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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.).”

Wprowadzenie

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Collin obejmuje bardzo wazne zagadnienie jakim
jest reakcja rolin na deficyt wody w glebie. Wraz z postgpujacymi zmianami klimatycznymi
zakres wystgpowania tego zjawiska bedzie si¢ zwickszatl. Dotyczy to réwniez terytorium
Polski. Dla utrzymania obecnego poziomu produkcji rolniczej oznacza to wyzwanie
wymuszajace stosowanie rozwigzan agrotechnicznych dostosowujgcych systemy produkcji
rolniczej do warunkéw suszy. Poza plodozmianem (doborem gatunkéw roslin), poprawa
wlasciwosci gleb, w tym retencji wody w srodowisku, pozadana jest tez selekcja genotypow
dotychczas uprawianych i waznych gospodarczo gatunkéw roslin w kierunku poprawy
wykorzystania wody aby mozliwe bylo uzyskanie podobnego plonu czgsci uzytkowej przy
zuzyciu w okresie wegetacji mniejszej ilosci wody.

Praca doktorantki dotyczy analizy funkcji jaka w tolerancji stresu suszy u jeczmienia
peli jeden z czynnikoéw transkrypcyjnych zaangazowanych w transmisje sygnatu kwasu
abscysynowego (ABA).

W s$wietle podanych przeze mnie informacji wstepnych juz w tym miejscu prositbym
doktorantke o probe okreslenia, czy wprowadzenie zmutowanego wariantu biatka HvABIS do
odmian wspdlczesnie uprawianych poprawi ich plonowanie w warunkach polowych. Pytanie

wbrew pozorom nie ma charakteru rolniczego a raczej srodowiskowo — ewolucyjny.

Ocena pracy od strony formalnej
Jako rozprawa przedlozona zostata monografia napisana w jezyku polskim. Liczy ona 160

stron. Zalaczono dodatkowo 13 anekséw — materialow uzupetniajacych oraz dwa artykuty
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naukowe opublikowane w czasopismie Frontiers in Plant Science z pierwszym autorstwem
doktorantki. Pierwszy z nich (Skubacz (Collin) A., Daszkowska-Golec A., Szarejko 1. 2016.
The role and regulation of ABI5S (ABA-Insensitive 5) in plant development, abiotic stress
responses and phytohormone crosstalk. Front. Plant Sci. 7:1884) jest artykutem przegladowym,
natomiast w drugim (Anna Collin, Agata Daszkowska-Golec, Marzena Kurowska, Iwona
Szarejko 2020. Barley ABIS (Abscisic Acid INSENSITIVE 5) is involved in abscisic acid-
dependent drought response. Front. Plant Sci. 11:1138) zawarto cz¢s¢ wynikow wchodzgcych
w zakres rozprawy.

Ryciny z artykulu przegladowego zostalty poprawnie zacytowane w rozprawie z
uwzglednieniem wymagan licencji CC-BY (uznanie autorstwa). Jednakze czgs¢ ilustracji z
drugiej pracy nie zostala odpowiednio oznaczona. Dla przyktadu Ryc. 18B jest tozsama z Fig.
9B w publikacji, 17 z 9A, 15 z 11, itd. Brak odnosnika do zrédla jest formalnym
niedociggnigciem stanowigc naruszenie warunkow licencji, cho¢ samo uzycie w monografii
wspomnianych rycin/wynikéw oraz ich modyfikacja sa oczywiscie dopuszczalne. Nie do
zakwestionowania jest tez znaczacy udziat doktorantki w uzyskaniu wzmiankowanych
wynikow.

Praca napisana zostala w uktadzie typowym dla rozpraw doktorskich bedacych
monografiami. W pracy zamieszczono 33 ryciny z ktérych wiekszo$é przedstawia wyniki
badan, trzy z nich umieszczono we wstepie, a jedng w rozdziale opisujagcym material badawczy
i metodyke badan. Praca zawiera tez siedem tabel: sze$§¢ w rozdziale ,,wyniki” i jedng we

wstepie. Ryciny i Tabele sg czytelne i starannie wykonane.

Ocena merytoryczna pracy

Celem pracy byla analiza funkcjonalna genu HvABI5S w odpowiedzi na stres suszy, a
takze identyfikacja genéw potencjalnie docelowych dla HvABIS, ktére uczestniczag w ABA-
zaleznej odpowiedzi jeczmienia na suszg.

W rozdziale wstep i cel pracy doktorantka krétko scharakteryzowata problem
badawczy, sformutowata cel swojej pracy oraz hipotezy badawcze. Zaprezentowata tez
metodologie badan w odniesieniu do postawionych hipotez co zastuguje na szczegdlng
pochwale.

W rozdziale przeglad literatury doktorantka przedstawila problem stresu suszy i
konsekwencji jego wystepowania, mechanizmy adaptacji roslin do warunkdw stresu suszy oraz
metabolizm i sygnalizacj¢ kwasu abscysynowego (ABA). Najwigcej miejsca poswigcita

czynnikom transkrypcyjnym bZIP dziatajacym zaleznie od ABA, w tym przede wszystkim
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przedmiotowemu w niniejszej pracy ABIS. Zawarte w przegladzie literatury informacje sg
pelne i wystarczajace. Za szczegdlnie wartosciowe nalezy uznac¢ przedstawione w tym rozdziale
schematy i zestawienie tabelaryczne. Pewne zastrzezenia moze budzi¢ jedynie zaprezentowana
przez doktorantke typologia strategii adaptacji roslin do warunkéw deficytu wody. Po pierwsze
powinny by¢ one wymienione i usystematyzowane przed opisaniem mechanizmow reakcji na
susze, gdyz mechanizmy te sa czesto rozne w réznych strategiach. Po drugie przedstawiony
podzial na strategi¢ unikania, tolerancji i ucieczki jest uproszczony i niepelny. Na tym tle
poprositbym doktorantke o probe petnej klasyfikacji mechanizméw adaptacyjnych rozlin do
warunkow deficytu wody w §rodowisku i zaklasyfikowanie do odpowiednich strategii dwoch
gatunkow: Asteriscus aquaticus (L.) Less. i Echinopsis spachiana (Lem.) Friedrich & G. D.
Rowley, reprezentujgcych skrajnie odmienne strategie, nie bardzo mieszczace sie w klasyfikacji
przedstawionej w rozprawie.

W pracy zastosowano szereg metod fizjologicznych (pomiary fluorescencji chlorofilu,
wyptywu elektrolitow, wzglednej zawartosci wody, zawartosci proliny, flawonoli,
antocyjandw, chlorofilu, czy pomiar przewodnictwa szparkowego), molekularnych (analiza
transkryptomu, RT-qPCR) i bioinformatycznych (np. przewidywanie wplywu mutacji na
funkcje bialka HVABIS, czy analiza sekwencji promotorowych). Ich opis w rozdziale materiaty
i metody jest kompletny, a same metody zastosowane zostaly w sposéb adekwatny do
zatozonego celu prowadzonych badan. Warto podkresli¢, ze podana charakterystyka
fizjologicznej reakcji mutantéw na susze uwzgledniala wszystkie istotne parametry, a uzyte
metody molekularne i bioinformatyczne byly konieczne i wystarczajace dla weryfikacji
zatozonych hipotez badawczych. Jest to nad wyraz poprawne i stanowi zaprzeczenie ostatnio
coraz powszechniejszych praktyk zwigzanych z prezentowaniem w pracach naukowych
nadmiarowej ilosci danych. Utrudnia to czytelnikowi samodzielng interpretacje
obserwowanych zjawisk, a autorom poprzez wskazywanie konkretnych wynikéw daje dosé
swobodng mozliwo$¢ potwierdzania stawianych tez. Godny pochwaty jest tez Scisle
kontrolowany i bardzo dobrze opisany sposob poddawania roslin dziataniu suszy.

W opisach stosowanych metod nie znalazta si¢ jedna istotna informacja. W przypadku
analiz RT-qPCR podano, ze uzywano dwdch gendéw referencyjnych, podczas gdy
przedstawiony i omawiany wzdr na obliczenia wzglednej ekspresji genéw uwzglednia tylko
jeden gen referencyjny. Prosi’tbyfn o wyjasnienie w jaki sposob w obliczeniach uwzgledniano
poziom ekspresji dwoch gendw referencyjnych.

W rozdziale wyniki uwage zwraca bardzo usystematyzowane podejscie do kompletnego

rozwigzania problemu badawczego. Na poczatku doktorantka przedstawila analize
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filogenetyczng HvABIS oraz jego homologdw, jak réwniez charakterystyke genetyczng mutanta
hvabi35.d stanowigcego materiat badawczy w pracy. Nastepnie przedstawiono wyniki badan nad
wplywem ABA na kietkowanie, rozwdj siewek oraz przebiegu fotosyntezy mutanta oraz
odmiany Sebastian. Kolejny blok badan obejmowat analize fizjologicznej odpowiedzi siewek
hvabi5.d oraz odmiany Sebastian na stres suszy oraz analize ekspresji HvABI5 oraz genow
opisanych w literaturze jako bezposrednio regulowane przez HvABIS w suszy.

W dalszej czesci rozdziatu przedstawiono wyniki pomiaréw wykonanych po stresie suszy. U
hvabi5.d oraz u odmiany Sebastian analizowano ekspresj¢ gendéw szlaku sygnalizacji i
metabolizmu ABA oraz zawarto$¢ endogennego ABA.

W kolejnym kroku doktorantka przeprowadzila analiz¢ bioinformatyczng promotorow
wybranych genéw uczestniczacych w szlaku sygnatowym dla ABA pod wzgledem obecnosci
elementoéw rozpoznawanych przez HvABIS.

W celu potwierdzenia hipotezy, ze HvABI5 reguluje odpowiedZ na susze na drodze ABA-
zaleznej u hvabi5.d oraz u odmiany Sebastian wykonano dodatkowo pomiar przewodnictwa
szparkowego oraz analize ekspresji gendw szlaku reakcji na ABA po traktowaniu ABA.

W koncu przedstawiono wyniki globalnej analizy transkryptomu hvabiS.d oraz odmiany
Sebastian bezposrednio po osiagnieciu docelowej, obnizonej wilgotnosci gleby oraz po 10-
dniach wzrostu ros$lin w tych warunkach. Na podstawie tej analizy oraz analizy regionow
promotorowych gendw ulegajacych zréznicowanej ekspresji pod katem obecnosci elementow
cis ABRE wskazano geny potencjalnie docelowe dla HVABIS. W koncu zmiany w ekspresji
tych wytypowanych genéw po traktowaniu susza oraz ABA zostaly przeanalizowane przy
uzyciu ilo§ciowego RT-PCR.

Uzyskane wyniki przedyskutowano w sposéb zrozumialy i kompetentny wykorzystujac
przy tym wszystkie znaczace publikacje naukowe zwigzane z tematyka rozprawy. W dyskusji
skupiono si¢ na mechanizmie tolerancji ~vabi5.d wobec stresu suszy, w tym jego ABA-zaleznej
odpowiedzi na ten stres. Przedyskutowano tez mozliwa role HvABIS w regulacji innych Sciezek
fitohormonalnych podczas suszy oraz mozliwos¢ regulacji przez to biatko potencjalnych gendéw
docelowych. W koncu poruszono tez istotny problem potencjalnego wptywu mutacji tta
powstatych w wyniku mutagenezy chemicznej na fenotyp badanego mutanta.

W pracy zacytowano 255 pozycji literatury, gtéwnie artykutéw naukowych, ale tez
raport statystyczny FAO. W znakomitej wiekszosci sg to pozycje opublikowane w ostatnim
dwudziestoleciu w renomowanych czasopismach o zasiegu ogélnoswiatowym.

W pracy sformutowano 12 wnioskéw. Odnosza si¢ one do najwazniejszych wynikow

pracy i sa w wigkszosci catkowicie poprawne. Pewne zastrzezenia budzg wnioski 4 i 7. We

4



wniosku 4 nie sprecyzowano o jakie membrany chodzi, a ponadto wskazano, ze zmiana
szybkosci zamykania aparatow szparkowych moze by¢ wytlumaczona zmiana w ekspresji
gendw w trakcie dziatania stresu. Z kolei we wniosku 7 szybsze zamykanie aparatow
szparkowych wigzane jest z udziatem HvABIS w regulacji biosyntezy i/lub katabolizmu chlorofilu
oraz przebiegu fotosyntezy. Wyniki uzyskane w pracy oraz dotychczasowa wiedza na temat
regulacji ruchow aparatéw szparkowych w odpowiedzi na stres suszy sugeruja, ze szybsze
zamykanie aparatow szparkowych wigza¢ moze si¢ raczej ze zmieniong sygnalizacja ABA, a nie
zmianami w ekspresji genow, czy w procesie fotosyntezy.

Whiosek 12 nie jest z kolei wnioskiem poniewaz dotyczy przysztych, niewykonanych jeszcze przez
doktorantke badan.

Za najwazniejsze osiaggnigcia przedstawione w rozprawie uznaé¢ nalezy wykazanie
obecnosci potencjalnych motywdéw wigzania ABI5 w promotorach HYNCEDI, HvSnRK2.1 oraz
HvPP2C4 co moze $wiadczyé, ze HvABIS moduluje biosynteze oraz sygnalizacje¢ ABA na zasadzie
sprzezenia zwrotnego oraz wskazanie, ze ABA-zalezne mechanizmy dziatania HvABI5 w trakcie

kietkowania nasion i odpowiedzi na susze w stadium wegetatywnym sg odmienne.

Ocena strony redakcyjnej i jezykowej pracy

Strona redakcyjna pracy nie budzi zastrzezen. Praca zostala napisana jasnym,
zrozumiatym i na ogdt poprawnym jezykiem wiasciwym dla prac naukowych. W pracy
dostrzec mozna jednak drobne niescistosci, wynikajace najczesciej ze stosowania zargonu
naukowego. Dla przyktadu zdaniem doktorantki fluorescencja chlorofilu byta analizowana przy
pomocy testu JIP, podczas gdy ten test stuzy do analizy kinetyki zmian intensywnosci
fluorescencji chlorofilu. Podobnie ,,probki poddano chromatografii cieczowej” zamiast
wzawartos¢ ABA analizowano z wykorzystaniem chromatografii cieczowej”. Innym
przyktadem uzywania zargonu laboratoryjnego jest stwierdzenie: ,,jezeli poziom ekspresji
réznit si¢ przynajmniej dwa razy pomiedzy 10 i 15 dniem suszy” co mozna blednie
zinterpretowaé jako fakt dwukrotnej zmiany poziomu ekspresji w ciggu tych 5 dni (np. wzrosta
w dniu 2 i spadta w dniu 4). Stosowang jednostkg ,,natezenia §wiatta” byt uE m™2 s~ a nie pmol
m~2 s'. Wielokrotnie przewija si¢ w pracy stwierdzenie, ze w trakcie dziatania suszy
dochodzito do ,,adaptacji”. Doktorantka pisze tez o ,,obnizaniu wilgotnosci w glebie”. Takie
sformutowanie prowokuje pytanie: wilgotnosci czego w glebie?

Te i inne wymienione wczesniej uchybienia nie wptywajg na merytoryczng warto$é
przedtozonej mi do recenzji rozprawy, stanowig przede wszystkim material do ciekawej

dyskusji naukowej w trakcie obrony pracy.
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Podsumowanie i wniosek kovricowy

Rozprawa doktorska Pani Anny Collin stanowi samodzielne rozwigzanie problemu
badawczego przy uzyciu adekwatnej metodyki badan, co jest ustawowym wymaganiem
stawianym rozprawom doktorskim.

Biorgc 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. z 2017 r., poz. 1789). Uznaje rowniez, ze w przypadku recenzowanej pracy spetnione
zostaly przestanki wynikajgce z art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. ,,Przepisy wprowadzajgce
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” umozliwiajace przeprowadzenie niniejszego
postepowania na dotychczasowych zasadach. Poniewaz nadanie stopnia doktora nastgpi w tym
przypadku po dniu 30 kwietnia 2019 roku stopie naukowy zostanie nadany w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne, czyli zgodnie z przepisami wydanymi
na podstawie art. 5 ust. 3 cytowanej wyzej ustawy.

W zwigzku z powyzszymi wnosze o dopuszczenie Pani mgr Anny Collin do dalszych
etapow przewodu doktorskiego w celu nadania stopnia naukowego doktora nauk Scistych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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