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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.
»Rola retroaktywnych sygnaléw chloroplastowych w zaleznej od miRNA odpowiedzi roélin na stress
swiatlny .,

wykonanej przez Panig mgr inz. Anng Barczak-Brzyzek w Instytucie Biologii Szkoly Gtownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Filipeckiego. Promotorem pomocniczym jest

dr inz. Piotr Gawronski.

MikroRNA (miRNA) to grupa matych niekodujacych czasteczek RNA, powszechnie wystepujacych
w organizmach eukariotycznych, regulujgcych w postaci dojrzalej ekspresje wielu genéw na poziomie
potranskrypcyjnym. Za dojrzewanie roslinnych miRNA odpowiedzialna jest ztozony uklad biatkowy tzw.
kompleks mikroprocesora. Czasteczki miRNA kodowane sg przez geny MIR charakteryzujace si¢ ztozong
budowg. Wykazano migdzy innymi, Ze mogg one zawiera¢ introny, ktérych splicing stymuluje dojrzewanie
miRNA. Geny dla miRNA majg rozng lokalizacje, mieszcza si¢ w intronach i/lub egzonach gendw
strukturalnych lub w obszarach migdzygenowych. Wigkszo§¢ gendéw dla miRNA jest transkrybowana przez
RNA polimerazg II (Polll), a produkt nazywany jest pri-miRNA, ktérego obrobka sktada sie z kilku etapow,
przeksztalcany jest w pre-miRNA, ktory jest transportowany do cytoplazmy i poddawany procesom
prowadzagcym do powstania dojrzalej, funkcjonalnej czasteczki miRNA. Aktywna postaé miRNA
wbudowywana jest w biatkowy kompleks RISK, dzigki nim mozliwa jest degradacja docelowego mRNA lub
represja translacji (lub oba procesy). Te kluczowe czasteczki wplywajace na ekspresje genow sa dynamicznie
regulowane przez mechanizmy transkrypcyjne lub potranskrypeyjnie wplywaja na etapy obrobki lub
stabilno$¢ pri i/lub dojrzatego miRNA. Czasteczki mikroRNA biorg udzial w regulacji wielu waznych

procesow metabolicznych oraz odgrywaja kluczowg role w sygnalizacji hormonalnej i rozwoju roslin; biora



ré;ﬁvniez udzial w odpowiedzi komérek roélinnych na stres, zaréwno biotyczny jak i abiotyczny zwiekszajac
odpornosc¢ ro$lin, a poziom ekspresji wybranych miRNA moze byé regulowany przez czynniki stresowe.

Chloroplasty s3 miejscem gdzie zachodzi fotosynteza i odbierane sa sygnaly rozwojowe i
srodowiskowe. Sygnaly te przekazywane sg do jadra komorkowego gdyz ok. 95% bialek chloroplastowych
kodowane jest przez jadro. Poniewaz kompleksy chloroplastowe kodowane sg zaréwno przez geny
chloroplastowe jak i jadrowe, genetyczna informacja wymaga precyzyjnej koordynacji obu genoméw. Zatem
rozwoj plastydow i ekspresja genow podlegajg kontroli przez jadro. Jest rowniez system sygnalizacji
retroaktywnej pochodzacy z chloroplastow. Sg to sygnaly rozwojowe pochodzgce zardwno z proplastydow
czy ctioplastow jak tez sygnaly z dojrzatych chloroplastéw w odpowiedzi na zmiany $rodowiskowe.
Chloroplasty dzialajg jako sensory $rodowiskowe i koordynujg funkcje komoérki uczestniczac w odpowiedzi
komorek na stres. Dotychczas opisano 4 gtowne $ciezki sygnalowe pochodzace od (1) reaktywnych form tlenu
(ROS) i zmian w fotosyntetycznym transporcie elektronow (PET), (2) zwigzane z synteza tetrapiroli, (3)
ekspresja genoéw chloroplastowych, (4) zaburzeniami metabolizmu chloroplastéw (np. akumulacja -CC).

Niewiele wiadomo o regulacji ekspresji, zawartoci, stabilnosci, transporcie miRNA w warunkach
stresu swietlnego. Lepsze zrozumienie udziah tych czasteczek w odpowiedzi na stress jest bardzo wazne aby
pozna¢ mechanizmy odpowiedzialne za aklimatyzacje i adaptacje ro$lin do zmiennych warunkéw $rodowiska.
Poniewaz wykazono w licznych pracach, Ze zaréwno zawarto$é jak i stabilno§¢ miRNA zmienia sie w
warunkach stresu suszy, chlodu, obecno$ci metali cigzkich, a ograniczone sg informacje dotyczace stresu
Swietlnego, wskazuje to na konieczno$é¢ wytyczenia nowego nurtu badah miRNA w regulacji genow
zaangazowanych w stress swietlny.

Celem recenzowanej pracy byla analiza zmian w ekspresji miRNA indukowane; krotkotrwaty
ekspozycja na bardzo wysokie natgzenia $wiatla roglin 4. thaliana. Jednocze$nie poszukiwano, ktéra z drog
sygnalizacji chloroplasty-jadro uczestniczy w przekazywaniu informacji w warunkach wysokiego natgzenia
Swiatla.

Zalozenia pracy s3 poprawne, oparte na solidnej znajomosci literatury przedmiotu, cel zostal precyzyjnie
zdefiniowany, jest oryginalny i nowatorski. Podjgcie tego tematu przez doktorantke mozna uznaé wigc za
uzasadnione, zaréwno z poznawczego punktu widzenia, jak i ewentualnej implikacji ich praktycznego
wykorzystania w podniesieniu wydajnosci fotosyntetycznej ro§lin w warunkach wysokiego natezenia $wiatta
(HL). W opinii recenzentki temat rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek jest wazny,
naukowo aktualny i speinia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia ogdlnie przyjete wymagania stawiane
cksperymentalnym pracom doktorskim. Napisana jest w jezyku angielskim, jest krotka, obejmuje 91 stron
tekstu plus pismiennictwo (18 stron) zawierajace ponad 200 pozycji literatury oraz dokumentacje wynikow,
na ktorg sklada si¢ 36 rycin oraz 3 dodatkowe tabele i rysunki.

Tres¢ pracy podzielona zostata na 9 rozdziatéw, dodatkowo dolgczono streszezenie w jezyku polskim
i angielskim, wykaz stosowanych skrétow, spis dorobku naukowego oraz informacje o finansowaniu bada.

W cytowanych opublikowanych 2 pracach znajduje si¢ czg§¢ wynikéw niniejszej rozprawy.



We wstepie do rozprawy autorka przedstawia przeglad prac eksperymentalnych wprowadzajacych w
badane zagadnienie i uzasadniajgcych celowos$¢ podjetych badan. , Wstep,, zamieszczony na 35 stronach
stanowi zwigzly przeglad opublikowanych wynikéw badan dotyczgcych zagadnien poruszanych w pracy.
Najwigcej miejsca Doktorantka po$wigea biogenezie miRNA oraz przekazywaniu informacji o stresie na
poziomie chloroplastu, komérki i catego organizmu. Bardzo mato miejsca natomiast po$wigea roli badanego
czynnika stresowego jakim jest zbyt wysokie natgzenie $wiatta. Uprzejmie prosze Doktorantke by zechciala
wyjasni¢ jak rozumie proces fotoinhibicji i w jaki sposdb mozna wyrazaé warunki stresu Swietlnego u roélin.
Nalezy podkresli¢, ze zamieszczone we wstgpie liczne schematy dobrze ilustruja omawiane zagadnienia i jest
to dobrze napisana czg$¢ pracy.

Wigkszo$¢ wynikéw prezentowanych w rozprawie byta juz oceniana przez recenzentéw w dwoch
publikacjach. Niestety prace te nie zostaly dolaczone do rozprawy co by znacznie ufatwito czytanie, gdyz
autorka czgsto odwotuje sie do tych publikacji. Zwlaszcza dotyczy to czesci metodycznej pracy.

Rozdzial ,,Material i metody,, przedstawiony zostal na dalszych 11 stronach i zawiera bardzo
ograniczony opis stosowanych w pracy technik badawezych. Tego typu podejécie nie jest stuszne w przypadku
tradycyjnych rozpraw doktorskich gdzie oczekuje sig szczegélowego opisu procedur np. réznorodne techniki
hodowli rodlin, natgzenia $wiatla, czas ekspozycji i inne wymagajg precyzyjnych opiséw. Schematy nieco
ulatwiajg czytanie rozprawy, ale do tej czesci pracy mam najwigcej uwag. Moje obawy budzi fakt, ze mgr A.
Barczak-Brzyzek do wykonywania réznorodnych eksperymentow wykorzystywala ro$liny z réznych
warunkow wzrostu, nawet dlugo$¢ dnia ulegala zmianie. Istnieje nicbezpieczefistwo, 7e rosliny z tych
warunkéw mogly si¢ rézni¢ rozwojowo, a wige i metabolicznie i funkcjonalnie. Niestety w pracy brak
informacji dlaczego stosowano rytm dobowy 8/16 godz., cho¢ A. thaliana jest roéling fakultatywng dlugiego
dnia, ponadto moje obawy budzi stosowanie jako czynnika stresowego natezenia §wiatta 1500 pmoli fotonow
m™s! (HL) przez 2 godz. Takie natgzenie $wiatta powoduje nieodwracalne zmiany, nie ma szans na
reaktywacj¢ zwlaszcza u Arabidopsis. Prosze o uzasadnienie wyboru takich warunkéw eksperymentu. Dodam,
ze pelne Swiatlo sloneczne to 2000 umoli fotonéw m™s™'. W pracy natezenie $wiatla podawane jest w uE,
jednostka jest nieprawidlowa, podajemy w pmolach fotonéw m?s™ . Uzyskana wartoé¢ Fy/Fm stosowana jako
indykator stresu powinna by¢ duzo nizsza w HL niz przedstawiono na rys. 20B. Jesli wartos¢ Fv/Fm wynosi
ok. 0.6 mozna oczekiwaé, ze nastgpuje juz zahamowanie pobierania CO; w wigc fotosyntezy. Brak w M i M
informacji jakie bylo natgzenie impulsu §wiatla wysycajacego. Najlepiej identyfikowaé stan stresu swietlnego
przez wykonanie réwnoczesnie z Fo i Fm pomiaréw sktadowych zmniejszania si¢ fluorescencji, czyli:
parametrow qP 1 NPQ. Wykonywanie cykléw pomiarowych z zastosowaniem $wiatla aktynicznego o
natgzeniu: 60-1200 pmoli fotondéw m™s”' moze dostarczyé informacji przy jakim nat¢zeniu $wiatla zaczyna
sig stres u A. thaliana. Zamiast oznaczen transkryptow APX i CAT (dobre markery w innym kontekécie badan)
lepiej oznaczy¢ immunologicznie zawarto$¢ biatka D1, najlatwiej uszkadzanego podczas nawet fagodnego
stresu. OczywiScie powyzsze informacje sg dyskusyjne i s3 pewna sugestia recenzenta.

Konstrukeja rozdziatu “Wyniki” bardzo dobra, umozliwia §ledzenie kolejnych krokéw badawczych i wskazuje
na znakomite przygotowanie doktorantki. Podsumowania etapéw badan ulatwiajg $ledzenie jak Autorka

dochodzita do uzyskania odpowiedzi na postawione pytania.



W poczatkowym etapie badano ekspresje miRNA w warunkach: LL—2h HL —LL i uzyskano zmiany
ekspresji 21 miRNA, kilka z nich przetestowano metodg TT-RTqPCR i do dalszych badan wybrano miR163
1 miR840, ktérych zawartos¢ znacznie zwigkszata sic w HL. Nastgpnym etapem badan bylo wyjasnienie czy
sygnal zwigzany z HL jest przenoszony z lisci do korzeni. W tym celu odcigto korzenie z rosliny z HL i
uzyskany material poddano sekwencjonowaniu SRNA., Zidentyfikowano 22 miRNA regulowane przez HL, ale
zmiany byly niewielkie. Nastepnie zbadano ekspresj¢ wybranych czgsteczek miRNA przy pomocy qRT-PCR.
Potwierdzono wyniki dla 4 miRNA.

W celu wykazania czy sygnat indukujacy zmiany w zawartoéci miRNA w korzeniach pochodzi z liseli,
odcigto korzenie z rolin z niskiego natezenia $wiatla wzrostowego (LL) i umieszczono je w ciemnoséci na 2
godz. i nastepnie korzenie te o§wietlano 2 godz. HL. Analiza zawartosci miRNA w korzeniach nie potwierdzita
zmian obserwowanych dla lisci. Opisany eksperyment moim zdaniem nie dostarczyt oczekiwanej informacji
gdyz odcigeie korzeni (stres silniejszy od zranienia) to kolejny stres poza HL. Ponadto jaki ma by¢ efekt
fizjologiczny oswietlania odcigtych korzeni HL? Badania przeprowadzono 4 godz. po odcigciu korzeni.
Uzyskany wynik i jego interpretacja nie jest dla mnie przekonywujaca. Prosze o wyjasnienie.

Badania zawartoSci pri-mil163RNA i pri-mi840RNA wykazaly, ze nie korelujg one z zawartoscig form
dojrzatych co mogto wskazywaé na inne niz transkrypcyjne mechanizmy regulacji. Pani mgr inz. A. Barczak-
Brzyzek zastosowala przeciwciata na polimeraze II RNA i nastgpnic badata ilos¢ RNA Polll w obrgbie genow
Mir163 i Mir840 w LL i HL oraz po reaktywacji w LL. Nie stwierdzono réznic w testowanych genach miRNA
w LL i HL. Doktorantce uzyskane wyniki zasugerowaly badanie stabilnosci pri-miRNA. Badania
przeprowadzono na 2 tygodniowych siewkach Arabidopsis z LL, ktére oéwietlano 1 godz. HL (warunki te
odbiegaja od poprzednio opisanych eksperymentéw). Zastosowanie kordycepiny, pozwolito wykazaé, ze po
HL wzrasta stabilno$¢ tylko pri-miRNA co wskazuje jednoznacznie na rozng regulacje biogenezy badanych
czastek. Badanie aktywno$ci promotora MIR163 w fuzji z GUS potwierdzito efekt HL. Dlaczego w tym
eksperymencie nie badano reaktywacji w LL?

W kolejnych badaniach Doktorantka wykazata, ze biatko HYL1, sktadnik kompleksu mikroprocesora
ro§linnego ma znaczenie tylko w biogenezie miR163, gdyz w mutancie hyll zawartoéé pri-miR163 znacznie
wzrasta, natomiast formy dojrzalej gwattownie obnizata sie. Zawartoéé pri-mirR840 w mutancie nie zmieniata
si¢ w poréwnaniu z kontrolg, natomiast zawarto$é miR840 znacznie zwigkszyla si¢. Wniosek, ze powstawanie
formy dojrzatej miR840 jest bardziej wydajne przy braku HYL1 wydaje si¢ bardzo interesujacy.

Innym aspektem prowadzonych badan bylo wykazanie ze 3’ - fosfoadenozyno 5’-fosforan (PAP) w
warunkach HL moduluje zawarto$é pri-miRNA przez hamowanie egzorybonukleazy XRN. W tym celu
wykorzystano mutanty a/x8 charakteryzujace sie wysokim poziomem PAP. Oznaczono pri-miR163 i pri-
miR840 oraz ekspresj¢ form dojrzatych. Zmiany obserwowane dla badanych czasteczek wskazuja na rézny
udzial PAP w ich procesowaniu.

Pomiary zawarto$ci biatka DCL1 wykonane technikg ,,Western blot” dla ro$lin z LL i HL, zdaniem
Autorki wskazuja na brak réznic. Pokazana na rys. 30 immunodetekcja nie jest najlepszej jakosci i z tych
danych trudno wycigga¢ konstruktywne wnioski, Nie znana jest aktywnoé¢ mikroprocesora i jak stusznie

stwierdza Doktorantka zawarto$§¢ biatka nie jest wyznacznikiem jego aktywnosci.



W ostatniej czgSci opisanych w rozprawie doktorskiej badain Autorka poszukuje sygnatu
retrogradowego odpowiedzialnego za zawarto$¢ pri-i mikro RNA w warunkach dzialania silnego natgzenia
swiatla, Jednym z regulatorow sygnatu sugerowanym przez innych badaczy moze by¢ stan redoks puli PQ. W
celu weryfikacji hipotezy Doktorantka wykonata eksperymenty z uzyciem dwoch inhibitoréw transportu
elektronow, DCMU odpowiedzialnego za utrzymanie puli PQ w stanie utlenionym poprzez zablokowanie
transportu elektronéw na poziomie Qg w PSII oraz DBMIB hamujgcego kompleks cytochromowy w miejscu
Qo i utrzymujgeego zatem PQ w stanie zredukowanym. Uzyskane wyniki nie potwierdzity, ze stan redoks puli
PQ uczestniczy w sygnalingu retrogradowym. Wezeéniej uwazano, ze stan redoks PQ wplywa na ekspresje
genow chloroplastowych i jadrowych. Jednak cksperymenty ze zmiang natgzenia/jakosci $wiatla i
wykorzystaniem inhibitoréw hamujacych przeplyw clektronéw z PSII do PQ wykazaly, ze stan redoks puli
PQ nie jest gléwnym zrodlem informacji modulujacym ekspresje genéw jadrowych bialek zwigzanych z
fotosynteza i gléwnym sygnalem modyfikowanym przez zmienne o§wietlenie. Wykazano natomiast, ze stan
redukcji PSI jest wazniejszy w regulacji ekspresji genow jadrowych przez §wiatto niz stan redoks PQ.

Dlaczego inhibitory podawano przez spryskiwanie roslin? Istnieje niebezpieczenstwo, ze penetracja

obu inhibitoréw do liscia roznita sie. Podanie DCMU powoduje wzrost Fv/Fm.

Poniewaz nie stwierdzono zmian w zawartosci pri-miRNA indukowanych przez stan redoks PQ, poszukiwano
kolejne mediatory jakie uczestnicza w stresie HL zwigzane z przekazywaniem informacji do jadra i powiazane
z powstawaniem tlenu singletowego ('O,). W tym eksperymencie rosliny rosty 2 tyg. na szalkach Petriego w
cigglym LL, nastgpnie przenoszono je do ciemnosci na 12 godz. i ponownie o§wietlano 2 godz. LL. Roéliny
uzyskane byly inne niz we wczesniejszych doswiadczeniach., W eksperymentach tych wykorzystywano
mutanty, w ktorych kumuluje sig tlen singletowy. Tlen singletowy ma czas zycia 200 ns, jak rozumieé jego
kumulacj¢. Uprzejmie prosz¢ o wyjasnienie jakie inne firmy ROS powstaja w stresie $wietlnym i gdzie sa
generowane. Wykorzystanie mutantéw biatek jagdrowych EX1 zwigzanych z tym sygnalingiem i badanie
zawarto$ci pri-miR163 i pri-miR840, nie potwierdzito sygnatow EX1-'0; w regulacji miRNA indukowanej
przez HL.

W warunkach stresowych B-karoten, ktory jest zwigzany z fotouktadem II moze ulegaé
oksydacyjnemu rozpadowi i wéwczas powstaje m.i. -ciklocitral (8-CC), ktéry jest transportowany do jadra i
indukuje geny jadrowe DRP i MBSI. W celu sprawdzenia hipotezy udzialu B-CC w sygnatach
retroaktywnych, do roélin podano . B-CC (jakie stgzenie?) i wykorzystujac mutany wymienionych genow
badano ekspresj¢ pri-miR163 i pri-mirR840 oraz form dojrzatych. Stwierdzono akumulacje¢ badanych form
pri-miRNA natomiast poziom form dojrzatych obnizal si¢. Wykazano wazna role tego szlaku sygnatowego w
ekspresji mirRNA w warunkach silnego natgzenia $wiatta; potwierdzily to rowniez badania z wykorzystaniem
mutanta mbs/. Eksperyment ten przeprowadzano na roslinach z diugiego dnia rosngcych przy natgzeniu
$wiatta 250 pmoli fotonéw m™s™', nasuwa si¢ pytanie czy stezenie CO, w szczelnych pudtach z pleksi nie
ograniczalo fotosyntezy. Dlaczego stosowano rosliny z warunkéw innych niz wigkszo$é prowadzonych
hodowli. Proszg¢ o komentarz.

Ten eksperyment wydaje si¢ by¢ przekonywujacy i biorage pod uwage fakt, ze w warunkach stresu zawarto$é

karotenoidow znacznie wzrasta (Chl/kar wynosi ok 10 w warunkach normalnych, w stresie ok. 4-5), ta §ciezka



sygnalowa wydaje si¢ by¢ bardzo realna, a karotenoidy przeciez wygaszaja zaréwno tlen singletowy jak 1

chlorofil tripletowy i1 emitowane jest cieplo.

Ostatnia cz¢s¢ pracy ,,Dyskusja” zawarta jest na 7 stronach i mimo malej objetodci jest bardzo dobrze
poprowadzona. Dyskusja zostala podzielona na czegéci odpowiadajace odpowiednim etapom pracy i
podsumowuje osiggnigcia doktoranta w tle prowadzonych na §wiecie badan. Doktorantka doskonale poradzita
sobie z interpretacja ogromnej ilosci wynikéw. Rozdzial ten jest dobra analiza uzyskanych danych w
kontekscie prac innych badaczy pokazuje kolejne etapy dochodzenia do wytyczonych celow. Nalezy
podkresli¢, ze doktorantka wykazala si¢ znakomitymi umiejetnosciami wykorzystywania roznych technik
badawczych w swoich eksperymentach, przeprowadzita pracochtonne i czasochlonne badania wykonujac
ogromng prac¢ doswiadczalng. Dyskusja w $wietle danych czgsto posrednich i trudnych interpretacyjnie
stanowita dla Doktorantki duze wyzwanie. Zawiera ona ponadto propozycj¢ prawdopodobnych funkcji
miR163 w negatywnej regulacji proteazy DEG2 i udzial w degradacji biatka D1. Ta funkcja jest
spekulatywna, wiadomo bowiem, ze serynowa proteaza DEG2 zlokalizowana peryferycznie na blonach
tylakoidowych od strony stromy uczestniczy w degradacji anteny Lheb6 (CP24) fotouktadu 11, nie oznacza to
jednak, ze jej funkcja moze dotyczy¢ innych bialek PSII i niewatpliwie jest to interesujaca sugestia.
Wymienione powyzej uwagi maja glownie charakter redakeyjny i dyskusyjny, pozostajg bez wplywu na
merytoryczne walory pracy, ktorg oceniam wysoko.

Sposrod wielu interesujacych i naukowo waznych wynikéw uzyskanych przez Panig mgr Barczak-Brzyzek na

szczegolne podkreslenie zdaniem recenzenta zastuguja:

* Wykazanie, ze HL powoduje zmiany w ekspresji miRNA oraz, ze brak korelacji pomiedzy pri-miRNA
a formg dojrzaty wynika z potranskrypcyjnej regulacji biogenezy miRNA zZwigzanej np. ze

stabilnoscig pri-miRNAs.

e Wykazanie, ze tlen singletowy powoduje akumulacje pri-miRNA i ze w $ciezce sygnatowe;j
chloroplast-jadro bierze udziat B-CC/MBS].

Whiosek koncowy

Podsumowujac, wyniki pracy doktorskiej mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek sa wartoéciowe i nowatorskie,
zastosowano w nich szerokie spektrum nowoczesnych technik doswiadczalnych, sg one zinterpretowane w
oparciu o dobrg znajomos¢ tematu i wnosza istotny wklad w poznanie biogenezy miRNA i jego udzialu w
Sciezkach retroaktywnych w warunkach stresu S$wictlnego. Rozprawa $wiadczy o bardzo dobrym
przygotowaniu Pani mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek do samodzielnej pracy badawczej. Stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji rozprawa spetnia wszystkie wymogi formalne przedstawione w ustawie — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. Poz. 1668, z pozn. zm.). Whnioskuje do Rady Dyscypliny
Nauki Biologiczne SGGW w Warszawie o dopuszezenie Pani mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Elzbieta Romanowska
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