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pracy doktorskiej mgr Aleksandry Adamowicz
p.t. ,,Wplyw zmian w mitochondriainej translacji na globalny transkryptom,
ze szczegoblnym uwzglednieniem zmian w ekspresji genomu chloroplastowego oraz
komunikacji pomiedzy chloroplastami i jadrem”

Komunikacja pomiedzy posiadajgcymi wiasny genom organellami i jadrem jest
intensywnie badana w komérkach roslinnych ale nasza wiedza na temat takiej komunikacji
wywotanej zaburzeniem mitochondrialnej translacji jest niewielka. Praca doktorska mgr
Aleksandry Adamowicz stanowi szerokg analize wptywu zmian w mitochondrialnej translaciji
wywotanej wyciszeniem ekspresji genu RPS10, kodujgcego biatko matej podjednostki
mitorybosoméw, na globalny transkryptom komérek roslinnych oraz komunikacje pomiedzy
mitochondriami, jgdrem i chloroplastami. Praca zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr.
hab. Hanny Janskiej oraz przy udziale promotora pomocniczego dr Maigorzaty Kwasniak-
Owczarek z Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, a wiec w uznanym na
Swiecie osrodku od lat specjalizujgcym sie w badaniu funkcjonowania mitochondridw
roSlinnych. Materiatem badawczym w ocenianej pracy byty rosliny typu dzikiego oraz
mutanty, gtoéwnie mutanty rps10 (fenotypy P2 i P3), rzodkiewnika pospolitego Arabidopsis
thaliana. Zmiany transkryptomu badano analizujgc dane z mikromacierzy, ktére byly
uzupetniane analizg PCR w czasie rzeczywistym. Przeprowadzono tez szereg badan
funkcjonalnych, ktére weryfikowaly i uzupeinialy dane transkryptomiczne. Na wstepie,
poprzez funkcjonaing klasteryzacie gendéw wspdlnie zmienionych u mutantéw rps10,
scharakteryzowano ogoéiny obraz zmian w transkryptomie A. thaliana wywofanych
zaburzeniem translacji na poziomie mitorybosoméw. Szczegdlowej analizie poddano procesy
zwigzane ze wzrostem poziomu kwasu salicylowego, tj. odpowiedz obronng przeciwko
patogenom, starzenie sie i tolerancj¢ na susze oraz biogeneze aparatow szparkowych.
Nastepnie poréwnano transkryptom mutantow rps70 z 26 znanymi i dostepnymi
transkryptomami (dane mikromacierzowe) innych mitochondrialnych mutantéw A. thaliana.
Szczegolnej analizie poddano podobienstwo zmian w mitochondriach mutantow rps70 i
podwojnego mutanta z zaburzong ekspresjg alternatywnej oksydazy i polimerazy RNA
podwojnie kierowanej do chloroplastow i mitochondriow (mutant aox7a:poTmp). W
mutantach tych badano konsekwencje obnizonej aktywnosci oddychania mitochondrialnego
poprzez droge cytochromowsg i oksydaze alternatywng na funkcjonowanie chloroplastow,
gtownie poprzez zmiany w aparacie transkrypcyjnym tych organelli. Prowadzac
doswiadczenia z roslinami typu dzikiego traktowanymi inhibitorami mitochondrialnego
tancucha oddechowego badano wywotane zmiany w transkrypcji chloroplastéw. Na koniec,
zbadano konsekwencje obnizonej efektywnosci chloroplastowej transkrypcji w mutantach
mps10.

Formalny opis rozprawy

Praca przedstawiona do recenzji napisana jest bardzo tadnym i jasnym jezykiem. W
catej pracy mozna znalez¢ nieliczne literowki i drobne biedy stylistyczne. Na wyréznienie
zastuguje staranna i tadna oprawa graficzna pracy.
Zastrzezenia redakcyjne:
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- brak spisu stosowanych skrétéw, ktdry znacznie utatwitby czytanie tak obszernej pracy;
- nie zawsze wyjasniono wszystkie skroty i symbole zastosowane na rysunkach (np. Rys.
1.11 i Tabela 1.4);
- niejednolite przedstawienie bibliografii;
- legendy powinny znajdowac sie na tej samej stronie co rysunki i tabele, chyba ze te sg zbyt
duze;
- wielokrotne uzywanie zwrotu pomiar aktywnosci oddechowej ,na lisciach i mitochondriach”
zamiast ,w lisciach i mitochondriach lub lisci i mitochondriéw”.

Praca jest bardzo obszema, liczy w sumie 196 stron. Zawiera 63 ryciny oraz 17 tabel.
Uktad pracy jest typowy i obejmuje: spis tresci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wstep, cele badan, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie, 12 zatgcznikéw (w
tym 3 na dotgczonej plycie CD), oraz liczacg okoto 360 pozycji bibliografie, w wiekszosci
zlozong z pozycji literaturowych opublikowanych w ostatnich 10 latach. Na koncu rozprawy
umieszczono dorobek naukowy Autorki, z jedng publikacjig w Plant Cell (IF > 10) i 9
doniesieniami konferencyjnymi, oraz spis projektow badawczych, w ktérych Doktorantka
brata udziat.

Poprzedzajgcy czgsC doswiadczalng, liczacy 31 stron Wstep stanowi obszemy
przeglgd aktualnego stanu wiedzy dotyczacego funkcjonowania mitochondriow i
chloroplastow roslinnych, ze szczegdinym uwzglednieniem komunikacji miedzy tymi
organellami a jgdrem komérkowym. We Wstepie Doktorantka oméwita takze badanie
transkryptomu przy uzyciu techniki mikromacierzy, zwracajac szczegéing uwage na
bioinformatyczng analize danych mikromacierzowych. Lektura tego rozdziatu przekonuje o
duzej wiedzy Autorki i znajomosci pi$miennictwa dotyczacego omawianych zagadnien.
Uwagi i pytania do Wstepu:

- Czy rzeczywiscie mitochondrialny Kompleks Il nie jest biatkiem transblonowym (str. 16 i
rysunki przedstawiajgce mitochondriainy tancuch oddechowy)?

- Zastanawia mnie przypisanie biatka rozprzegajace do alternatywnego szlaku transportu
elektrondw w mitochondriach (str. 17 i 35)?

Rozdziat Materiaty i Metody (26 stron) zawiera opisy stosowanych przez Doktorantke
metod badawczych. Uwage zwraca réznorodnosc stosowanych technik, swiadczaca o duzej
wszechstronnosci i biegtosci w pracy doswiadczalnej a takze analizie bioinformatycznej. Na
szeroki wachlarz metod i technik badawczych wykorzystanych w pracy skiadajg sie m. in.:
hodowla ro$lin na roznych podiozach; izolacja i oznaczanie ilosciowe frakcji
subkomorkowych i kwasow nukleinowych; techniki rozdziatu elektroforetycznego kwasow
nukleinowych i biatek, w tym rozdziat biatek w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE) i
natywnych (Green Native Page); identyfikacja biatek za pomoca immunodetekciji; badanie
translacji ,in organello® i ,in vivo”; pomiar aktywnosci oddechowej w lisciach i izolowanych
mitochondriach; badania funkcjonalne starzenia si¢ i odpornosci roélin na susze; wreszcie
analiza transkryptomu przy uzyciu mikromacierzy. Doktorantka zaznaczyta, ktdre badania
zostaty wykonane we wspotpracy z innymi osrodkami (np. okreslanie zawartosci jgdrowego
DNA, iloSciowe oznaczenie poziomu kwasu sjalowego, pomiar fluorescenciji chlorofilu czy
obserwacje mikroskopowe aparatéw szparkowych).

Uwagi i pytania do rozdziatu Materiaty i Metody:

- Nie scharakteryzowano 2 uzytych w badaniach fenotypéw mutantéw rps10 (P2 i P3) oraz
nie wyjasniono dlaczego badano je oba.

- Punkty 3.2.7.1 i 3.2.7.3 dotyczg tego samego.
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- Analize statystyczng omowiono tylko dla bioinformatycznej analizy danych
mikromacierzowych. Nie napisano czy wyniki innych badan opracowanych testem t-Studenta
przedstawione jako srednie + SD czy + SE.

W najobszermiejszym rozdziale Wyniki, ktéry obejmuje 73 strony (!), Autorka rozprawy
rzeczowo przedstawia wyniki kolejno realizowanych zadan badawczych umiejetnie
zestawionych w rozdziale Cele pracy. Wyniki zilustrowano 50 rysunkami oraz 5 tabelami. Po
kazdym podrozdziale Autorka umieszcza krotkie podsumowanie, ktoére porzadkuje
przedstawione wyniki, co utatwia lekture tej czesci pracy zwiaszcza, ze bardzo duza ilosc
informacji stanowi wyzwanie dla czytelnika a interpretacja zebranych wynikow nie jest
zawsze tatwa. Autorka umiejetnie podtrzymuje zainteresowanie czytelnika uzyskanymi
wynikami, ktore prezentowane w logicznej kolejnosci tworzg spojng catos¢. Wydaje sie, ze
najbardziej czasochtonng i wymagajgca byta dla Doktorantki poréwnawcza analiza
transkryptomiczna obejmujgca: (i) funkcjonaing klasteryzacie gendéw zmienionych u
mutantow rps 10 w stosunku do roslin typu dzikiego, (ii) poréwnanie transkryptomu mutantow
mps10 z 26 dostepnymi transkryptomami innych mitochondrialnych mutantow A. thaliana,
zwlaszcza poréwnanie mitochondrialnego i chloroplastowego transkryptomu mutantéw
mps10 | aox1a:rpoTmp, oraz (iii) analize zmian w transkrypcji chloroplastow wywotanych
hodowlg roslin typu dzikiego z inhibitorami tancucha oddechowego. Warto podkreslic, ze
potgczenie duzej liczby wynikdéw analizy globalnego transkryptomu, ze szczegélnym
uwzglednieniem transkryptomoéw organellowych, z wynikami badan morfologiczno-
rozwojowych i funkcjonalnych bylo niezwykle trudne i wymagato duzej wiedzy na temat
szeroko pojetej biologii komorek roslinnych. Pozwolito to na scharakteryzowanie zrebéw
komunikacji  jgdro-mitochondria-chloroplasty, ktéra ma miejsce przy zaburzeniu
mitochondrialnej translacji komoérek roslinnych. Tak na przyktad, bardzo ciekawa jest
proponowana, w oparciu o przeprowadzone w pracy badania, sciezka indukcji u mutantéw
rps10 gendw kodujgcych biatka PR i PDF, a wigc biatek zwigzanych zwykle z odpowiedzig
roélin na stres biotyczny, poprzez szlak metabolizmu kwasu sjalowego. Bardzo interesujgce
jest takze zaobserwowane uruchamianie podobnej Sciezki sygnalizacyjnej w ramach
odpowiedzi wstecznej z mitochondriow do jadra podczas zaburzenia mitochondriainej
translacji oraz aktywnosci oddechowej mitochondriow. Analiza transkryptomiczna i badania
przy uzyciu PCR w czasie rzeczywistym na mutantach rps70 i aox71a:rpoTmp oraz badania
roslin typu dzikiego hodowanych z inhibitorami tancucha oddechowego wskazujg, ze
zahamowanie cytochromowego i alternatywnego oddychania mitochondriow jest sygnatem
dla zmniejszenia poziomu transkryptow gendéw kodowanych w chloroplastach.

Uwagi i pytania do rozdziatu Wyniki:

- Rys. 4.2 | Tabela 4.1. Dobrze by bytlo zachowac jeden kod koloréw: czerwony — wzrost a
niebieski — spadek, tak jak w dalszej czesci pracy.

- Na stronie 76 wymieniono 7 genow, ktore wykazywaty odmienny profil ekspresji w
fenotypach P2 i P3. Co to za geny i czym spowodowana jest ta réznica?

- Rys. 4.23A. W lisciach mutantow rps10 obserwowano znaczny wzrost zuzycia tlenu poza
mitochondrialnym tancuchem oddechowym (ij. w obecnosci inhibitoréw drogi cytochromowej
i alternatywnej). Jak mozna to wytlumaczyé? Czy badano pojemnos¢ drogi cytochromowej,
tj. oddychanie w obecnosci galusanu n-propylu, inhibitora oksydazy altematywnej? W dalszej
czesci rozprawy Autorka méwi o obnizeniu aktywnosci drogi cytochromowej a przeciez nie
pokazano bezposrednio takiego obnizenia.

- Brakuje informaciji, ktére fenotypy mutantow rps10 brano do badan aktywnosci oddechowej
lisci i izolowanych mitochondriow (Rys. 4.23).
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- Rys. 4.23B. Wobec zaproponowanego wytlumaczenia, ze obnizenie aktywnosci oksydazy
alternatywnej w mitochondriach mutantéw rps10 (mimo istotnej nadekspresji enzymu) wynika
z ograniczonej dostepnosci aktywatora — pirogronianu (punkt 4.3.3), warto by poréwnac
aktywacje oksydazy altematywnej przez ten kwas (j. odporne na cyjanek oddychanie przy
braku i w obecnoséci aktywatora) w stosunku do mitochondriéw kontrolnych. Czy poréwnanie
transkryptomu mutantéw 7ps70 i roslin typu dzikiego nie ujawnito réznic w poziomie
transkryptow genow kodujgcych transporter(y) pirogronianu do macierzy mitochondriainej?

- Str. 117. Autorka pisze o ,braku znaczgcych zmian w ilosci pirogronianu w mitochondriach
mutantow rps710” a przeciez w fenotypie P3 mozna zaobserwowac istotny statystycznie,
okoto 20% spadek (Rys. 4.27B).

- Czy podczas immunodetekcji oksydazy alternatywnej stosowano kontrole ilosci natozonych
mitochondriéw (immunodetekcja biatka markerowego mitochondridow) zwtaszcza, ze poziom
zanieczyszczenia frakcji mitochondrialnych mégt by¢ rézny dla mutantow rmps70 i roslin
kontrolnych.

- Badajgc komunikacje mitochondria-jgdro-chloroplasty analizowano zmiany w
chloroplastowej transkrypcji w odpowiedzi na, indukowane hodowlg roslin typu dzikiego z
inhibitorami tancucha oddechowego, zaburzenia w cytochromowej i alternatywnej drodze
mitochondrialnego oddychania. Czy zmiany te sg podobne w przypadku chloroplastowej
transkrypcji mutantow rps10? Czy nie warto bylo zbada¢ zmiany w mitochondriaine
transkrypcji w porownaniu z danymi uzyskanymi dia mutantdow rps10? Dlaczego do
doswiadczen z hodowlg roslin wybrano maio specyficzny inhibitor oksydazy alternatywnej
(zwtaszcza w badaniach na catych komorkach) czyli kwas salicylohydroksamowy?

- Interpretujgc wyniki badan hodowli roslin z inhibitorami tancucha oddechowego nalezy
pamietaé, ze uzycie cjanku (w obecnosci kwasu salicylohydroksamowego) oznacza
obnizenie aktywnosci wszystkich komplekséw tego tancucha a nie tylko kompleksu IV.

Liczgcy 11 stron rozdziat Dyskusja w zasadzie wyczerpuje problemy wynikajgce z
wynikow witasnych na tle w peini wykorzystanych wynikéw innych grup badawczych. Nalezy
takze podkreslié, ze Doktorantka krytycznie opisata problemy zwigzane z interpretacjg i
uogdlnianiem zebranych wynikoéw zaréwno w rozdziale Dyskusja, jak i we wczesniejszym
rozdziale Wyniki. Podsumowania nie zawsze byly tatwe wobec ogromu otrzymanych danych.
Doktorantka wielokrotnie zaznaczata kierunki dalszych badan i co nalezy jeszcze zrobi¢ w
podjetym przez nig temacie. Po Dyskusji umieszczono Podsumowanie, ktdore w zwigzly
sposob przypomina i porzgdkuje najwazniejsze wyniki i osiggnigcia, a jest ich bardzo duzo.
Uwagi i pytania do tej czesci pracy:

- Moim zdaniem, poniewaz elementy dyskusji otrzymanych wynikéw z danymi literaturowymi
znajdujg sie juz w rozdziale Wyniki (i sg tam potrzebne), rozdziat ten powinien nazywac sig
Wyniki i Dyskusja a obecny rozdziat Dyskusja — Dyskusja Ogoéina.

- Str. 148. Niezgrabnie przettumaczono nazwe biatka AtOM66. Wediug mnie ,ATPaza
zewnetrznej biony mitochondriainej” a nie ,zewngtrzna membranowa mitochondriaina
ATPaza".

- Patrzac na schemat indukcji odpowiedzi na stres biotyczny, ktory zaproponowano dla
mutantow rps10 (Rys. 5.1), zastanawiam sig¢ czy sugerowany stres oksydacyjny byt
odzwierciedlony na poziomie transkrypcji genow kodujgcych mitochondrialne biatka
antyoksydacyjne (oprécz oméwionej oksydazy alternatywnej). Czy w mutantach rps 10 roénie
mitochondrialna produkcja reaktywnych form tlenu?
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Podsumowanie

Wspomniane wczesniej uwagi oraz biedy jezykowo-redakcyjne nie majg wplywu na
moja bardzo wysokg ocene przedstawionej pracy, jej wartosci merytorycznej oraz znaczenia
przeprowadzonych badan. Wyniki do$wiadczen przedstawione w rozprawie nie tylko
stanowig znakomita podstawe dla bardzo dobrej/dobrych publikacji a takze dla dalszych
bardzo interesujacych badan. Przedstawiona praca wnosi istotne elementy dla zrozumienia
komunikacji i wzajemnej regulacji pomigdzy organellami komoérek roslinnych dysponujgcymi
wiasnym genomem. Biorgc pod uwage (i) merytoryczng i innowacyjng warto$¢ pracy
zwigzang z szerokg analizg wplywu zmian w mitochondrialnej translacji na globalny
transkryptom komérek roslinnych i komunikacjg¢ pomiedzy mitochondriami, jadrem |
chloroplastami, (i) duzg pracochtonno$¢ i réznorodnosc doswiadczen i analiz, a takze (iii)
umiejetnos¢ prezentowania i dyskutowania wynikow, uwazam ze przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w Ustawie z dnia 18.03.2011 r. o stopniach
naukowych i tytutach naukowych. Ponadto, stwierdzam, ze dorobek naukowy kandydatki
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie
biotechnologia. Wnioskuje zatem o dopuszczenie mgr Aleksandry Adamowicz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego oraz o wyréznienie recenzowanej rozprawy stosowng

nagroda.
(O PO .
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