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pt. "Analiza funkcjonalna transportera ABCG bioracego udzial w negatywnej regulacji gestosci
korzeni bocznych i liczby brodawek u Medicago tuncatula'

Przedmiot i cel rozprawy

Przedmiotem badan opisanych w recenzowanej pracy doktorskiej mgr inz. Tomasza Jamruszki
pt. "Analiza funkcjonalna transportera ABCG bioracego udzial w negatywnej regulacji gestoSci
korzeni bocznych i liczby brodawek u Medicago tuncatula™ wykonanej w Zaktadzie Fizjologii
Molekularnej Roslin, Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem promotora:
prof. dr. hab. Michata Jasinskiego i promotora pomocniczego dr Joanny Banasiak byta wazna roslina z
rodziny bobowate (Fabaceae) - Medicago truncatula. Lucerna wystgpuje na wszystkich kontynentach, a
niektore rosliny z rodziny bobowate jak: groch (Pisum sativum), fasola (Phaseolus vulgaris), bob (Vicia faba),
soja (Glycine max), tubin (Lupinus albus), lucerna siewna (Medicago sativa), koniczyna (Trifolium sp.)
i komonica (Lotus corniculatus) ze wzgledu na wysokg zawarto$¢ biatka i sktadnikéw mineralnych, sg
nicocenionym elementem diety czlowieka i cennymi roslinami pastewnymi, ktore uprawiane sg z
przeznaczeniem na zielonke, paszg, susz, siano lub kiszonkg¢ dla zwierza. Ro$lina ta tez jest wykorzystywana
w charakterze migdzyplonu, zwigkszajac produkcje innych roslin uprawnych poprzez zasilanie ziemi w azot,
zwigzki organiczne i prochnicg, poprawianie struktury gleb, zapobieganie wymywaniu z nich zwigzkow
mineralnych oraz hamowanie erozji wietrznej i wodnej. Wazng rolg roslin z tej rodziny jest rowniez
stwarzanie odpowiednich warunkow dla rozwoju mikroorganizmoéw. Niewatpliwie cecha tych roslin jest
brodawkowanie czyli zawigzywaniu przez rosliny symbiotycznych relacji z bakteriami wigzacymi azot
atmosferyczny z rodzaju rodzajéow: Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium
i Mesorhizobium, zdolnymi do przeksztatcania azotu atmosferycznego do jego formy amonowej, ktéra moze
by¢ dalej metabolizowana w organizmie roslinnym. Proces ten zachodzi w warunkach niskiej dostepnosci
azotu glebowego, co przyczynia si¢ do wzbogacenia gleb w azot. Rola korzeni w ochronie catej rosliny przed
stresem abiotycznym ma kluczowe znaczenie, gdyz to one odpowiedzialne sg za pobieranie wody
i sktadnikow odzywczych. Na podstawie przeprowadzonych badan do najczestszych modyfikacji organow
podziemnych w odpowiedzi roslin na stres nalezy wydtuzanie lub skracanie dtugosci korzenia gtownego oraz
dostosowywanie gestosci korzeni bocznych, a w przypadku roslin bobowatych jest dodatkowo wytwarzanie
brodawek korzeniowych, zasiedlanych przez bakterie wigzace azot atmosferyczny, co ma za zadanie
przeciwdziata¢ skutkom niedoborow tego pierwiastka w glebie. Zmiana morfologii korzenia zalezna jest nie
tylko od warunkow zewngtrznych, ale takze od wielu czynnikoéw endogennych jakimi sg np. fitohormony,
czego szczegolnym przyktadem sa cytokininy, auksyny i ABA. Aktywnos¢ tych hormonoéw ma
wielowymiarowy wptyw m.in. na dtugos¢ korzenia glownego, liczbe korzeni bocznych oraz rozwoj i liczbe
brodawek, nierzadko w antagonistycznej relacji.

Doktorant, pod opieka naukowg pana Profesora Michala Jasinskiego i promotora
pomocniczego dr Joanny Banasiak podjal ambitne i istotne dla nauki wyzwanie jakim bylo poznanie
roli transportera MtABCG40 w reakcji korzenia modelowej rosliny z rodziny bobowatych Medicago
truncatula na niedobor azotu w Srodowisku. Badania finansowano z grantu NCN OPUS
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2015/19/B/NZ9/03548: Rola transporteréw blonowych w kaskadzie sygnatowej cytokinin podczas symbiozy
bobowatych z bakteriami brodawkowymi: kierownik: prof. dr hab. Michat Jasinski, a w trakcie realizacji
pracy doktorskiej powstaly 3 publikacje opublikowane w renowowanych czasopismach naukowych, co
dodatkowo podkresla wartos¢ naukowgq recenzowanej pracy. Oceniajac dysertacje nalezy zwrocic
szczegolng uwage na fakt, ze temat dysertacji jest niezwykle interesujacy, nowatorski nie tylko
w zakresie badan podstawowych, ale takze aplikacyjnych tj. wyzwan stojacych przed wspélczesna
agrobiotechnologia jakim jest niedobér dostepnej formy azotu w glebie oraz poznanie mechanizmu
tworzenia brodawek korzeniowych u bobowatych.

Ocena merytoryczna — struktura, jezyk rozprawy, najwaziniejsze osiggniecia naukowe

Pod wzgledem formalnym rozprawa jest typowa monografig o charakterze eksperymentalnym. Praca
liczy 142 strony zawiera 34 ryciny i 39 tabel oraz zatacznik z dodatkowymi 8 rycinami. W pracy zacytowano
ponad 330 pozycji literatury, gtownie anglojezyczne z wiodgcych, migdzynarodowych czasopism. Zawiera
typowe rozdzialy: streszczenie po polsku i angielsku, wykaz skrotow, wstep (odpowiednik przegladu
literatury w innych rozprawach), cel pracy, material i metody, wyniki, dyskusje, wnioski i spis literatury. Od
strony jezykowej manuskrypt napisany jest dobrze, wszystkie cz¢éci rozprawy zostaty napisane poprawnym,
wolnym od powazniejszych btedow gramatycznych i stylistycznych. W kilku miejscach Autor nie ustrzegt
si¢ okreslen zargonowych np. traktowane odwrotnym szeregiem etanolowym..., charakterystyka mutantow
w genach ich biosyntezy..., wigzkowy wzor ekspresji..., nie jest to jednak nagminne i absolutnie nie obniza
warto$ci pracy. Zastrzezenia budzi stosowanie okreslenia korzenie wlosowate, a powinno by¢ wtosnikowate,
ktore powstaja w wyniku transformacji Agrobacterium rhizogenes, brak napisanych kursywa nazw tacinskich
ro$lin w tekscie i rozdziale literatura np. Arabidipsis czy Medicago. W catej pracy pojawiajg si¢ bledy
redakcyjne: na koncu wersu czesto wystepuje litera w lub i, czesto tez rozdzielone nieprawidtowo zostaly
nazwy zwigzkow chemicznych, opis pod rycinami jest przeniesiony na nastgpng strong. W rozdziale literatura
nie ujednolicono stylu cytowania artykutow naukowych (w czesci tytutow prac tylko pierwszy wyraz
napisany jest z wielkiej litery, a w innych kazde stowo z wielkiej litery).

Wstep przejrzy$cie wprowadza czytelnika w temat. Doktorant przedstawil, w oparciu o
odpowiednio dobrang literatur¢ naukows, aktualny stan wiedzy o: rozwoju korzenia i zmianach jego
morfologii w reakcji na stresy abiotyczne, metabolizmie cytokinin i ich percepcji przez komorki, udziale
auksyn i cytokinin w negatywnej regulacji procesow morfogenetycznych korzenia, syntezie i transporcie
cytokinin w korzeniu. Ponadto przedstawit Medicago truncatula jako organizm modelowy w badaniach
podstawowych.

Cel pracy zostat jasno zdefiniowany tj. poznanie roli, jaka petni transporter MtABCG40 w reakcji
korzenia modelowej rosliny bobowatej Medicago truncatula na niedobor azotu w $rodowisku. Poza celem
gléwnym, w pracy Doktorant wskazat cele posrednie takie jak:

- identyfikacja transportowanego przez MtABCG40 zwiazku poprzez przeprowadzenie eksperymentow
transportu w uktadzie heterologicznym,

- przeprowadzenie analizy funkcjonalnej MtABCG40 z uwzglednieniem jego udzialu w procesach
morfogenetycznych korzenia,

- zaproponowanie mechanizmu oddziatywania MtABCG40 i cytokinin na morfologi¢ korzenia M. truncatula
w warunkach niedoboru azotu.

Podsumowujac, podjete w rozprawie badania uwazam za aktualne i interesujace dla wspélczesnej
nauki, gdyz dotychczasowa wiedza o lokalizacji i roli transportera MtABCG40 w korzeniu glownym,
korzeniach bocznych i podczas tworzenia brodawek korzeniowych jest nieznana.

W pracy szczegotowo zestawiono w tabelach zastosowane materiaty i opisano szczeg6towo metody
badawcze. Bardzo mocng strong pracy jest czes¢ metodyczna, gdyz aby rozwigza¢ wspomniane
problemy badawcze Doktorant zastosowal szeroki wachlarz technik biologii molekularnej, ktore
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wymagaja duzej starannosci i wysilku, co zasluguje na szczegélne uznanie np.: klonowanie i tworzenie
réznych konstruktow genetycznych: proMtABCG40:GUS, proMtLOG3:GUS, MtABCG40 RNAI, MtLOG3
RNAI, proUBI10:GFP-MtABCG40, proMtABCG40:NLS-GFP, proMtLOG3:NLS-tdTomato, genotypowanie
mutantow insercyjnych, technike PCR, analiz¢g poziomu ekspresji genow metoda Real-Time PCR,
przygotowywanie preparatow mikroskopowych i analiz¢ przestrzennego wzoru aktywno$ci promotorow
MtABCG40 i MtLOG3 za pomoca biatek reporterowych (GUS GFP, tdTomato, DSRED) przy pomocy
mikroskopu Leica DMI 4000B lub skaningowego mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP5, izolacje
protoplastow z lisci mezofilu A. thaliana i ich transformacj¢ metoda PEG, wykonanie transformacji
posredniej za pomoca Agrobacterium tumefaciens komoérek mezofilu lisci Nicotiana benthamiana. Niektore
badania zostaly wykonane w osrodkach zagranicznych, jak np. pomiar st¢zenia fitohormondéw we
wierzchotkach wzrostu korzenia i tworzenie konstruktu genetycznego pro2x35S:GFP-MtABCG40, co
$wiadczy dociekliwosci i poszukiwaniu rozwigzan probleméw badawczych. Ponadto podczas analizy
uzyskanych wynikow Doktorant zastosowat prawidtowe analizy statystyczne (badanie normalno$ci rozktadu
badanych prob oraz testy parametryczne i nieparametryczne).

Opracowanie uzyskanych wynikéw i dyskusja tez nie budzi zastrzezen. Wyniki ilustrowane sa
prawidlowo opisanymi i wykonanymi rycinami. Zostaty one przedstawione kompaktowo, syntetycznie i jasno
usystematyzowane, zakonczone poprawnie sformutlowanymi wnioskami. Ta cze$é dysertacji cechuje sie
wysoka jakoS$cia i starannoscia. Dyskusja uzyskanych wynikéw to bardzo istotna cze$¢ prac naukowych,
ktora najczesciej jest wyzwaniem dla Doktorantow. Co niezwykle cenne autor zaproponowal 2 modele,
jeden przedstawiajacy udzial transportera cytokinin MtABCG40 w zmniejszaniu wrazliwos$ci komérek
RAM (ang. root apical meristem) na cytokininy przy niedoborze azotu w $rodowisku, co powoduje
zmiany w morfologii korzenia tj. wydtuzenie korzenia gtéwnego oraz drugi model przedstawiajacy udzial
transportera MtABCG40 w negatywnej regulacji inicjacji korzenia bocznego i brodawki korzeniowej.

Za najwazniejsze osiagniecia naukowe W przedstawionej pracy doktorskiej uznaje:
- okreslenie subkomorkowej lokalizacji biatka fuzyjnego GFP-MtABCG40 w btonie komorkowej oraz
wykazanie, ze MtABCG40 (biatko nalezace do rodziny transporterow ABC (ang. ATP-binding cassette
transporters) u Medicago truncatula jest bialkiem importujagcym trans-zeatyne [**C]tZ, bedaca aktywnag
biologicznie forma cytokinin,
- okreslenie lokalizacji i poziomu ekspresji MtABCG40 w organach Medicago truncatula,
- wykazanie, ze badany gen podlega najsilniejszej ekspresji w korzeniach o obnizonej gestosci korzeni
bocznych, majacej miejsce przy niedoborze azotanu amonu w srodowisku,
- stwierdzenie, ze poziom ekspresji MtABCG40 jest hamowany przez ABA, za$ stymulowany przez 6-BAP
co odpowiednio stymuluje lub obniza wzrost gesto$ci korzeni bocznych u Medicago truncatula, nie
odnotowano zmian ekspresji MtABCG40 pod wptywem systemicznych sygnatow brodawkowania,
- zidentyfikowanie dwoch linii roélin z mutacjami w genie MtABCG40: NF21323 (mtabcg40-1)
i NF17891 (mtabcg40-2), ktore charakteryzowaly si¢ spowolnieniem wzrostu korzenia glownego z
jednoczesnym skroceniem jego RAM oraz si¢ zwigkszong gestosciag korzeni bocznych w stosunku do roslin
typu dzikiego oraz zmianami ekspresji genow markerowych odpowiedzi komorek na cytokininy i auksyny,
- wykonanie dodatkowej analizy koekspresji MtABCG40 i pieciu gendéw biorgcych udziat w aktywacji
cytokinin w korzeniu przy braku azotu w srodowisku (MtLOG2, MtLOG3, MtLOG-podobny 1, MtLOG-
podobny 3 i MtLOG-podobny 4).

Podczas czytania rozprawy nasungto mi si¢ kilka pytan:

1. Do grupy aktywnych cytokinin, zdolnych bezposrednio do uruchomienia szlakow sygnatowych
komorki, zaliczane sg jedynie ich wolne formy - tZ, iP i 6-BAP. Czy na podstawie dostepnych danych
literaturowych znane sa specyficzne transportery tych aktywnych cytokinin u Arabidopsis thaliana?
Czy badane przez Pana biatko transportuje tez iP i 6-BAP? Czy takie badania byly wykonywane?
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2. Czy istnieja wedlug Pana podobienstwa i roznice w mechanizmie powstawaniu korzenia bocznego
i brodawki korzeniowej u roslin?
3. Dlaczego tylko rosliny z rodziny bobowate wytwarzajg brodawki korzeniowe?

Whiosek koncowy

Nie mam watpliwosci, ze w swojej rozprawie doktorskiej mgr inz. Tomasz Jamruszka podjat
istotny problem badawczy oraz przedstawil w sposob satysfakcjonujacy jego rozwigzanie. Dlatego z pelnym
przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz.
Tomasza JamruszKi pt. "Analiza funkcjonalna transportera ABCG bioracego udzial w negatywnej
regulacji gestosci korzeni bocznych i liczby brodawek u Medicago tuncatula® spetnia warunki okreslone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. 2003, nr 65 poz. 595, ze zm.) oraz w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegotowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci
w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora
(Dz.U. 2018 poz. 261) i wnioskuje do Rady Naukowe;j Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie
mgr inz. Tomasza Jamruszki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie ze wzgledu na wysoki poziom przedstawionej dysertacji wnioskuje do Wysokiej
Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pana mgr
inz. Tomasza Jamruszki stosowna nagroda.
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