem dla gatunkéw uprawnych. Susza i spadek
plonéw, a w skrajnym przypadku ich brak, to nie tylko powazny problem gospodarczy ale przede
wszystkim problem spoleczny, ktéry wigze sie¢ z dostgpem do zasobow roslinnej zywnosci -
glownie zbdz, ktore sg podstawowym produktem zaspokajajagcym potrzeby pokarmowe na
$wiecie. Utrzymanie produkcji zboz na obecnym poziomie w dobie zmian klimatycznych to
wazne wyzwanie. Podjela si¢ go Autorka przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej. Aby
dotozy¢ cegietke w badaniach nad opracowaniem nowych odmian jgczmienia Autorka dokonata
analizy funkcjonalnej genu HvABIS w odpowiedzi na stres suszy. Wyniki swojej pracy
Doktorantka przedstawia w formie monografii napisanej w jezyku polskim, o typowej strukturze
(wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, literatura), liczacej 288 stron,

wlaczajac aneks z dwiema publikacjami, ktorych jest wspolautorem.

Celem badan Doktorantki jest analiza funkcjonalna AvABI5 w odpowiedzi na susz¢ oraz
identyfikacja genéw regulowanych przez HvABI5S i ABA w warunkach stresu suszy. Prace
badawcze byly prowadzone z wykorzystaniem tillingowego mutanta jeczmienia jarego w genie
HvABIS - hvabi5.d i porownywane z odmiang Sebastian. Jednoznacznie stwierdzam, ze Autorka
osiagnela zamierzone cele rozprawy. Przeglad literaturowy doskonale wprowadza w zagadnienia
poruszane w pracy. Autorka wnikliwie omdwita stres suszy oraz mechanizmy adaptacji roslin do
jego warunkéw. Nastepnie szczegétowo oméwita metabolizmu kwasu abscysynowego (ABA),

dokonata charakterystyki komponentéw rdzeniowej sygnalizacji ABA i wybranych efektorow
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tejze sygnalizacji. Autorka wyczerpujaco oméwita role AtABIS jako regulatora odpowiedzi na
stres podczas kietkowania i w rozwoju wegetatywnym. Rzetelnie przedstawita fenotypy znanych
mutantéw w genie ABI5, starannie podsumowala regulacj¢ i obrét biatkiem ABIS. W finale
wprowadzenia literaturowego Autorka omawia rolg i znaczenie homologdw genu AtABI5 u roslin

jednolisciennych. Ta czg$é rozprawy jest rozmy$lnie zaplanowana i wysoce oryginalna.

W kolejnej czesci rozprawy ,Materialy i Metody” znajdujemy opis zastosowanych metod
badawczych wraz z niektorymi stosowanymi odczynnikami oraz charakterystyke materiatu
badawczego. W zasadzie nie mam wigkszych zastrzezen do zawartych tresci opisowych metod, sg
utrzymane w konwencji publikacji z odnosnikami literaturowymi. Co prawda tego typu forma
opisu jest rzadko spotykana w rozprawach, chroni takze know-how autora, ale zdecydowanie jest
znaczaco mniej precyzyjna i zmniejsza powtarzalno$¢ opisywanych eksperymentéw w zakresie
stosowanym w pracy. Moje watpliwosci budzi jednak brak spisu odczynnikéw i materiatow
uzywanych w pracy. Autorka nie podata sktadéw niektérych odczynnikéw lub nie wiadomo, ktéra
jego wersja zostala uzyta w pracy, np. nie mam jasno$ci ktéry izomer kwasu abscysynowego
(ABA) byt stosowany do indukcji ro$lin +ABA a moze +ABA? Nieuzasadnione bylo
umieszczenie skladu pozywki do podlewania jeczmienia w aneksie. Zdecydowane ten rozdzial

pracy mogt by¢ lepiej zaplanowany.

Opis ,,Wynikéw” Doktorantka rozpoczyna od analizy filogenetycznej bialek typu ABIS,
poszukujgc zwigzkéw ewolucyjnych pomigdzy analizowanymi sekwencjami. W rezultacie analiz
otrzymata trzy klady: I - z 9 bialkami, w tym HvABIS; II z 6 biatkami (w tym AtABIS) oraz III
zawierajacy AtAREB3, OsABF1 oraz HvABF3. HvABIS wykazywal najwyzsze podobienstwo
sekwencji do WABI5 (94,3%), a w analizie filogenetycznej tworzyl galaz wspélng z wABIS,
OsABF4, OsTRAB1, OsABF2 oraz ZmABIS5. Zastawiajace w tej analizie sg dwie kwestie:

1) biorgec pod uwage wielko$¢ genomu jeczmienia spodziewatabym si¢ wigcej niz jednej kopii
HvABIS. Nasuwa si¢ wiec pytanie czy Autorka analizowala genom jgczmienia w tym wzgledzie?;
2) analiza filogenetyczna przedstawiona w pracy jest do$¢ uboga pod katem uwzglgdnionych w

niej bialek. Nasuwa sie pytanie w jaki sposob dokonano wyboru biatek do tej analizy?
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Nastepnie Autorka uzasadnia wybor mutanta AvabiS.d do analiz podajac, ze we wstepnych
badaniach ta lina rodlinna z populacji HorTILLUS charakteryzowata si¢ podwyzszong wzgledng
zawarto$cia wody w warunkach suszy w porownaniu z linig ‘Sebastian”. Na poziomie
molekularnym u hvabi5.d zidentyfikowano mutacje typu tranzycja G1751A, ktora skutkuje
substytucjg argininy w lizyng w pozycji 274 (R274K). Charakterystyka fenotypowa mutanta
hvabi5.d dokumentuje funkcjonowanie HVABI5S w warunkach suszy i jako efektora ABA. Na
poziomie kielkowania oraz wzrostu korzenia mutant hvabi5.d wykazuje obnizong wrazliwo$¢ na
ABA w poréwnaniu z linig wyjsciowa ,,Sebastian™ oraz dwukrotnie wyzszy poziom proliny. W
warunkach suszy w odniesieniu do linii wyjsciowej obserwuje si¢ u niego obnizony wyciek
jonéw, znaczacy wzrost flawonoidow, redukcje przewodnictwa szparkowego podczas obnizania
wilgotnosci w glebie, a takze nizsza wydajnos¢ procesu fotosyntezy. Autorka wnioskuje, ze
poziom tolerancji na stres u badanego mutanta ma zlozony charakter i jest skorelowany z
podwyzszonym poziomem osmoprotektantu proliny i adaptacji w regulacji ruchéw aparatow
szparkowych. W pelni zgadzam si¢ z tym stwierdzeniem. Uzasadnienia fenotypu mutanta
hvabi5.d Autorka poszukuje takze w zmianach poziomu transkryptéw genéw docelowych dla
HvABI5. W tym miejscu pracy zabraklo mi jednak jednoznacznej konkluzji argumentujacej, ze
obserwowany profil ekspresji dla HVA1 oraz HVA22 rzeczywiscie wyjasnia (i jaki sposob)

podwyzszony poziom tolerancji na susz¢ u mutanta hvabi3.d.

W kolejnym etapie prac Autorka analizowala poziom transkrypcji genéw zaangazowanych w
sygnalizacje i metabolizm ABA, a takze sprawdzila poziom endogennego ABA u mutanta i linii
wyjsciowej. Autorka stawia ciekawg hipotezg, ze HVABIS moze by¢ ,modulatorem aktywnosci
szlaku sygnatlowego ABA”. W $wietle przedstawionych wynikéw analizy transkrypcyjnej niejasne
s dla mnie zalozenia analiz (analiz przedstawionych na rys.13 i 15) Doktorantka zaklada, ze
HvABIS jest pozytywnym czy negatywnym regulatorem transkrypcji? Ponadto niezrozumialy jest
dla wybor wskazanych genow tj. HvPYL5, HvSnRK2.1, PP2C4 jako potencjalnie docelowych dla
HvABIS.
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W konicowym etapie pracy Doktorantka przyprowadza analizg¢ tanskryptomu mutanta hvabils
oraz linii rodzicielskiej ,,Sebastian” w warunkach: 1) optymalnego nawodnienia (10 DAS); 2) w
warunkach obnizonej wilgotnosci 3% VWC oraz 3) po 10 dniowym stresie suszy (1,5-2% VWC).
Otrzymane wyniki (poziomy zmian, a w zasadzie ich trendy) zostaly potwierdzone z uzyciem
alternatywnej metody do badania transkryptomu — RT-qPCR. W rezultacie analiz otrzymano:

1) w warunkach optymalnego nawodnienia (10 DAS) — 933 geny o zréznicowanej ekspresji
u mutanta: dla 331 genéw odnotowano wzrost transkrypcji a dla 602 gendéw jej spadek;

2) w warunkach obnizonej wilgotnosci (15 DAS w odniesieniu do 10 DAS); u mutanta: /240
genéw o podwyzszonej transkrypcji, w tym dla 670 genow specyficznie ulegajacych
indukcji transkrypcji u mutanta; oraz 3268 gendw o istotnie obnizonej ekspresji u mutanta,
w tym 2018 gendéw, ktérych transkrypcja byla specyficznie hamowana u badanego
mutanta; u odmiany Sebastian zidentyfikowano specyficzng ekspresj¢ dla 441 genow:
1201 gendéw, |240 genow.

3) w warunkach suszy u mutanta zanotowano: 1776 genow charakteryzujace si¢ wzrostem
transkrypcji i 4222 geny, ktérych poziom transkrypcji ulegal obnizeniu u mutanta:
»specyficzny profil dla mutanta” to 1625 genéw,|1334 gendéw; u odmiany Sebastian
zidentyfikowano specyficzng ekspresje 1329 gendw, [436 gendw.

Mam w tym miejscu watpliwo$¢é odnoénie analiz statystycznych. W metodach podano, Ze analizg
dla warunku 10 DAS prowadzono z uzyciem testu ¢ -studenta (IANOVA: jedna zmienna -
mutacja) w przypadku analiz dla 15 DAS i w warunkach suszy analizy prowadzono z uzyciem
2ANOVA. W tym ostatnim przypadku (poréwnan 2ANOVA) spodziewatabym si¢ trzech wartosci
P dla tych analiz (2 zmienne: mutacja, obnizona wilgotno$¢/susza i parametr interakcja). Zatem, o

ktérg warto$¢ P opierajg si¢ przedstawione w pracy analizy?

Do opisania obrazu transkryptomu w badanych warunkach wykorzystano klasyczne metody
bioinformatyczne: Gene Ontology (GO), analizy promotoréw, koncepcyjne weryfikacje wynikow
z analiz transkryptomicznych. Za wyjatkowo cenng uznaj¢ analiz¢ w poszukiwaniu genow
docelowych dla HvABIS. Co prawda otrzymane wyniki nalezy traktowac jako wyniki wstgpne ale
sg z pewnoscig stanowg solidng baze do dalszej charakterystyki funkcjonowania HvABIS.
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W rozdziale dyskusja Doktorantka obszernie i interesujaco podsumowuje zgromadzone wyniki.
Nie mam wigkszych zastrzezen do tego rozdziatu poza jednym. Zabraklo mi opinii Doktorantki na

temat funkcjonowania HvABIS5 jako potencjalnego aktywatora lub represora transkrypcji.

Podsumowanie

W $wietle przedstawionej argumentacji pozostaje stwierdzi¢, ze wyniki uzyskane przez
Doktorantke sg w pelni oryginalne i interesujgce. Zgloszone powyzej komentarze i uwagi nie
umniejszajg wartosci naukowej recenzowanej rozprawy, zdecydowanie stanowig przyczynek do
dalszej dyskusji. Na uznanie zastuguje rowniez fakt, ze zaréwno przeglad literaturowy jak i
wyniki zawarte w rozprawie zostaly juz opublikowane. Dlatego stwierdzam, ze przedstawiona mi
do recenzji praca doktorska pani mgr Anny Collin spelnia warunki zawarte w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. z 2003 r. nr 65 poz. 595 z pézn. zm.). Na tej podstawie wnosz¢ o dopuszczenie
Kandydatki do dalszych etapow przewodu doktorskiego zgodnie z art. 179 ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. przepisy wprowadzajace ustawe — ¢ r. poz. 1669).
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