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RECENZJA 
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Paweli zatytulowanej: 

„Rola transporterow A B C G w dystrybucji kwasu abscysynowego u Medicago truncatuld" 

W naturalnych warunkach rosliny stale narazone s^ na dzialanie roznych czynnikow 
stresowych. Ilosc tych czynnikow rosnie wraz ze wzrostem uprzemyslowienia oraz 
post?puJ4cym skazeniem srodowiska. Z uwagi na niekorzystne zmiany klimatu, takie jak 
wzrost srednich temperatur, zmniejszenie ilosci opadow skutkuj^ce wzrostem powierzchni 
obszarow suchych, a przez to i zasolonych - stres wodny, osmotyczny staj^ si? powaznym 
zagrozeniem dla wspolczesnego rolnictwa. St^d kompleksowe zrozumienie reakcji obronnych 
roslin na dehydratacj? oraz scharakteryzowanie bialek zaangazowanych w te reakcje wydaje 
si? bye niezwykle wazne. Stres osmotyczny jest najpierw spostrzegany przez komork? jako 
zaburzenia w strukturze i funkcjonowaniu plazmolemy. Jest to spowodowane utrat^ cisnienia 
turgorowego, po ktorym nast?puje wzrost st?zenia kwasu abscysynowego (ABA) w cytosolu i 
w apoplascie. A B A jest 15-w?glowym terpenoidem - seskwiterpenem. Hormon ten 
produkowany jest przez wszystkie organy roslin: liscie, nasiona, owoce i korzenie, a 
transportowany jest zarowno przez ksylem jak i przez floem, przy czym obficiej wyst?puje 
we floemie. Biosynteza kwasu abscysynowego odbywa si? drog^ bezposredni^ z kwasu 
mewalonowego lub posrednio z karotenoidow. St?zenie wolnego A B A w cytosolu jest tez 
regulowane przez degradacj?, kompartymentacj? i transport. Efekty fizjologiczne 
wywolywane przez A B A wynikaj^ z jego wplywu na przepuszczalnosc blon komorkowych, a 
takze na zdolnosc do modyfikacji ekspresji genow. A B A zaliczany jest do grupy inhibitorow 
wzrostu i rozwoju roslin, gdyz w wielu procesach jest antagonist^ auksyn, giberelin i 
cytokinin. A B A jest rowniez waznym hormonem stresowym uczestnicz^cym w adaptacji 
roslin do zmieniaj^cych si? warunkow srodowiskowych. W trakcie dehydratacji tkanek 
wzrasta poziom A B A w apoplascie. Odwodnienie indukuje wyplyw kwasu abscysynowego z 
komorek i jego transport z korzeni do cz?sci naziemnych. W ostatnich latach prace 
prowadzone na modelowej roslinie Arabidopsis thaliana doprowadzity do odkrycia kilku 
transporterow kwasu abscysynowego, nalez^cych do rodziny bialek transporterowych A B C , 
tj. ABCG25, ABCG30, ABCG31 i ABCG40. Oprocz transporterow A B C G , posrod danych 
literaturowych wskazywane s^ rowniez inne rodzaje transporterow, ktore posiadaj^ zdolnosc 
transportowania A B A , a s^ nimi mi?dzy innymi bialka AIT1/NRT1.2, nalez^ce do rodziny 
transporterow azotanowych (NPF), ktore lokalizowane s^ w plazmolemie. Badania wskazuj^, 
ze wyplyw i naplyw A B A za posrednictwem transporterow blonowych, jest niezb?dny do 



kontroli homeostazy A B A w roslinach, a same transportery A B A s^ przez to kluczowymi 
skladnikami regulacyjnymi w reakcjach roslin na niekorzystne czynniki srodowiskowe. 

Przedstawiona mi do oceny praca na temat roli transporterow A B C G w dystrybucji kwasu 
abscysynowego u Medicago truncatula wpisuje si? w t^ aktualn^ i wazn^ tematyk? badawcz^. 
Zostala ona wykonana w Zakladzie Fizjologii Molekularnej Roslin, w Instytucie Chemii 
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, pod kierunkiem dr hab. Michata 
Jasihskiego prof. ICHB PAN. Praca jest scisle zwi^zana z glownym nurtem badan Zespoiu 
dotycz^cym analizy funkcjonalnej transporterow ABC, ale, co szczegolnie cenne, wprowadza 
do nich istotny element nowosci, jakim jest szczegolowa charakterystyka plazmolemowego 
bialka ABCG20 w transporcie hormonu stresowego - A B A . 

Praca doktorska Aleksandry Paweli sklada si? z 6 rozdzialow i materialow uzupelniajqcych 
(spis literatury i zal^czniki). Ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich z dziedziny nauk 
biologicznych. Praca obejmuje 123 strony, 35 rycin (z czego 9 rycin we wst?pie, 23 na 
ktorych przedstawiono wyniki pracy wlasnej oraz 4 ryciny z wynikami w zal^cznikach), 55 
tabel (z czego 54 w rozdziale materialy i metody, a jedna z wynikami pracy wlasnej).W pracy 
doktorskiej umieszczono takze jedn^ wspolautorsk^ publikacj? (Pawela i wsp. 2019, The 
Plant Journal, 98: 511-523), a takze szczegolowe dane o zrodlach fmansowania badan, spis 
publikacji powstalych w trakcie realizacji pracy doktorskiej oraz wyroznienia mgr Aleksandr 
Paweli w trakcie realizacji pracy doktorskiej. Prac? przygotowano w j?zyku polskim, 
zal^czaj^c angloj?zyczne streszczenie. 

Ocena merytoryczna rozprawy jest mi w duzej mierze ulatwiona, z uwagi na fakt, ze 
prezentowane w dysertacji wyniki s^ w znacznej cz?sci opublikowane w bardzo dobrym 
czasopismie (The Plant Journal) o wysokim wspolczynniku oddzialywah (IF ponad 5.7), 
gdzie zostaly poddane ocenie niezaleznych recenzentow. 

Wst?p pracy, okreslony tutaj nietypowo jako „wprowadzenie literaturowe", podzielony 
jest na cztery podrozdzialy przedstawiaj^ce w sposob uporz^dkowany aktualn^ wiedz? 
dotycz^c^ podj?tego tematu. Rozpoczyna si? wprowadzeniem czytelnika w tematyk? 
badawcz^, nast?pnie przyblizony jest obiekt badawczy - roslina modelowa z rodziny 
bobowatych - Medicago truncatula. Kolejny podrozdzial poswi?cony jest ABA. Doktorantka 
w oparciu o najnowsz^ literatur? omowila budow? i biosyntez? A B A , wewn^trzkomorkowy 
szlak sygnalowy kwasu abscysynowego, jego udzial w spoczynku i kielkowaniu nasion oraz 
w odpowiedzi na stres suszy. Ostatni, najdokladniej opisany podrozdzial wst?pu dotyczy 
roslinnych transporterow A B C , ze szczegoln^ uwag^ poswi?con4 bialkom A B C G -
najliczniejszej grupie transporterow A B C . Doktorantka w sposob bardzo szczegolowy pisze w 
nim o udziale transporterow A B C G w dystrybucji kwasu abscysynowego. Wst?p stanowi 
plynne wprowadzenie do Celu pracy, ktorym bylo zidentyfikowanie transporterow ABC 
zaangazowanych w dystrybucj? kwasu abscysynowego u Medicago truncatula. 

Najobszerniejszym (44 strony) w pracy doktorskiej jest rozdzial Materialy i metody, w 
ktorym znalazl si? opis warunkow uprawy roslin (Medicago truncatula i Arabidopsis 
thaliana) oraz hodowli zawiesiny komorek kalusa Nicotiana tabacum, prace z bakteriami, tj. 
przy goto wanie kompetentnych komorek bakteryjnych do elektroporacji, transformacja 
komorek bateryjnych metodami elektroporacji lub szoku cieplnego, czy opis przechowywania 
konstrukcji genowych w bakteriach. Ponadto zostaly opisane transformacj? Medicago za 
pomoc^ Agrobacterium oraz transformacj? i regeneracj? Medicago poprzez somatyczn^ 



embriogenez?. Doktorantka opisata izolacje i transformacj? protoplastow Arabidopsis 
thaliana oraz transformacja komorek Nicotiana z wykorzystaniem Agrobacterium. Ponadto 
zamiescila opis zroznicowanych metod uzytych w doswiadczeniach, obejmuj^cych izolacje 
frakcji blonowych, izolacj? kwasow nukleinowych, reakcje odwrotnej transkrypcji, analiza 
ekspresji genow metody PCR i PCR w czasie rzeczywistym, techniki elektroforetyczne i 
Western blott. Znajduje si? tutaj rowniez opis przy goto wania konstrukcji genowych z 
zastosowaniem roznych metod klonowania. Dalej w rozdziale zostaly opisane analiza 
przestrzenna aktywnosci promotorow MtABCG i analiza lokalizacji subkomorkowej 
transporterow MtABCG, metoda BiFC oraz eksperymenty skupiaj^ce si? na pomiarach 
transportu A B A w p?cherzykach blonowych i nasionach Medicago. Moim zdaniem wielk^ 
zalet^ przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej i na szczegolne wyroznienie zasluguje 
bardzo bogaty, zroznicowany warsztat metodyczny. Uwazam, ze zarowno obiekt badawczy 
jak i nowoczesne metody biologii molekularnej zostaly dobrane w sposob wlasciwy, 
umozliwiaj^cy realizacj? zalozen pracy. Jednak, o ile calosciowo dobor metod i ich 
zastosowanie jest bardzo trafne to pewne w^tpliwosci budzi we mnie metoda izolacji blon 
komorkowych. Doktorantka podejmuj^c si? tego zadania miala zapewne jasno wytyczone 
cele - ktor^ z frakcji blonowych chce izolowac- w domysle plazmolem?. W komorkach 
roslinnych znajduje si? wi?cej niz tuzin roznych blon. Zastosowana metoda wirowania 
roznicowego opisana na stronie 51 wskazuje, ze w wyniku ostatniego wirowania uzyskano 
mieszanin? mikrosomow skladaj^cych si? z roznych blon, z duzym udzialem zarowno 
p?cherzyk6w plazmolemowych jak i tonoplastowych, ale nie tylko. Metoda wirowania 
roznicowego jest najlatwiejsz^ metody izolacji frakcji subkomorkowych ale niestety, nie 
pozwalaj^c^ na uzyskanie frakcji blonowych o wysokim stopniu czystosci, co wydaje si? tutaj 
konieczne. Jesli do dalszych etapow swojej pracy Doktorantka zamierzala uzyc p?cherzyk6w 
plazmolemowych, to w mojej ocenie powinna zastosowac metod? izolacji w ukladzie 
dwufazowym np. dekstranT500/PEG3350, ktora bazuje na wirowaniu roznicowym, a w 
kohcowym etapie izolacji stosuje si? uklad dwu-fazowy aby precyzyjnie odizolowac frakcje 
plazmolemy od pozostalych mikrosomow. Natomiast do otrzymania p?cherzyk6w 
tonoplastowych powinno si? po wirowaniu roznicowym, zastosowac metod? z uzyciem 
skokowego gradientu np. sacharozy, pozwalajqcq na uzyskanie frakcji p?cherzyk6w 
tonoplastowych o wysokiej czystosci. Doktorantka wprawdzie oceniala jakosc wyizolowanej 
blony testem ACM A, ale dotyczyl on tylko sprawdzenia integralnosci blon a nie ich rodzaju i 
czystosci. Czy doktorantka na podstawie wykonanych analiz moze z cal^ pewnosci^ 
stwierdzic na jakich p?cherzykach pracowala (tonoplastowych czy plazmolemowych) w 
dalszych etapach, tj np. podczas pomiaru transportu A B A w p?cherzykach blonowych? Tutaj 
przy okazji pytanie/uwaga czy w trakcie oznaczania transportu znakowanego A B A w 
p?cherzykach blonowych rzeczywiscie uzyto ortowanadanu sodu w kohcowym st?zeniu 200 
mM? Na podstawie danych literaturowych wydaje si? bowiem, ze st?zenie to jest okolo 1000-
krotnie zawyzone. 

Przechodz^c do dalszej cz?sci pracy doktorskiej, Wyniki opisane zostaly na 22 stronach i 
zilustrowane 23 rycinami oraz 1 tabel^. Merytoryczna zawartosc rozdziaiu poswiadcza, ze 
recenzowana rozprawa nie ma charakteru przyczynkarskiego, lecz jest dog}?bn^ analizy 
powaznego problemu naukowego. Doktorantka na pocz^tku tego rozdziaiu, przedstawiaj^c 
pierwsze wyniki wyjasnia dlaczego dalsza praca b?dzie poswi?cona tylko transporterowi 



MtABCG20, choc wedlug mnie rownie ciekawe do dalszej analizy wydaje si? bye bialko 
MtABCG26, zreszt^ pojawia si? ono pozniej, przy analizie tworzenia heterodimeru z bialkiem 
MtABCG20. W moje ocenie badania przeprowadzono w logicznie ulozonych etapach, z 
ktorych kazdy rozpoczyna kilka zdah uzasadniaj^cych i kohczy krotkie podsumowanie, co 
czyni calosc logiczn^ i spojn^. Tutaj mala uwaga odnosnie braku precyzyjnosci niektorych 
opisow pod rysunkami, np. opis Rye 4.14 (str. 93), dotycz^cej oznaczenia wyplywu A B A z 
kontrolnych komorek Nicotiana i nadekspresj^ MtABCG20. W opisie pod rysunkiem zabraklo 
wskazania roznic pomi?dzy wykresem A i B , tzn. opis wskazuje na wykonanie tych samych 
warunkow doswiadczeh, a przedstawione wyniki na wykresach wyraznie rozniq si? i nie s^ 
kopi^ tego samego doswiadczenia. Z tekstu dowiadujemy si?, ze wyniki ryciny A 
przedstawiaJ4 dane uzyskane dla temperatury kontrolnej (nie podano jej wartosci), a na 
wykresie B wyniki eksperymentu przeprowadzone w obnizonej temperaturze (18 °C). Brakuje 
takiego zapisu pod wykresem. Przy okazji opisu wynikow tego doswiadczenia nieforturmie 
dobrano slowa „...Analiza HPLC/MS ekstraktow uzyskanych z komorek wykazala, ze ilosc 
A B A w komorkach ekspresjonuj^cych MtABCG20 znacz^co zmniejsza si? w czasie...". 
Znaczy to, ze w czasie zmiana b?dzie post?powac, tzn. zmniejszac si? lub zwi?kszac, a na 
wykresie widac przeciez i dalej jest tez zapisane (str. 93), ze zmiana „utrzymywala si? na 
podobnym poziomie, do kohca trwania eksperymentu" a nie ulegala zmianie w czasie. 
Ponadto wydaje si?, ze niektore opisy wynikow, sq ich dyskusj^ z danymi literaturowymi i 
powinny bye przeniesione do dalszej sekcji „Dyskusja". Dotyczy to np. str. 86 (linia 11-16) 
opis roli kwasu A B A w kielkowaniu, opis wynikow ze strony 95 na temat zaleznosci 
transportera MtABCG20 od wewn?trznego szlaku sygnalowego kwasu abscysynowego (linia 
3-6, 13-15), czy na stronie 97 (linia 6-13) na temat akumulacji radioaktywnie znakowanego 
A B A w nasionach Medicago. Dalej str. 98 i 99, tu rowniez zapis znacznie przekracza zwykly 
opis wynikow i zdecydowanie klasyfikuje si? do kolejnego podrozdzialu, co byloby nawet 
wskazane. Dyskusja bowiem wydaje si? bye stosunkowo uboga w kontekscie obszernosci 
zapisu. Wyniki uzyskane w trakcie realizacji cz?sci doswiadczalnej rozprawy doktorskiej 
zostaly lakonicznie (5 stron) lecz rzeczowo omowione w Dyskusji. Na koniec Doktorantka 
podj?la si? proby wyciagni?cia wnioskow (w ilosci 9-ciu) na podstawie uzyskanych 
wynikow. W mojej ocenie sq one zwi?zle i trafne. Do tej cz?sci pracy nie wnosz? uwag. 
Szkoda moze tylko, ze nie zostaly one uwiehczone schematem/rycin^ podobn^ do tej, ktor^ 
mozemy znalezc w publikacji The Plant Journal z 2019 r. autorstwa Doktorantki i pozostalych 
wspolautorow. Po analizie tej cz?sci rozprawy (wyniki, dyskusja i wnioski), z uznaniem 
pragn? podkreslic, ze Doktorantka wykazala si? biegl^ znajomosci^ ogromnej liczby 
nowoczesnych technik biologii molekularnej, posiada ugruntowan^ wiedz? w badanym przez 
siebie obszarze oraz charakteryzuje si? duz^ dojrzalosci^ naukow^. 

Po przeczytaniu pracy doktorskiej i maj^c na uwadze dokonane juz osi^gni?cia 
Doktorantki sklaniam si? do zadania pytania. Bior^c pod uwag?, ze transportery A B A , to nie 
tylko A B C G ale tez transportery azotanowe, ktore s^ niezwykle wazne dla procesu wzrostu 
roslin, to czy ich ekspresja rowniez moze podlegac regulacji przez A B A i jak ma si? to do 
pobierania i asymilacji azotanow, a w konsekwencji wzrostu roslin? Zarowno A B A jak i NO3" 
mog^ regulowac architektur? korzenia, czy wobec tego istnieje relacja mi?dzy azotanami i 
A B A w odpowiedzi na stresy srodowiskowe? 



Konkluzja 
Reasumuj^c, uwazam, ze rozprawa mgr Aleksandry Paweli ma charakter oryginalnej pracy 
naukowej i spelnia wszelkie wymogi stawiane dysertacji doktorskiej. Autorka wykazala duze 
kompetencje merytoryczne i dobr^ znajomosc literatury dotycz^cej opracowywanego tematu, 
bardzo dobre opanowanie roznorodnych i trudnych metod badawczych. Uklad pracy, a 
zwlaszcza dobor odpowiednich obiektow badawczych i metod oraz sekwencja 
przeprowadzonych analiz dowodz^, ze badania zaplanowano i wykonano z peln^ 
swiadomosci^ osi^gni?cia zalozonych celow i rzeteln^ trosk^ o wiarygodnosc wynikow. 
Wobec powyzszego wnosz? do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej 
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Paweli do dalszych etapow 
przewodu doktorskiego w dziedzinie nauki scisle i przyrodnicze, dyscyplinie nauki 
biologiczne. 

Dr hab. Malgorzata Janicka, prof. UWr 


