Warszawa [2.09.2009r

Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,,Biosynteza izoenzymoéw transferazy
asparaginianowej u pszenicy zwyczajnej Triticum aestivum L” wykonanej
przez mgr Mareina Macigga pod kierunkiem dr hab. prof. SGGW
Andrzeja Paszkowskiego.

1.Uwagi ogolne

Przemiany azotowe zwane takze gospodarks azotem sg jedna z kluczowych cech organizmoéw zywych
majacy takze znaczace implikacje praktyczne. Z kolei indywidualna charakterystyka tych przemian u
poszezegdlnych gatunkéw jest zalezna od zapisu w informacji genetycznej o skladnikach
uczestniczacych w przemianach azotowych. Jednym z takich skladnikéw bialkowych jest enzym o
nazwie transferaza asparaginianowa ( AAT), kiory katalizuje odwracaing reakeje przeniesienia grupy
aminowej z L-asparaginianu na 2-oxoglutaran. Tenze enzym i kodujace go sekwencje DNA u
pszenicy sg przedmiotem badan przeprowadzonych w ramach rozprawy mgr Marcina Maciaga.

Autor postawil sobie za cel, ze okresli liczbe wszystkich genow kodujacych transeferaze
asparaginianowa u pszenicy zwyczajnej oraz okresli ich sekwencje na poziomie cDNA, a takze ustali
ekspresj¢ na poziomie mRNA i scharakteryzuje wiasciwosci biochemiczne poszezegolnych
izoenzyméw. Problematyka powyzsza jest bardzo aktualna w sferze poznawczej i wpisuje si¢ w
priorytety Krajowego Programu Badan Naukowych i Prac Rozwojowych. Z tych powodow temat
pracy nalezy uzna¢ za jak najbardziej uzasadniony.

2. Dane formalne 0 rozprawie

Rozprawa liczy 78 stron ponumerowanych, a jej tres¢ zostala podzielona na 8§ rozdziatéw. Uklad pracy
jest typowy dla prac eksperymentalnych z tego zakresu. W treé¢ jest wkomponowanych 26 rysunkéw
(skladajg si¢ na to fotografie zeli, schematy i porownania sekwencji DNA i aminokwasow) oraz 4
tabele. W rozprawie sg 2 rysunki o numerze 25 (strona 56 i 60), ale odmiennej zawartosci, a strona 44
zostala blgdnie zamieszczona po stronie 39. Literatura zawiera 72 pozycje.

3. Ocena rozprawy

Pszenica zwyczajna jest gatunkiem alloheksaploidalnym, co skutkuje migdzy innymi zlozonoscia
genetyczna, duzym genomem i efektami zwiazanymi ze stanem zwanym homeologicznym. Rodzi to
spore utrudnienia w badaniach molekularnych nad genomem pszenicy, ale jednoczesnie umozliwilo
stworzenie (jak w zadnym innym gatunku) zestawdw linii aneuploidalnych pozbawionych
pojedynczych chromosoméw lub ich fragmentéw i otworzyle mozliwosci dosé precyzyjnych badan
nad lokalizacjq i efektami dzialania poszczegolnych chromosomow i gendw. Mgar Macigga doskonale
wykorzystat ten fakt do odpowiedzi na jedno z podstawowych pytan jakie zawart w celu rozprawy.
Do$wiadczenia prowadzone w ramach eksperymentalnej czesci rozprawy sa bardzo dobrze
przemyslane 1 zaplanowane stosownie do akfualnego stanu wiedzy. Material biologiczny dobrano w
taki sposob, aby mozliwa byla weryfikacja réznych hipotez dotyczacyeh lokalizacji genow
aminotransferazy asparaginianowej. Z kolei o wyborze metod molekulamo-biologicznych i
biochemicznych decydowata ich przydatnosé¢ do identyfikacji genomowej oraz zbadanie ekspresji i
wlasciwosci biochemicznych poszezegdlnych izoenzymow. Uwzgledniono takze stan wiasnego
warsztatu badawczego i mozliwosci kooperacji. Cheialbym podkreslié, ze realizacja czgsci
eksperymentalnej wymagata od Autora (poza opanowaniem warsztatu molekularno-biochemicznego)
bieglodci w korzystaniu z réznorodnych baz danych i1 znajomosci elementdéw programowania
molekularnego. Dobra wizytéwka dla tych umigjetnosci jest takie zaprogramowanie starterow dla
sekwencji kodujacych w reakeji PCR, ze mozliwe bylo uzyskanie produkiu odpowiadajacego jednemu
egZONOWI,



Rozprawa jest napisana zwigzle i przystgpnie, a wyniki sa zinterpretowane poprawnie z zachowaniem
nalezytej ostroznosci. Literatura jest dobrana trafnie, z zachowaniem umiaru co do ilosci pozycji. W
kilku kwestiach Autor uzyskal dane weryfikujace dotychczasowe poglady. Na przyklad co do
lokalizacji chromosomowej genow kodujacych AAT doszedt do konkluzji wyjasniajacych
niezgodnosci panujace w literaturze. 1 tak w odniesieniu do genow chloroplastowej AAT potwierdzit
poglad o ich lokalizacji w krétkim a nie dlugim ramieniu chromosomu szostego, a w przypadku
gendéw mitochondrialnej AAT wyrazil nowa sugestie 0 wystgpowaniu nie jednej, lecz dwoch rodzajéw
podjednostek i podwazyl poglad o lokalizacji odpowiadajgeych im gendéw na krétkim ramieniu
chromosomu szdstego. Z kolei w odniesieniu do ekspresji gendw Autor doszedt do wniosku o réznicy
w poziomie ekspresji genow podjednostki o cytoplazmatycznej AAT znajdujacych sig¢ w genomie A
w stosunku do genéw znajdujgcych si¢ w genomach B i C oraz wskazal na bezposrednia korelacje
ilosci mRNA ze zmianami w ilose¢i syntetyzowanego enzymu. W  stosunku do wiasciwosci
biochemicznych Autor wyznaczyt takze, po raz pierwszy u pszenicy, parametr kinetyczny czasteczki
zwany liczba obrotéw dla alloenzyméw chloroplastowyceh i cytoplazmatycznych i wykazal, ze dla tych
pierwszych wielkosci te sa zblizone do dotychczas opisanych, natomiast dla alloeznymow
cytoplazmatycznych znacznie odbiegaja od danych literaturowych.

W' dyskusji dokonano takze poréwnan niektdrych charakterystyk uzyskanych przez Autora dla
pszenicy z pokrewnymi gatunkami zbozowymi, co dostarcza ciekawych danych poréwnawezych i
wzbogaca rozprawe. Zestawienia te wykonano dla takich kluczowych danych jak: sekwencje
aminokwasowe rejonéw czasteczki zwiazanych z centrum aktywnym alloenzymow aminotransferazy
asparaginianowe]j. wiasciwosci kinetyczne izoenzymoéw frakcji chloroplastowej i cytoplazmatycznej
aminotransferazy asparaginianowej oraz poréwnanie lokalizacji chromosomalnych genéw kodujacych
wszystkie 3 typy transferazy asparaginainowej - cytoplazmatyczna chloroplastows i mitochondrialng
u pszenicy uzyskanych przez roznych autorow roznymi metodami.

Nie mam zasadniczych uwag do rozprawy, a te kiére wyrazam maja charakter wylacznie porzadkujacy
i formalny. Sg one naste¢pujace : 1. Uzywanie jednej formy liczebnika w przypadkach gdy nalezy uzy¢
imiestown np. trzech ( na przyklad w streszczeniu uczyniono to szesciokrotnie), 2. Wystepuje
niezgodnos¢ w liczbie roslin analizowanych pomigdzy polska i angielskq wersja streszczenia
(odpowiednic 4 i 5), 3. Wnioski lepiej nazwaé podsumowaniem, poniewaz sg utrzymane w formie
opisowo - konkluzyjnej, a nie wylacznie konkluzyjnej, 4. Skrot slowa ,,wspélpracownicy™ powinien
konczy¢ si¢ na literze przed samoglosks (najczesciej konczy sie go po pierwszym ,,p” lub ™.

4. Konkluzja

Rozprawa mgr Marcina Macigga wpisuje si¢ w zakres aktualnej problematyki dotyczacej okreslenia
migjsc genow kodujacych 3 typy transferazy asparaginianowej w genomach pszenicy oraz niektorych
szczegOlow zwiazanych z ekspresja tych genow. Uzyskane dane w niektorych przypadkach weryfikujg
a w innych poglebiaja nasza wiedze o dziataniu tych genow lub dostarczaja informacji nowych o
wilasciwosciach biochemicznych tego enzymu. Autor rozprawy pokazal, ze umic postawié¢ aktualny
problem badawczy. zaplanowa¢ sposéb jego wykonania stosownie do mozliwosci metodycznych.
pomyslnie 6w program zrealizowaé oraz poprawnie zinterpretowac wyniki. W ten sposob dowiddl, ze
jest dobrze przygotowany do samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Warto podkreslic, ze
czesé wynikow opublikowano w czasopismie o migdzynarodowym zasiggu z listy filadelfijskiej, co
jest dowodem dbalosci o szybkie przekazywanie wynikéw do spolecznosci naukowej. Z tych
powoddw uwazam, Ze rozprawa spelnia wymogi stawiane pracom na stopien doktora nauk rolniczych
i stawiam wniosek o dopuszczenie Autora rozprawy do dalszych etapéw postepowania.
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