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Reakcje roslin zwigzane z odpowiedzig na stres, w tym mechanizmy adaptacji, sy dynamiczne

i maja kluczowe znaczenie dla przetrwania organizmu roslinnego we wcigz zmieniajgcym sie

srodowisku. Adaptacja do warunkéw stresowych jest mozliwa m.in. poprzez cytoplazma-

rozwoju nauk biologicznych.
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tyczng akumulacje granul stresowych. W recenzowanej rozprawie doktorskiej Pan mgr Dawid
Kubiak postawit sobie za zadanie scharakteryzowanie funkcji granul stresowych i etapéw ich
powstawania w warunkach stresu niedotlenienia, a takze ustalenie roli N6-metyloadenozyny
w odpowiedzi na ten rodzaj stresu abiotycznego. Tematyka rozprawy doktorskiej jest

nowatorska i szalenie interesujgca, a uzyskane wyniki mogg miec istotne znaczenie dla
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1/ Ogélna ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest praca o typowym ukfadzie monografii
napisanej w jezyku polskim. Dysertacja napisana jest poprawng polszczyzng, z dbatoscig
o klarowno$¢ przekazu naukowego. Wstep w sposob logiczny prowadzi do przedstawienia
zasadniczych celéw badawczych stawianych przez Doktoranta. W kolejnym rozdziale w przej-
rzysty sposéb opisane zostaty metody hodowli roslin i techniki wykorzystane podczas
prowadzonych badan. Doktorant pracowat na modelu stresu niedotlenienia (przez 1, 6,9 15
godzin) oraz ponownego natlenienia komérek korzeni siewek tubinu waskolistnego (L. angu-
stifolius), jak réwniez na roélinach typu dzikiego i mutantach rzodkiewnika pospolitego
(A. thaliana) o wysoce obnizonym poziomie N6-metyloadenozyny. Wyniki zostaty opisane
w sposob jasny, a ich krytyczna dyskusja zostata poprowadzona w kontekscie najnowszych
danych literaturowych. O szerokiej wiedzy i bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym
Doktoranta éwiadczy rowniez liczba 215 pozyciji literaturowych, stanowiacych przyktad trafnie
wyselekcjonowanego piémiennictwa. Szata graficzna manuskryptu jest na wysokim poziomie.
Ryciny i tabele umieszczone w rozdziale , Wyniki”, w jasny sposob ilustrujq otrzymane przez

Doktoranta dane eksperymentane.

Dysertacja poprzedzona jest: (i) spisem tresci, (ii) zestawieniem osiggnig¢ naukowych
Doktoranta (cztery publikacje: w tym trzy opublikowane, a jedna posiadajgca status ,w re-
cenzji”), (iii) wskazaniem zrodta finansowania badan (grant PRELUDIUM 21 o numerze
2022/45/N/NZ9/04015), (iv) streszczeniem w jezyku polskim i (v) abstraktem w jezyku
angielskim, a takze (vi) wykazem skrotéw. Struktura manuskryptu jest czytelna, a podziat na

poszczegolne czesci prawidfowy i logiczny.

2/ Szczeg6towa ocena merytoryczna rozprawy

Wstep. Teoretyczne tto badan prezentowanych w recenzowanej rozprawie doktorskiej
przedstawione zostato w liczacym 18 stron wstepie. Ten rozdziat pracy, podobnie zresztg jak
pozostate czesci rozprawy, zostat starannie przemyslany przez Doktoranta i stanowi
wystarczajgco dobre wprowadzenie do zagadnien prezentowanych w dalszej czgsci dysertacji.
We wstepie Pan mgr Dawid Kubiak opisuje zjawisko stresu niedotlenienia u roélin,

przedstawia dane literaturowe dotyczace formowania granul stresowych, wprowadza
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czytelnika w zagadnienia zwigzane z epitranskryptomem w taki sposéb, aby finalnie
zaprezentowa¢ molekularne mechanizmy dziatania N6-metyloadenozyny. Informacje zawarte
we wstepie sg przedstawione w sposob klarowny, a kolejne podrozdziaty stanowig swoje

logiczne nastepstwo.

Cel pracy. Gtéwnym celem pracy byto badanie etap6w powstawania, struktury, natury i fun-
kcji granul stresowych podczas stresu niedotlenienia, a takze towarzyszacych (zar6wno
hipoksji, jak i regeneracji) zmian transkryptomu. SzczegdIny nacisk potozono na okreslenie roli
N6-metyloadenozyny w badanych procesach. Postawione przez Pana mgr Dawida Kubiaka
cele pracy sa bardzo ambitne, zostaty jasno sformutowane, a ich realizacja moze znaczgco
przyczyni¢ sie do pogtebienia wiedzy dotyczacej funkcjonowania u roslin szlakéw odpowiedzi

na stres abiotyczny.

Materiat i _metody. Badania prowadzono w prawidtowych komérkach korzeni tubinu

waskolistnego, (L. angustifolius) oraz mutantach i komoérkach typu dzikiego Arabidopsis
thaliana. W rozdziale metodycznym Doktorant szczegétowo i jasno charakteryzuje
wykorzystywane w pracy techniki eksperymentalne. Na uznanie zastuguje szeroka gama
metod i technik wykorzystanych przez Doktoranta do przeprowadzenia zaplanowanych
badai, m.in. barwiei immunocytochemicznych, immunolokalizacji na poziomie
ultrastrukturalnym, hybrydyzacji in situ, mikroskopii konfokalnej, super-rozdzielczej, technik
zwigzanych z analiza transkryptomu i wreszcie: analiz bioinformatycznych oraz ilosciowej
i jakoéciowej oceny kwasow nukleinowych przeprowadzonej z wykorzystaniem spektrofo-
tometrii, fluorymetrii i metod elektroforetycznych. Oceniajac strong metodyczng pracy nalezy
podkresli¢ znakomite przygotowanie Pana mgr Kubiaka pod wzgledem umiejetnosci
praktycznego zastosowania roznorodnych, skomplikowanych i czasochtonnych narzedzi

badawczych.

Wyniki. Uzyskane wyniki zostaty opisane w sposob jasny i syntetyczny, zilustrowano je
dwudziestoma siedmioma rycinami, znaczaco utatwiajacymi odbiér wielowatkowych danych.
Na uwage zastuguje fakt, iz kolejne podrozdziaty tej czesci dysertacji przeprowadzajq

czytelnika przez realizacje jej kolejnych celéw czastkowych w sposob absolutnie pozbawiony
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chaosu. Na uznanie zastugujq takze podpisy pod rycinami, ktére rozbudowano w taki sposob,

aby kazdorazowo byty pomocne w analizie wynikéw prezentowanych na danej rycinie i w to-

warzyszacym rycinie adekwatnym fragmencie tekstu rozprawy doktorskiej.

Doktorant wykazat, ze w komérkach tubinu waskolistnego poddanych dziataniu stresu hipoksji
powstaja dwustrefowe granule stresowe. Pierscieri granul stresowych stanowi zrédto poli(a)
RNA oraz biatek PAB2, a w strefie centralnej granul stresowych zlokalizowane sq rybosomy.
W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen nad reoksygenacja wykazano, ze granule stresowe
zanikajq po ustgpieniu stresu. W dalszej czesci pracy Doktorant wykazat, ze modyfikacja m6A
wptywa na powstawanie i zawartoé¢ mRNA w granulach stresowych, na co wskazuje
(1) obecnos¢ m6A w granulach stresowych w pierwszych etapach ich powstawania;
(2) wystepowanie w granulach stresowych transkryptow o zwiekszonym poziomie m6A
podczas stresu hipoksji; (3) generowanie mniejszej ilos¢ granul stresowych (ktére,
dodatkowo, zawieraty nizszy poziom poli (A) RNA) w tych mutantach A. thaliana, ktére

charakteryzowat obnizony poziom m6A.

Kolejne wyniki wykazaty, zwigzany z hipoksja, wzrost ekspresji tych genéw, ktére koduja
enzymy fermentacji alkoholowej, syntetaze sacharozy i kinazy serynowo-treoninowe. W tym
kontekscie kieruje do Doktoranta pytanie o to jakie konkretnie kinazy serynowo-treoninowe
s3 produkowane w warunkach niedotlenienia i - kolejne pytanie - czy Doktorant moze wskazaé
takie prace badawcze, ktére traktowatyby o szlakach biochemicznych angazujacych konkretne
kinazy serynowo-treoninowe, aktywowane podczas stresu hipoksji lub innych rodzajow

stresow wywotanych czynnikiem/czynnikami abiotycznymi.

Podsumowujac — stwierdzam, ze przedstawione w dysertacji wyniki wskazujg na petna

realizacje zatozonych wczesniej czastkowych i gtéwnych celéw badawczych.

Dyskusja. Wyniki uzyskane w pracy zostaty prawidtowo oméwione i zestawione z najno-
wszymi danymi literaturowymi w czesci dyskusyjnej rozprawy doktorskiej. Sposob
prowadzenia dyskusji wskazuje na bardzo dobre przygotowanie merytoryczne i duzg
dojrzato$¢ naukowg Doktoranta.

k. Katedra Cytofizjologii Ut biol.uni.lodz.pl

“ul. Pomorska 141/143; 90-236 t6d:
mail: dorota.rybaczek@biol.uni.lodz.pl



3/ Uwagi i komentarze

Recenzowang rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko, jednak z obowigzku recenzenta
pragne podzieli¢ sig z Doktorantem pewnymi drobnymi uwagami i pytaniami, ktére nasunety
mi si¢ podczas czytania, podkreslam, bardzo dobrze napisanej pracy:

1/ W rozdziale ,Wstep” troche brakuje schematu ilustrujgcego ztozony mechanizm
regulacji ekspresji genéw (epitranskryptom) oraz ryciny ilustrujgcej funkcje N6-
metyloadenozyny w warunkach prawidtowych i podczas stresu hipoksji. Cenne
bytoby takie - w mojej ocenie — wzbogacenie dyskusji o schemat
podsumowujacy poruszane w rozprawie doktorskiej tresci (szczegodlnie te
nowatorskie).

2/ W poczatkowych fragmentach rozdziatu opisujgcego wyniki odczuwam brak
fotografii przedstawiajacej morfologie korzeni tubinu poddanych stresowi
niedotlenienia - prosze o zestawienie opisu (podczas publicznej obrony)
morfologii korzenitubinu, szczegélnie w 15 godzinie stresu hipoksji, z korzeniami
poddanymi regeneracji — czy obserwowano jakiekolwiek réznice w morfologii
korzeni L. angustifolius migdzy seriami eksperymentalnymi, jak réwniez w zesta-

wieniu z korzeniami serii kontrolne;j?

4/ Pozostaty dorobek naukowy doktoranta

Na dorobek naukowy Pana mgr Dawida Kubiaka sktadajq sie trzy artykuty opublikowane
i jeden artykut wystany do recenzji w Journal of Experimental Botany. W aktualnie
recenzowanym artykule Doktorant jest pierwszym autorem. W pracach juz opublikowanych
Pan mgr Dawid Kubiak jest odpowiednio: pigtym, trzecim i drugim autorem. Doktorant jest
takze beneficjentem grantu PRELUDIUM Narodowego Centrum Nauki. Catoéé dorobku
naukowego Pana mgr Dawida Kubiaka oceniam wysoko, uwazam ze jest on - na tym etapie

kariery naukowej - adekwatny.

5/ Podsumowanie
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Dawida Kubiaka dowodzi, ze Doktorant
jest bardzo dobrze przygotowany, zaréwno pod wzgledem merytorycznym jak i praktycznym,
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do pracy naukowej. Dysertacja stanowi przemyslang koncepcyjnie, bardzo dobrze wykonang

- pod wzgledem zastosowanych technik i analiz - oraz jasno i zwiezle opisang, i przedyskuto-
wang catos¢. Uzyskane przez Doktoranta wyniki s3 nowatorskie oraz niezwykle istotne dla
zrozumienia reakcji roslin na stres niedotlenienia, i wazne - szczegblnie w aspekcie
postepujacych zmian klimatu. Przedstawione w tekécie recenzji nieliczne pytania, nie
wptywajg na mojq bardzo wysokg oceng rozprawy doktorskiej, stanowig raczej punkt wyjscia

i inspiracje do dyskusji.

6/ Wniosek koricowy

Stwierdzam, 7e recenzowana rozprawa doktorska mgr Dawida Kubiaka spetnia_warunki

okreélone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce

(Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6ézn. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne

Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Dawida Kubiaka do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie zwracajac uwage na ponadprzecietne przygotowanie merytoryczne, znakomity
warsztat naukowy Pana mgr Dawida Kubiaka, mnogos¢ zastosowanych nowoczesnych
narzedzi badawczych, a takze nowatorstwo uzyskanych przez Doktoranta wynikéw, wnioskuje

do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu 0 wyréz-

nienie recenzowanej rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.
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