UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
uAM Instytut Biologii Eksperymentalne;j

prof. UAM dr hab. Agnieszka Bagniewska-Zadworna
Zaktad Botaniki Ogolne;j

Instytut Biologii Eksperymentalnej, Wydzial Biologii
Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Dawida Kubiaka,
p.t. ,,Powstawanie i funkcje granul stresowych w stresie niedotlenienia u roslin
ze szczegOlnym uwzglednieniem roli m6A (N6 - metyloadenozyny)”

Podstawe¢ formalng do wykonania recenzji stanowi pismo Dziekan Wydzialu Nauk Biologicznych 1
Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, prof. dr hab. Justyny Rogalskiej wraz
z uchwatg Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne UMK w Toruniu z dnia 3 grudnia 2024
roku, powierzajace mi obowigzki recenzentki na podstawie uchwaty nr 88.

Oswiadczam o braku zalezno$ci, ktora wptyngtaby na obiektywizm mojej opinii.

Informacje formalne

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Katedrze Biologii Komorkowe;j i
Molekularnej na Wydziale Nauk Biologicznych 1 Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu, pod kierunkiem prof. UMK dr hab. Janusza Niedojadto.

Recenzowana rozprawa ma charakter obszernej monografii, obejmujacej 141 stron i zawiera typowy
dla prac eksperymentalnych uktad dysertacji doktorskiej. Sktada si¢ z siedmiu gtéwnych rozdziatow,
a takze wykazu literatury obejmujacego 217 pozycji. Monografia wzbogacona jest takze dodatkami
w postaci wykazu skrotow oraz danymi dotyczacymi finansowania badan. Dodatkowo cato$¢ pracy
opatrzono streszczeniem w jezyku polskim 1 angielskim. Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi
rozdziatami sa prawidtowe, podobnie kompletnos¢ tresci i zastosowane narzedzia badawcze.
Wszystkie prace zostaly wykonane przez Autora rozprawy, oczywisty jest zatem indywidualny 1
wyodrgbniony wklad kandydata do stopnia doktora przy opracowywaniu koncepcji, wykonaniu
czesci eksperymentalnej oraz interpretacji wynikoéw, co jest zgodne z zapisami w Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym. Prace badawcze byly finansowane z grantu Narodowego Centrum
Nauki: ,,Udziat mechanizmow epitranskryptomicznych w funkcjonowaniu granul stresowych (SG) u
ro$lin uprawnych poddanych stresowi abiotycznemu”, w ramach konkursu PRELUDIUM 21 (nr
2022/45/N/NZ9/04015), ktorego kierownikiem byt Doktorant.

Uktad rozprawy doktorskiej Pana mgr. Dawida Kubiaka jest zgodny z zasadami przyjetymi dla tego
typu opracowan, za§ na podkreslenie zastuguje bardzo duza staranno$¢ przygotowania rozprawy,
szczegblnie dokumentacji fotograficznej. Tytut rozprawy jest trafnie dobrany i w petni odzwierciedla
jej tres¢. Cel pracy zostat jasno, zwigzle 1 precyzyjnie sformulowany, a nastepnie szczegdtowo
rozwinigty 1 przedstawiony w toku badan. Wyniki zostaly zaprezentowane wnikliwie 1 z duza
staranno$cig. Prawidtowe zastosowanie cytowan oraz dobor literatury, ktora doskonale odzwierciedla
aktualny stan wiedzy, zastuguja na uznanie — zarowno pod wzgledem jakosci, jak i liczby (cho¢ nie
wszystkie zostaly ujete w porzadku alfabetycznym, np. Kwon i in., 2007; Tong i in., 2022 czy Yan i
in., 2014). Praca spelnia wszystkie formalne wymagania dotyczace struktury i prezentacji wynikow
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badan wiasnych, nie budzac zadnych zastrzezen. Styl pracy jest klarowny, a zastosowana
terminologia naukowa w wigkszosci przypadkow wtasciwa i precyzyjna.

Ocena merytoryczna

Przedstawiona do recenzji praca doktorska podejmuje do$¢ trudny, w mojej ocenie, temat poznania
natury i funkcji granul stresowych (SG) w komorkach korzeni L. angustifolius (fubinu waskolistnego)
I A. thaliana (rzodkiewnika pospolitego) podczas stresu hipoksji. Przeprowadzone przez Doktoranta
badania wykazaty, Ze podczas niedotlenienia w komorkach korzeni tubinu dochodzi do powstawania
granul stresowych, bogatych w poli(A) RNA i biatka PAB2. Te analizy obejmowaly kilka stadiow,
poczawszy od identyfikacji i charakterystyki poszczegolnych etapow ich powstawania oraz poznania
struktury i dystrybucji molekul na ich terenie, okreslenie zmian w obrgbie transkryptomu tubinu w
odpowiedzi na stres hipoksji oraz podczas powrotu do warunkow fizjologicznych, poznanie zmian w
ilo$ci N6 - metyloadenozyny (m6A) na poziomie epitranskryptomu tubinu, wraz z okresleniem roli
m6A w powstawaniu granul stresowych. Poznanie mechanizméw powstawania i funkcjonowania
granul stresowych jest kluczowe dla rozpoznania fizjologii roslin w warunkach stresu i odpowiedzi
roslin na czynnik stresowy, w tym konkretnym przypadku niedobor tlenu i zwigzany z tym stres
hipoksji. Sformutowanie problemu badawczego wymagalo z pewno$cig zastanowienia si¢ nad
wyjasnianym zagadnieniem, kontekstem, aktualnym stanem wiedzy i oryginalnosciag. Nie bez
znaczenia byt tez odpowiedni model doswiadczalny i plan badan. Jako model dos§wiadczalny Autor
wybral komorki merystematyczne korzeni tubinu waskolistnego, a niektére analizy, ze wzgledu na
brak odpowiednich mutantow, przeprowadzano w oparciu 0 mutanty i mieszance rzodkiewnika
pospolitego. Dzigki takiemu podejéciu 1 zastosowaniu mutantow (o wysoce obnizonym poziomie
m6A) okreslono role modyfikacji N-6 metyloadenozyny w formowaniu i funkcjonowaniu granul
stresowych. W wyniku braku zaj$cia procesu metylacji adenozyny zaobserwowano spadek liczby
granul stresowych oraz zawartosci poli(A) RNA na ich terenie, co stanowilo jednoznaczne
potwierdzenie przyjetych zalozen. Zastosowany w badaniach uklad eksperymentalny zostat
zaprojektowany z dbatos$cig o szczegdtowe etapy podejmowanych zadan badawczych, umozliwiajace
poznanie kolejnych mechanizméw regulujacych powstanie, rozwoj i1 funkcjonowanie granul
stresowych w stresie hipoksji. Tok rozumowania zaprezentowany w dysertacji jest prawidlowy,
zrozumialy 1 w przejrzysty sposob prowadzi czytelnika przez wyniki uzyskanych analiz oraz ich
dyskusje.

Takie podjgcie tematu i1 zaprezentowana koncepcja badan wydaje si¢ jak najbardziej shuszna.
Interesujace 1 intrygujace zarazem jest to, ze po ustgpieniu stresu granule stresowe roOwniez zanikaja
oraz, ze podczas hipoksji w granulach stresowych przechowywane sg transkrypty, ktore stanowia
wystarczajace zrodto cytoplazmatycznego RNA w pierwszych godzinach po ponownym natlenieniu
ro$lin. Przedstawione wyniki sa3 w duzej mierze nowatorskie, uzyskane wilasnie dzigki unikalnemu
systemowi eksperymentalnemu i mozliwosci wykorzystania linii transgenicznych rzodkiewnika.

W gléwnej czesSci dysertacji Autor przedstawit wstep z przegladem literatury, cel pracy,
wykorzystane materialy, zastosowane metody badawcze, wyniki oraz ich dyskusj¢. W tak obszernym
opracowaniu nie brakuje drobnych btedéw edytorskich, w tym interpunkcyjnych 1 tzw. literowek.
Wymienione drobne uchybienia nie wptywaja jednak negatywnie na moja ocen¢ merytoryczng pracy.

Autor przytoczyt tez na str. 5 publikacj¢ - jako cz¢$§¢ wchodzaca w sklad pracy doktorskiej, jednak
aby tak bylo musiataby by¢ zalaczona do dysertacji wraz z wymaganymi oswiadczeniami
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wspotautordéw i jasno wydzielong czegscig autorstwa Doktoranta. Rozumiem, ze w tym konkretnym
przypadku zapis powinien raczej brzmie¢: Publikacje obejmujace wybrane wyniki rozprawy.

Ocena poszczegdlnych czesci rozprawy

Wstep z przeglgdem literatury zostal zaprezentowany jako do$¢ obszerne omoéwienie i
usystematyzowanie dotychczasowej wiedzy z przedmiotu badan. Rozdzial ten wprowadza w
tematyke pracy, w ktérym Autor wiedzie czytelnika rozmy$lnie przez poszczegolne etapy rozwazan
1 omawia szczegdlowo stan wiedzy, jednak czyni to w sposob przemyslany i konsekwentnie
zmierzajacy do przedstawienia zamierzonego konceptu pracy. Zasadniczym dazeniem Autora byto
bowiem nakreslenie wytaniajacego si¢ celu pracy, czyli poznania natury i funkcjonowania granul
stresowych w stresie hipoksji. Mam jednak pytanie, czy rzeczywiscie wszystkie, jak Autor stwierdza
,rosliny sa organizmami osiadtymi”? Czy tylko wigkszo$¢, w tym ta wigkszo$¢ odnosi si¢ przede
wszystkim do roslin ladowych?

W rozdziale Cel pracy pan mgr Dawid Kubiak postawit takze pytania badawcze, ktore miaty pomoc
zrealizowac gldwny cel badan i na ktore starat si¢ odpowiedzie¢ po przeprowadzeniu kolejnych zadan
badawczych.

W rozdziale Materialy, a takze w rozdziale Metody krotko omowiono materiat badawczy, wszystkie
uzyte materialy i odczynniki oraz opracowany uktad eksperymentalny. Do realizacji gtownych
zatozen pracy wykorzystano w petni odpowiednie, nowoczesne techniki i metody z zakresu biologii
komorki oraz biologii molekularnej. Poza uprawg i przygotowaniem materiatu ro§linnego do badan,
stosowano takie techniki jak analizy mikroskopowe w mikroskopie konfokalnym (w tym
hybrydyzacje in situ i reakcje immunohistochemiczne) oraz transmisyjnym mikroskopie
elektronowym (w tym reakcje immunocytochemiczne z wykorzystaniem czastek ztota do detekcji),
analizy transkryptomiczne (w tym immunoprecypitacja, reakcje qRT-PCR, sekwencjonowanie),
analizy bioinformatyczne i statystyczne. Zastosowane metody badawcze zostaty opisane zgodnie ze
standardami przyjetymi dla prac doktorskich, jasno przedstawiajac sposob 1 zakres
przeprowadzonych analiz. Przy okazji lektury tego rozdziatu nasuneto mi si¢ kilka pytan lub
watpliwosci, ktore z obowigzku recenzenta chciatabym wyjasnic:

1) Jaka byla wielko$¢ 3-dniowych siewek i dtugo$¢ korzeni tubinu, uzytych do badan?

2) W rozdziale dotyczacym opisow zastosowanej metodyki Autor uzywa terminu ,,hodowla”. Prosze
o wyjasnienie tej kwestii w kontekscie powszechnie przyjetej definicji hodowli roslin, zgodnie z ktéra
jest to ,,nauka zajmujaca si¢ polepszaniem cech dziedzicznych u roslin uprawnych, obejmujaca
rébwniez praktyczne dziatania zmierzajace do stworzenia odmian lepszych jako$ciowo i
plenniejszych”. Czy w $wietle tej definicji, uktad eksperymentalny zastosowany w pracy doktorskiej
nalezy okresli¢ jako hodowleg, czy raczej uprawe roslin?3) W przypadku materialu roslinnego,
takiego jak nasiona tubinu waskolistnego czy rzodkiewnika pospolitego, wlasciwszym terminem jest
,dezynfekcja powierzchniowa” niz ,sterylizacja”. Okreslenie ,sterylizacja” w jezyku polskim,
zwlaszcza w kontekScie biologicznym, odnosi si¢ bowiem do procesu prowadzacego do
ubezptodnienia.

4) Autor podaje, ze materiat roslinny utrwalano w 4% paraformaldehydzie. Czy rzeczywiscie
mozemy uzna¢, ze nadal byt to paraformaldehyd? Paraformaldehyd jest spolimeryzowanym
formaldehydem, zwykle otrzymywanym jako biaty proszek. Zmieszany z wodg i podgrzany ulega
calkowitej depolimeryzacji 1 rozpuszcza si¢ w wodzie tworzac roztwor formaldehydu.
Paraformaldehyd jest zatem krystalicznym polimerem formaldehydu, ktéory w warunkach
laboratoryjnych zwykle jest odwazany i rozpuszczany w roztworze do eksperymentow lub utrwalania
komorek 1 tkanek.
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5) Dlaczego podczas normalizacji wynikéw reakcji PCR w czasie rzeczywistym wykorzystano tylko
jeden gen referencyjny UBCS, nalezacy do rodziny gendéw kodujgcych ubikwityne — biatko, ktére
odgrywa kluczowa role w degradacji biatek w komoérce? Normalizacja wzgledem pojedynczego genu
referencyjnego nie jest juz obecnie akceptowalna, chyba ze badacze przedstawig dla recenzentow
jasne dowody potwierdzajace jego niezmienng ekspresje w opisanych warunkach eksperymentalnych
(szczegodty w pracy: Bustin i in. 2009, The MIQE guidelines: minimum information for publication
of quantitative real-time PCR experiments). Kazdy gen referencyjny moze potencjalnie ulegac
zmiennej ekspresji w zaleznosci od warunkéw eksperymentalnych (np. stres), rodzaju tkanki, fazy
cyklu komorkowego. Jezeli jedyny gen referencyjny ulega zmiennosci, wyniki normalizacji moga
by¢ btedne. Optymalna liczbg 1 wybor gendw referencyjnych nalezy okresli¢ doswiadczalnie, podajac
szczegotowo zastosowana metodyke. Obecnie zaleca si¢, aby zawsze uzywaé co najmniej dwoch
genow referencyjnych, poniewaz uzycie tylko jednego moze prowadzi¢ do stosunkowo duzych
btedow. Wszelkie nawet niewielkie zmiany w ekspresji genu normalizatora zaciemniajg rzeczywiste
roznice 1 powodujg zmiany artefaktyczne. Prosz¢ Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do tej kwestii
podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

6) Nie odnalaztam takze opisu liczby powtorzen (biologicznych/technicznych) dla poszczegdlnych
typow analiz.

Rozdzial Wyniki zostal przedstawiony na 50 stronach. Na uwage zastuguje ogrom analizowanych
rezultatbw 1 jednocze$nie z reguly klarowna ich prezentacja, rzeczowa analiza oraz trafne
spostrzezenia w kazdym z przedstawionych podrozdziatow. Kazdy rozdzial rozpoczyna sie
sformulowaniem celu czastkowego a jednoczesnie konczy si¢ podsumowaniem, pozwalajacym na
zestawienie detalicznych wynikow w nim opisywanych i odniesieniem do nakreslonego celu.
Wyniki sg oryginalne 1 bez watpienia zawieraja element nowatorski. W mojej ocenie sam sposob
prezentacji 1 eksponowania dos$¢ licznej dokumentacji fotograficznej nie budzi zastrzezen a nawet
jest tak klarowny, ze umozliwia fatwe $ledzenie kolejnych opisywanych wynikow.

Brakuje jednak wielu wynikow reakcji kontrolnych (kontrole negatywne), np. z pomini¢ciem
pierwotnego przeciwciata, zarowno w mikroskopii konfokalnej jak i transmisyjnej mikroskopii
elektronowej. Nalezaloby je przedstawi¢ w krotkim chociazby zestawieniu jako suplement do pracy.

Wskazany bylby tez schemat/diagram podsumowujacy najwazniejsze z uzyskanych wynikéw. Tego
rodzaju schemat moze jednak zosta¢ zaprezentowany podczas obrony pracy doktorskiej. Zwtaszcza,
ze wsrod uzyskanych wynikow za niezwykle cenne nalezy uzna¢ zaprezentowany, po raz pierwszy
dla komorek roslinnych, wplyw modyfikacji N6-metyloadenozyny na powstawanie i zawarto$¢
mRNA w granulach stresowych. Wskazuje na to przede wszystkim obecnos¢ m6A w SG w
pierwszych etapach ich powstawania, wystgpowanie w granulach stresowych transkryptéw, w
ktorych poziom m6A istotnie wzrasta podczas hipoksji, zmniejszona liczba granul stresowych w
mutantach rzodkiewnika o obnizonym poziomie m6A oraz obnizenie poziomu poli(A) RNA w
granulach stresowych u mutantow rzodkiewnika z zredukowang iloscig mo6A.

Nalezy jednak zdawacé sobie sprawe z faktu, ze tak detaliczny sposob dowiedzenia zawartych w
dysertacji wynikow wymagat jednak wielu czasochtonnych analiz mikroskopowych, z
wykorzystaniem materiatu badawczego gldwnego — korzeni tubinu jak i wielu réznych linii, w tym
mieszancowych, transgenicznych roslin 1 zastosowania roznorodnych metod
immunohistochemicznych, immunocytochemicznych i molekularnych, a takze szeregu godzin
spedzonych nad interpretacjg uzyskanych obrazow, co nalezy szczegoélnie doceni¢ przy ocenie
wynikow badan. Badania obejmowaly takze kilka wariantow hipoksji oraz reoksygenacje.
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Dodatkowo, jak juz odnotowano, wybrane wyniki badan zostaly juz wystane do redakcji czasopisma
o zasiegu miedzynarodowym. Pozostate z pewnos$cig stanowig dobry materiat publikacyjny, a drobne
uwagi tylko pomoga przygotowa¢ manuskrypty kolejnych publikacji.

Na nie mniejszg uwage zastuguje umiejetnosé Dyskusji uzyskanych wynikoéw badan i zestawienia ich
z danymi literaturowymi. Nie byto to zadanie proste, biorgc pod uwage mnogos$¢ badanych
czynnikow 1 zastosowany model eksperymentalny, ktory obejmowat liczne doswiadczenia z
wykorzystaniem szerokiego wachlarza odpowiednio dobranego materiatu roslinnego. Nieco ulatwia
fakt podziatu dyskusji na podrozdzialy. Dyskusje w poszczeg6lnych podrozdziatach dowodza, ze pan
mgr Dawid Kubiak posiadl umiejetnos¢ wiasciwej, krytycznej interpretacji otrzymanych wynikéw
badan wlasnych oraz wyciagnigcia z nich trafnych wnioskéw. Autor prawidtowo konfrontuje bowiem
wyniki badan wilasnych z dostepnymi danymi literaturowymi, niejednokrotnie wskazujac lub
odnoszac je nie tylko do $wiata roslin, ale i organizméw/komorek zwierzgcych, dla ktorych
prowadzono takie analizy. Wszystkie cytowane w dyskusji prace zostaly dobrane wiasciwie i
wskazuja na bardzo dobra znajomos¢ literatury przedmiotu. Z niezwykla tatwoscia dochodzi
Doktorant do kluczowych, jasno sprecyzowanych wnioskow, interpretujac uzyskane wyniki
dotyczace formowania i funkcjonowania granul stresowych w stresie hipoksji, jak i podczas
reoksygenacji. Niezwykle ciekawe jest, Ze po ustapieniu stresu rowniez i granule stresowe stopniowo
zanikajg. Doktorant pisze (str. 112) o dwdch strategiach odpowiedzi roslin na dzialajacy czynnik
stresowy, strategii ,,ucieczki” i ,,spoczynku”. Czy 6w spoczynek mozna jednak w pewnym stopniu
rozpatrywacé w kategoriach adaptacyjnych do warunkow stresowych?

Lektura tak obszernej i starannie opracowanej pracy doktorskiej sktania réwniez do refleksji nad
mozliwymi dalszymi kierunkami badan, ktore ta praca otwiera w ramach dyscypliny. Czy uzyskane
wyniki moga stanowi¢ podstawe do alternatywnej konceptualizacji lub sformutowania nowych
hipotez, ktore warto bytoby zweryfikowa¢ w przysztych badaniach? Byloby niezwykle interesujace
pozna¢ stanowisko Doktoranta w tej sprawie, dlatego uprzejmie prosze o odniesienie si¢ do tych
kwestii podczas obrony.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, warto$¢ merytoryczng rozprawy, znaczenie uzyskanych wynikoéw oraz kompetencje
Doktoranta oceniam bardzo wysoko. Praca jest dojrzalym studium i znakomitym wkladem w
dziedzing biologii rozwoju roslin, takze w warunkach hipoksji. Przedstawione nieliczne zapytania sg
podyktowane checig pobudzenia dyskusji i poznania opinii Doktoranta, za§ w niczym nie umniejszaja
wartosci prezentowanej dysertacji. Uwazam, ze Doktorant w pelni rozwigzal problem, jaki nakreslit
w celu badawczym. Dysertacja jest bardzo dobrym opracowaniem naukowym i wnosi nowe, istotne
odkrycia, pozwalajace lepiej pozna¢ proces formowania i funkcjonowania granul stresowych u roslin
w odpowiedzi na czynnik stresowy, jakim jest niedobor tlenu oraz wskaza¢ jego gldwne mechanizmy.
Bioragc powyzsze pod uwage nalezy stwierdzi¢, ze podjeto badania w waznej dziedzinie nauki, istotne
zarOwno z poznawczego, jak i1 praktycznego punktu widzenia, jako Ze uzyskana wiedza w zakresie
czynnikow determinujgcych prawidtowa reakcje roslin na czynnik stresowy moze przyczynic si¢ do
potencjalnego jej wykorzystania do ewentualnej modulacji wzrostu 1 rozwoju ro$lin w
niekorzystnych warunkach. Przedstawiona do oceny praca doktorska dowodzi, ze Pan mgr Dawid
Kubiak posiadl umiej¢tnos¢ stawiania probleméw badawczych, planowania badan i formutowania
celu pracy wraz z jego konsekwentng realizacja, jak rowniez takze konfrontowania wynikow badan
wiasnych z tymi uzyskanymi przez inne zespoty badaczy.
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Przyjeta 1 zaprezentowana forma dysertacji spetnia wymagania stawiane eksperymentalnym pracom
doktorskim zgodnie z przepisami Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce. Uwzgledniajac rOwniez przepisy wydane na podstawie art. 5 ust. 3 tej ustawy, przedktadam
Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne w Toruniu wniosek o dopuszczenie mgr.
Dawida Kubiaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego, celem nadania mu stopnia doktora w
dziedzinie i dyscyplinie okreslonej w tych przepisach.

Jednoczesnie, majac na uwadze niezwykle wysoki poziom recenzowanej rozprawy, jej znaczaca
wartos¢ naukowa, wysokg jakos$¢ 1 oryginalno§¢ przeprowadzonych badan, wnioskuje o
uhonorowanie pracy doktorskiej mgr. Dawida Kubiaka stosownym wyr6znieniem. Uwazam, ze
rozprawa ta stanowi dojrzate i kompleksowe studium, wnoszace istotny wktad w nauk¢ poprzez
odkrycia, ktére w znaczacy sposob poglebiaja nasza wiedze na temat natury i funkcjonowania granul
stresowych u ro$lin wyzszych.
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