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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra Dawida Kubiaka
pt.” Powstawanie i funkcje granul stresowych w stresie niedotlenienia u roslin ze szczegélnym

uwzglednieniem roli m6A (N6 - metyloadenozny)”

Opis ogolny

Rozprawa doktorska Pana mgra Dawida Kubiaka ma posta¢ monografii, sktada si¢ z: Wy-
kazu opublikowanych i nieopublikowanych prac doktoranta, Finansowania, Wykazu skrotow,
Streszczen w j. polskim i angielskim, Wstepu, Celu pracy, Materiatow, Metod, Wynikow, Dyskusji,
Whnioskow i Literatury. Wedhug zamieszczonej informacji artykut ,,Interplay between m6A modifi-
cation and overall transcripts quantity: Impacts on mRNA composition in plant stress granules”
wchodzi w sktad rozprawy doktorskiej, jednak brak tego manuskryptu w przestanej dokumentacji,
brak rowniez o$wiadczen wspotautorow tego manuskryptu. W wspomnianym manuskrypcie dokto-
rant jest pierwszym autorem.

Badania zostaly sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki, projekt ,,Udzial mechanizmow epi-

transkryptomicznych w funkcjonowaniu granul stresowych (SG) u roslin uprawnych poddanych
stresowi abiotycznemu”, ktorego kierownikiem jest Doktorant, co §wiadczy, ze Pan Kubiak z sukcesem
potrafi zdobywa¢ zewnetrzne $rodki na badania naukowe.

Rozprawa liczy 141 strony oraz 25 rycin i fotografii. Zostata napisana Klarownym,
poprawnym jezykiem polskim.

Poprawnos$é redakcyjna rozprawy

Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich typu monografii.

Mam drobne zastrzezenie co do szaty graficznej. Zdjecia z mikroskopu konfokalnego sg bardzo

dobrej jakosci ale powinny by¢ wieksze.

Wartos¢ naukowa i merytoryczna rozprawy

W czesSci wstepnej rozprawy Doktorant jasno sformutowal problem badawczy. Szczegdlowo
nakreslit obecny stan wiedzy oraz wskazal ,biate plamy”, ktére powinny by¢ uzupetnione. Sam
wstep mogltby by¢ publikowany jako samodzielny artykut przegladowy o strukturze, funkcji i
dynamice granul stresowych.

Glownym celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto poszerzenie wiedzy dotyczacej natury i



funkcji granul stresowych w komoérkach korzeni podczas stresu hipoksji. Nalezy podkresli¢ iz
tematyka rozprawy jest niezwykle intersujagca. Pomimo ze granule stresowe zostaty odkryte w
latach osiemdziesiatych to badania nad nimi skupialy si¢ gléwnie na komodrkach ssaczych,
owadzich czy drozdzy. U ro$lin analizowano przede wszystkim granule stresowe u rzodkiewnika,
tytoniu oraz u zielenicy Chlamydomonas rehinhartii. Badania wskazuja na cechy wspdlne granul
stresowych u roéznych organizmow co sugeruje, ze sg to struktury stare ewolucyjnie i bardzo
konserwatywne. Granule stresowe budza zywotne zainteresowanie, poniewaz stwierdzono ich
powigzaniem m.in. z stwardnieniem zanikowym bocznym oraz chorobg Alzheimera u ludzi.

Jako model badawczy wybrano Lupinus angustifolius i Arabidopsis thaliana (rosliny transgeniczne,
mutanty i mieszance). Doktorant mial do wykonania cztery szczegdétowe zadania badawcze: -
identyfikacje i badanie ectapéw powstawania granul stresowych oraz poznanie struktury i
dystrybucji molekut na ich terenie; - badanie zmian transkryptomu tubinu w odpowiedzi na stres
hipoksji oraz podczas powrotu do warunkéw fizjologicznych; - poznanie zmian ilosci m6A na
poziomie epitranskryptomu tubinu, oraz okreslenie roli m6A w powstawaniu granul stresowych.
Dla rozwigzania powyzszych problemow badawczych Doktorant zastosowal roznorodny i
zawansowany, molekularny warsztat badawczy (min. inhibicje translacji 1 transportu jadrowo-
cytoplazmatycznego, hybrydyzacje in situ i immunolokalizacje, a takze analizy transkryptomiczne).
Zastosowano mikroskopie konfokalng i mikroskopie wysokorozdzielcza. Ponadto Pan Kubiak
przeanalizowat ultrastrukture komorek korzeni dla udokumentowania struktury i dynamiki granul
stresowych oraz przeprowadzit lokalizacje PAB2 technika immunoztotowa. Ponadto przeprowadzit
izolacje granul stresowych, dla pokazania ich struktury. Warto podkresli¢, ze Doktorant jako
pierwszy zastosowal przeciwciata do m6A w technikach in situ, co §wiadczy o nowatorstwie i
umiejetnosciach Pana Kubiaka.

Doktorant wykazat, Ze podczas hipoksji w komorkach korzeni tubinu dochodzi do powstawania
granul stresowych bogatych w poli(A) RNA i biatka PAB2. Pokazal dynamike tych struktur oraz
udowodnit, ze podczas hipoksji transkrypty z cytoplazmy przemieszczajg si¢ do granul stresowych.
Natomiast granule stresowe zanikajg po ustgpieniu stresu. Pan Kubiak analizowatl ultrastrukture
granul stresowych oraz wykazat, ze granule sktadaja si¢ z pierscienia bogatego w poli(A) RNA i
PAB2 oraz centralnej strefy z rybosomami, ktora jest wolna od poli(A) RNA i PAB2. Doktorant
m.in. udowodnit, ze granule stresowe sg gtownym sg zrodlem zwigkszajacej sie ilosSci mRNA w
cytoplazmie po ustaniu hipoksji dzigki czemu komorka moze wrdci¢ do prawidtowego
funkcjonowania. Doktorant zidentyfikowat 21 036 gendéw roznicowo eksprymowanych w czasie
niedotlenienia u ‘tubinu. Najwazniejszym osiagnieciem Pana Kubiaka, potwierdzonym
eksperymentalnie, jest udowodnienie, ze m6A ma istotny udziat w odpowiedzi na stres

niedotlenienia, zarOwno zwigzanej z regulacja ilosci mRNA, ale takze z przechowywaniem



transkryptow na okres po zakonczeniu stresu w granulach stresowych.

Na szczegélng uwage zasluguje stwierdzenie przez Doktoranta, Zze znaczna liczba genow
indukowanych w odpowiedzi na stres niedotlenienia jest zwigzana z biogenezg §ciany komoérkowe;.
Aktywacja genow zwigzanych z metabolizmem hemiceluloz, ekspansyn i enzymoéw XTH powoduje
przebudowe Scian komorkowych oraz syntez¢ Sciany komorkowej. Umozliwia to aktywacje
mechanizmu obronnego — ,,ucieczki” korzeni ze srodowiska z obnizong iloscig tlenu.

Rolg recenzenta jest takze wskazanie uchybien w rozprawie. Doktorant czgsto nie stosuje Kursywy
w zapisie nazw gatunkowych czy rodzajowych, szczegodlnie w literaturze. Nie znalaztem kontroli
znakowania ztotem. Te drobne bledy nie majg wptywu na wysokg warto$¢ merytoryczng dysertacji.
Pan Kubiak wykonat olbrzymig pracg laboratoryjng. Czytajac dysertacje mam pewnos$¢, ze autor

dysertacji jest Swiadomym, w pelni rozwinigtym naukowcem.

Podsumowujac uwazam, ze Doktorant w pelni rozwigzal oryginalny problem badawczy, jaki
przed sobg postawil. Ponadto wykazat si¢ dojrzatoscig naukowa, umiejetnoscig pracy w zespole,
swietnie opanowal warsztat biologa molekularnego, oraz potrafit zdoby¢ $rodki finansowe na
prowadzenie badan. Nalezy podkresli¢, ze dysertacja Pana Kubiaka jak i prace naukowe zespotu dra
hab. Janusza Niedojadto, prof. UMKa stanowig wazny krok w zrozumieniu granul stresowych i ciat
jadrowych roslin.

Podczas czytania rozprawy nasungly mi si¢ nastepujace pytania i sugestie:

Czy sa doniesienia o obecno$ci granul stresowych u roslin odpornych na zalanie i okresowe
braki tlenu?

Czy u rzodkiewnika sg rdéznice pomiedzy granulami stresowymi wystepujagcymi w czasie szoku
cieplnego a tymi ktore powstaja w wyniku hipoks;ji?

Warto sprawdzi¢ dynamike granul stresowych w starszych cze$ciach korzenia u starszych roslin
w wyspecjalizowanych i1 catkowicie wyrdznicowanych juz komorkach réznych tkanek.
Podsumowujac stwierdzam, ze dysertacja doktorska Pana mgra Dawida Kubiaka spelnia warunki
stawiane przed rozprawami doktorskimi zgodnie z wymaganiami okreslonymi w art. 187 ust. 1-2 i
art. 190 ust. 3 Ustawy z dn. 20.07.2018 r. Prawo o Szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz.
1571) 1 wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w

Toruniu o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzglgdu na wysoki merytoryczny poziom przedstawionej dysertacji
wnioskuje do szanownej Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika

w Toruniu o nagrodzenie Pana Dawida Kubiaka.
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