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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Mileny Kulasek
pt. ,Udziat genéw kodujqcych szlaki transdukcji sygnatu auksyn, regulowanych przez miRNA

w kontroli rozwoju kwiatu tubinu zoftego”

Przedmiot i cel rozprawy

Przedmiotem badan opisanych w recenzowanej pracy doktorskiej pani Mileny Kulasek byta wazna roslina
uzytkowa z rodziny bobowatych, tubin z6tty, Lupinus luteus L. Niewatpliwe walory uzytkowe, w tym bardzo
wysoka zawarto$¢ biatka w nasionach oraz mozliwos¢ uprawy w naszej strefie klimatycznej predestynujg ten
gatunek do zajecia centralnej pozycji w hodowli roslin strgczkowych w Europie. Niestety, tubin zétty mimo
uzyskanych wiele lat temu odmian stodkich, i wysokiej pozycji na liscie alternatywnych dla soji gatunkdéw jest
jak dotad wykorzystywany jedynie jako biomasa. Podstawowym ograniczeniem w hodowli tej rosliny jako
zrédta biatka jest niskie plonowanie spowodowane nasilonym procesem odcinania kwiatdw gérnych co
skutkuje zawigzywaniem strgkdw tylko przez ok. 40% kwiatdw. Mechanizmy zaangazowane w ten proces s3
bardzo ztozone i mato zbadane. Zidentyfikowanie czynnikdw regulujgcych rozwdj kwiatdw tubinu zéttego jest
podstawg do zrozumienia mechanizmu odcinania kwiatéw i warunkuje wyhodowanie odmian wyzej
plonujacych niz obecne. Wychodzac naprzeciw tej potrzebie, bardzo waznej w obecnych czasach zagrozen
klimatycznych, Doktorantka, pod opieka naukowa pana Profesora Jacka Kesego i pani dr Pauliny Glazinskiej
podjeta ambitne i istotne dla nauki wyzwanie rozpoznania na poziomie molekularnym proceséw regulujgcych
rozwdj i odcinanie kwiatow L. luteus.

Ze wzgledu na podstawowe znaczenie auksyny w rozwoju roslin, w tym kwiatéw, zarodkéw i owocéw,
Doktoranta skupita sie na roli sygnalizacji auksynowej w kontroli odcinania kwiatéw u tubinu zéttego. Cel
pracy zostat jasno zdefiniowany i skupiony wokét udziatu miRNA zaangazowanych w szlak transdukcji sygnatu
auksyn w decyzji o odcinaniu kwiatéw u L. luteus. Skupienie badain na miRNA i regulatorach szlaku
auksynowego dla rozpoznania mechanizmoéw regulujgcych odcinanie kwiatéw uwazam za jak najbardziej
uzasadnione. miRNA regulujac ekspresje tysiecy gendw, w tym czynnikéw transkrypcyjnych kontrolujgcych
decyzje rozwojowe rosliny, odgrywaja kluczowa role takze jako regulatory szlakéw sygnalizacji
fitohormondéw, w tym auksyny. Dotychczasowa wiedza na ten roli miRNA w odcinaniu kwiatéw jest niestety
uboga, co wzmacnia zasadnos¢ tematu pracy. Poza celem gtéwnym, w pracy wskazano szczegétowe pytania,
na ktére miaty odpowiedzieé badania. Za najwartosciowsze dla nauki uwazam pytania o réznice w kwiatach
dolnych i gérnych (odcinanych) pod wzgledem czasowo-przestrzennego wzoru IAA oraz ekspresji elementow

szlaku sygnalizacji auksyny, w tym regulowanych przez miRNA.
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Podsumowujac, podjete w rozprawie badania uwazam za aktualne i interesujace dla wspoétczesnej nauki
oraz majace w perspektywie duze znaczenie dla hodowli roslin straczkowych, a w szczegélnosci L. luteus.

Struktura i jezyk rozprawy

Pod wzgledem formalnym rozprawa jest typowg monografig o charakterze eksperymentalnym. Praca liczy
152 strony, i zawiera typowe rozdziaty: streszczenie po polsku i angielsku, wykaz skrétéw, wstep
(odpowiednik przegladu literatury w innych rozprawach), cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje,
podsumowanie i spis literatury. W wiekszosci poszczegdlne rozdziaty spetniajg oczekiwang swojg funkcje, ale
mam uwagi do Dyskus;ji i braku wnioskéw, do czego odniose sie w dalszej czesci recenzji. Wstep przejrzyscie
wprowadza czytelnika w temat. Obok wyczerpujgcej i przekonujgcej charakterystyki tubinu zéttego,
podsumowano stan wiedzy o przyczynach i czynnikach regulujgcych proces odcinania kwiatéw oraz roli
auksyny w tym procesie. W pracy opisano takze zastosowane materiaty i metody, z matymi brakami
opisanymi w uwagach. Rozdziat ten pozwala doceni¢ szeroki wachlarz metod zastosowanych przez
Doktorantke, w tym metody immunolokalizacji IAA, analizy danych bioinformatycznych, analizy ekspresji
gendw metoda real-time RT-gPCR, oznaczenia iloSci proliny w kwiatach i termograficzne analizy roslin. Wyniki
ilustrowane sg tabelami i rycinami, w tym wykresami, zdjeciami i schematami. Dyskusja jest bardzo obszerna
i nie w petni spetnia swoja role. Rozdziat sktada sie z wielu podrozdziatdw odnoszacych sie szczegdétowo do
wynikéw kolejnych analiz. Dyskusja uzyskanych wynikéw to bardzo istotna cze$¢ prac naukowych, ktéra
najczesciej jest wyzwaniem dla Doktorantéw, i nie tylko. Autorka chcac, tak mysle, jak najrzetelniej wywigzac
sie z zadania zawarfa w tym rozdziale zbyt wiele szczegdétowych informacji zamiast kompaktowego,
syntetycznego i jasnego usystematyzowania i przedstawienia najwazniejszych wynikow. Poszczegdlne
podrozdziaty powinny koriczy¢ sie wnioskami z naciskiem na nowatorskie aspekty pracy i wskazania dalszych
badan niezbednych dla potwierdzenia postawionych tez. Ponadto, rozdziat ten zawiera zbyt wiele odniesien
i powtdrek z wiedzy natury ogélnej, dla ktdrych Wstep bytby wiasciwym miejscem, np. opis receptoréw TAAR
(str. 107), czy dziatanie AUX/IAA jako represoréow ARF (str. 108). W kolejnych podrozdziatach Dyskusji
Autorka przytacza szczegdtowo prawie wszystkie wyniki zamiast ich krytycznego przefiltrowania i syntezy w
kierunku postawienia jasno sformutowanych tez naukowych. Chce jednoczesnie przyznaé, ze Doktorantka
podejmowata préby syntezy wynikdéw, czego dowodem jest np. Ryc. 50 (str. 118) podsumowujgca wyniki
analiz ekspresji w kwiatach tubinu trzech dojrzatych miRNA (tubinowych odpowiednikdw miR393, miR167 i
miR160, o dobrze poznanej funkcji u Arabidopsis) oraz prawdopodobnie regulowanych przez te miRNA
transkryptéw kodujacych centralne regulatory szlaku sygnalizacji auksyny (TAAR, AUX/IAA, ARF). Niestety
komentarz do zebranych na tej rycinie wynikdéw w tekscie dyskusji nie przynosi ich syntetycznej interpretacji
zakonczonej konkluzjami. Podobne do Dyskusji wady ma rozdziat Podsumowanie, w ktérym wyniki badan
opisano syntetycznie w dziesieciu dos¢ obszernych punktach nawigzujacych do ogdlnej wiedzy i
przytaczajgcych szczegdtowe wyniki. Zgadzajac sie catkowicie z piekng myslg Carla Sagana, ktorg Doktorantka
cytuje na poczatku pracy, ze ,Nauka jest czyms$ wiecej niz zbiorem wiedzy, jest ona sposobem myslenia”,
odczuwam brak jasno sformutowanych i niekoniecznie licznych wnioskéw. Przy formutowaniu wnioskéw
nalezatoby odnies¢ sie do szczegétowych pytan, ktére Doktorantka zadata okreslajac cele badan (str. 35). Czy
i w jakim zakresie badania udzielity odpowiedzi na postawione pytania? Mam nadzieje, ze poprawne wnioski
ustysze od Doktorantki w trakcie obrony pracy. Trud syntezy najwazniejszych wynikéw warto podjac¢ bo nie
mam watpliwosci, ze zwartej i konkluzywnej dyskusji wynikdw oraz jasnych wnioskéw oczekujg recenzenci
w czasopismie naukowym. Sadze, ze niektére wyniki Doktorantki sg warte opublikowania.

Od strony jezykowej manuskrypt napisany jest dobrze. Nalezy pochwalic tadny jezyk polski i dbatos¢ Autorki
o styl wypowiedzi, co nieczesto sie obecnie spotyka.

Badania finansowano z wewnetrznych i zewnetrznych zrédet, w tym grantu NCN Preludium uzyskanego przez
Autorke badan. Status kierownika wtasnego grantu bardzo dobrze swiadczy o mozliwosciach naukowych
Doktorantki w przysztosci.
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Uzyskane wyniki i ich znaczenie naukowe

Biorac pod uwage wyniki wczesniejszych prac macierzystego Zespotu sugerujgcych role kwiatu w procesie
odcinania tego organu u tubinu zo6ttego, Doktorantka rozpoczeta badania od obserwacji morfologicznych
kwiatéw dolnych zawigzujacych strgki i gérnych, zwykle odcinanych, na rdéinych etapach rozwoju
kwiatostanu. Analizy nie wykazaty istotnych makroskopowych réznic pomiedzy dolnymi i gérnymi kwiatami
az do ostatniego etapu rozwoju. Podobnie, dolne i gérne kwiaty wykazywaty podobng retencje i kietkowanie
pytku na znamionach stupkéw. W tekscie nie znalaztam potwierdzenia, czy u badanego gatunku nie dochodzi
do zaptodnienia w gérnych tj. odcinanych kwiatach. Wprowadzajgc w temat Doktorantka na str. 16 deklaruje,
ze ,....brak zapylenia i zaptodnienia” jest najczestszg przyczyng odcinania kwiatow u roslin, ale nie podaje, jak
jest u badanego tubinu? Skoro badano funkcjonalno$¢ pytku to moze nie dochodzi do zaptodnienia? W
Dyskusji na str. 105 czytamy o ,zalgzkach izolowanych z kwiatédw gérnych”, ale czy byly zaptodnione nie
wiadomo. Prosze o wyjasnienie tego zagadnienia.

Zmierzajgc do wyjasnienia procesu odcinania kwiatdw na poziomie molekularnym Doktorantka stusznie
skoncentrowata badania wokét danych pozyskanych z analiz RNAseq dla mRNA, sRNA i degradomu
wykonanych w ramach projektu SONATA pod kierownictwem dr hab. Pauline Glazinskg, petnigcej role
promotor pomocniczego rozprawy mgr Kulasek. Wyniki globalnych analiz RNA w kwiatach tubinu zostaty
opublikowane w Int. J. Mol. Sc. w 2019. Druga pozycja Doktorantki na liscie 5. wspétautoréw tej pracy
pozwala sgdzi¢ o znacznym udziale Doktorantki w badaniach transkryptomicznych, a informacje w sekgji
Author contributions potwierdzajg jej udziat a eksperymentach, wizualizacji danych i przygotowaniu
manuskryptu.

W rozprawie postawiono pytanie o udziat kontrolowanych przez miRNA genéw zwigzanych z sygnalizacjg
auksyny w procesie odcinania kwiatéw. Badania dotyczgce dziatania wybranych elementéw szlaku
sygnalizacji auksyny w tym procesie skupiono na dwdch grupach regulatoréw (i) biatkach o centralnej funkcji
w kompleksie sygnalizacji auksyny oraz (ii) trzech dobrze opisanych u Arabidopsis miRNA, w tym miR393,
miR160 i miR167 o znanej funkcji w regulacji odpowiednio TIR1, ARF18 i ARF6.

Poczgtkowe analizy transkryptomu zaowocowaty wskazaniem 20 gendéw w kazdej z pieciu rodzin
powigzanych z auksyng, w tym YUCCA, GH3, PIN, PILS i AUX/LAX o najsilniejszej ekspresji w dwdch grupach
kwiatéw, dolnych i gérnych. Dziwi brak w tym zestawie gendw z rodziny ARF. Poprositaby o komentarz na
obronie.

Znaczne rdznice pomiedzy kwiatami ze skrajnych okétkow w ekspresji gendw z wyrdznionych rodzin
powigzano ze zrdznicowanymi wzorami dystrybucji IAA w kwiatach. Metodg immunohistochemiczna
stwierdzono silny sygnat auksyny w ziarnach pytku i nitkach pylnikéw w obu grupach kwiatéw. Dynamiczne
zmiany w akumulacji IAA wykazano takze w rozwijajacych sie stupkach kwiatéw, wysoki poziom IAA w
mtodszych kwiatach i zanik sygnatu w starszym stadium 3. Doktorantka podsumowujgc analizy IAA stwierdza,
ze wyniki te ,,nie do konca pokrywajg sie” z badaniami na innych roslinach, w tym tytoniu i Arabidopsis. Nie
jest to naukowe stwierdzenie, ale rozumiem, ze Autorka stawia teze o zmienno$¢ w czasowo-przestrzennej
dystrybucji IAA pomiedzy kwiatami réznych gatunkéw. Zmiennosé ta wymaga jednak potwierdzenia w
szerszych badaniach, podobnie jak przyczyny i znaczenie biologiczne tej zmiennosci. Wobec skapych, jak
dotad, analizimmunohistochemicznych IAA w rozwijajgcych sie kwiatach roslin, analizy wykonane w pracy sg
cenne. Za ciekawy wynik badan IAA w kwiatach tubinu uwazam wykazanie silniejszej i specyficznej dla
kwiatéw gérnych tubinu akumulacji tego fitohormonu w cytoplazmie komaérek wokét woreczka zalgzkowego
w stadium 2B. Wynik ten byt podstawg postawienia tezy, ze pojawiajgca sie w cytoplazmie tkanki okalajgcej
woreczek zalgzkowy auksyna moze zaburzac transdukcje sygnatu i kierowac kwiat do odcinania.
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Centralng cze$¢ badan stanowita zintegrowana analiza danych transkryptomu, sRNA i degradomu
zmierzajgca do identyfikacji miRNA regulujgcych elementy szlaku sygnalizacji auksyny w kwiatach tubinu. W
oparciu o te analizy Doktorantka wytypowata moduty regulacyjne zawierajagce miRNA i kontrolowane przez
te miRNA elementy sygnalizacji auksyny z rodzin TAAR, AUX/IAA i ARF.

Poza danymi o ekspresji gendw opartymi o analizy NGS, dla czterech gendw, tubinowych homologéw AFB3,
IAA14, ARF4 i ARF6, Doktoranta zbadata poziom ich transkrypcji w czasie rozwoju kwiatdw metoda real time
gPCR. Komentujac te wyniki w Dyskusji Autorka stwierdza: ” W kilku przypadkach (np. LIARF3)
zaobserwowano réznice miedzy wynikami uzyskanymiza pomocg qPCR i sekwencjonowania transkryptomu”.
Co oznacza ,w kilku przypadkach” skoro tylko 4 geny analizowano? Czego dotyczyty stwierdzone réznice?
Mato czytelna grafika dla wynikdw z analizy transkryptomu utrudnia wnioskowanie. Doktoranta podaje
mozliwe przyczyny réznic w wynikach analiz NGS vs RT-qPCR, w tym inne warunki wzrostu roslin i normalizacji
poziomu transkryptéw w obu doswiadczeniach. Nasuwa sie wiec pytanie, czego oczekiwata Doktorantka
poréwnujgc wyniki tych doswiadczen? Jakie wnioski dla przysztych analiz?

Za ciekawe dla nauki wyniki pracy uwazam dostarczenie obszernych i cennych wskazéwek o kandydatach
wsrdd czasteczek miRNA i regulatorach sygnalizacji auksynowej do roli regulatoréw kwiatu u tubinu zéttego,
a w szczegdblnosci:

e Wskazanie na potencjalne funkcjonowanie w kwiatach Lupinus aureus transkryptow trzech biatek
receptorowych auksyny z rodziny TAAR, w tym LITIR1, LIAFB2 i LIAFB3;

e Zidentyfikowanie w kwiatach tubinu zéttego transkryptow dla 12 gendéw LIAUX/IAA, 16 gendw ARF
i 3 transkryptéw kodujacych ko-represory TOPLESS. Transkrypty te potencjalnie produkujg 30
funkcjonalnych biatek AUX/IAA; biatka ARF, o funkcji aktywatoréw oraz represoréw oraz
korepresory LITPLa-c, co jednak wymaga potwierdzenia;

e Wskazanie podobienstwa filogenetycznego sekwencji biatkowych LIARF u tubinu zéttego do innych
roslin, w tym A. thaliana, Glycine max i L.angustifolius.

e Na podstawie analizy degradomu, postawienie tezy, ze w kwiatach tubinu miRNA nie reguluje LIIAA
przez ciecie transkryptow. Wyciszanie gendw AUX/IAA przez miR390 poprzez hamowanie translacji
czy inne procesy zwigzane z remodelowaniem chromatyn, co sugeuje Doktoranta wymaga
weryfikacji;

e Dostarczenie transkryptomicznych wskazan dla prawdopodobnego udziatu modutu miR167-biatka
ARF6/ARF8, o udokumentowanej roli w rozwoju kwiatéw u Arabidopsis, w regulacji rozwoju
kwiatéw tubinu

e  Opisanie zmian we wzorze ekspresji w kwiatach tubinu zéttego wybranych 5. genéw markerowych
dla stresu suszy

Praca jest wstepnym i niezbednym krokiem na drodze do zidentyfikowania regulowanej auksyng sieci
czynnikéw molekularnych kontrolujgcych rozwdj kwiatu, w tym ich odcinanie, u potencjalnie waznego dla
gospodarki i zywienia gatunku, tubinu zéttego. Dostarczone w globalnych analizach bioinformatycznych
wyniki stanowig bardzo dobry punkt wyjscia do dalszych badan weryfikujgcych tezy postawione w oparciu o
whnioski ptyngce z analiz bioinformatycznych.

Doktorantka bardzo dobrze opanowata analizy bioinformatyczne na poziomie transkryptomu i biatek, a ktére
szeroko przedstawita w rozdziale Wyniki. W Dyskusji Autorka prezentuje miedzy innymi pokrewienstwo
filogenetyczne biatek, rézne izoformy biatek, ich strukture przestrzenng, mozliwosci wigzania sie réznych
domen biatek w kompleksach regulacyjnych, potencjalne wigzanie domen biatek z sekwencjami
regulacyjnymi w DNA i inne. Przedstawione analizy dowodzg, ze obrébka danych z NGS i zaawansowane
analizy bioinformatyczne transkryptomu i biatek sg bliskie mgr Kulasek. Umiejetnosci te stwarzajg dla
Doktorantki szerokie perspektywy wspdtpracy naukowe;j.
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Nalezy jednak pamietaé, ze analizy typu ,dry lab”, w tym analizy in silico z zakresu genomiki, sg bardzo
cennym lecz wstepnym etapem badan biologicznych. Wytyczajg one kierunki dalszych Zzmudnych badan
laboratoryjnych walidujgcych w eksperymentach z materiatem biologicznym, hipotezy oparte na wynikach
uzyskanych in silico.

W Podsumowaniu pracy Doktorantka stwierdza, ze wyniki badan mogg mieé zastosowanie praktyczne w
hodowli nowych linii tubinu zéttego (podobnie stwierdzono w Conclusions w pracy Glazinskaiin., z2019 roku,
w ktorej p. mgr Kulasek jest wspdtautorem :” work may contribute to the optimization of field crops”).
Prositabym o rozwiniecie tego stwierdzenia na obronie i wskazanie mozliwosci zastosowania uzyskanych
wynikow.

Inne uwagi, komentarze

Prowadzone w pracy badania dotyczyty transkryptomu i degradomu, a wiec ekspresji gendw.
Ekspresja genu nie jest jednak, dowodem na powstawanie funkcjonalnego biatkowego produktu
genu. Ten podstawowy fakt powinien sktania¢ do ostroznego formutowania stwierdzen i
precyzyjnego dobierania terminologii. W pracy nie potwierdzano obecnosci biatek w
eksperymentach laboratoryjnych. Jedynie analizy bioinformatyczne oparte na eksperymentalnie
uzyskanych danych o ekspresji gendw wskazywaty in silico mozliwo$¢ powstawania okreslonych
produktéw gendw -biatek i ich izoform. Nie ma wiec podstaw dla wnioskowania na poziomie
funkcjonalnych biatek. Niestety Doktorantka wielokrotnie nadinterpretowuje wyniki, zamiennie
stosuje terminy ekspresja genu i obecnos¢ biatka, czesto tez stwierdzenia sg niejednoznaczne, np.
str. 105: ,, W rozwijajacych sie kwiatach tubinu zéttego zidentyfikowano wszystkie elementy szlaku
transdukcji sygnatu auksyn”. Nalezatoby sprecyzowa¢ na jakim poziomie analizy- genu czy biatka -
oparto to stwierdzenie? Chyba jednak Autorka ma na mysli biatka skoro w kolejnym zdaniu czytamy:
,W obrebie rodzin biatkowych, do ktérych nalezg, biatka te rdznig sie wtasciwosciami ..."”. Str. 207;
»W kwiatach tubinu zéttego zidentyfikowano cztery w petni funkcjonalne biatka nalezgce do rodziny
TAAR,...”. Praca nie dostarcza dowoddéw na funkcjonowanie tych biatek w kwiatach. Podobnie, podpis
pod Ryc. 49 btednie informuje, ze schemat pokazuje biatka zidentyfikowane w kwiatach tubinu.
Witasciwy i adekwatny do wynikéw podpis to: , Podsumowanie analiz in silico wskazujace biatka z
rodzin TAAR, AUX/IAA i ARF o potencjalnej funkcji w kwiatach tubinu”. Jako kryterium funkcji u tubinu
Doktorantka przyjeta obecno$¢ domen niezbednych w badanym procesie. To podejscie
wprowadzajgce w btad., np. dyskusja wynikéw dla biatek TPL (str. 111).

Podobnie tytut rozdziatu w Dyskusji , Rola modutéw regulacyjnych...” (str. 117), jak i podpis ryciny
Ryc. 50 (str. 118) w tym rozdziale to nadinterpretacja. Dla potwierdzenia sugerowanych w pracy
relacji regulatorowych konieczne sg dalsze badania z zakresu genomiki funkcjonalnej, w tym na
poziomie biatek. Stad tez, adekwatnie do wynikéw, na Ryc. 50 podsumowano nie role modutéw, ale
zmiany w poziomie ekspresji w rozwoju kwiatéw wybranych czasteczek miRNA i gendéw potencjalnie
przez nie regulowanych. Wyniki te sugerujg , ale nie dowodza roli wskazywanych modutéw
regulatorowych w rozwoju kwiatéw.

Jednym z celdw pracy byto wskazanie par regulacyjnych miRNA — mRNA dla gen ze szlaku transdukcji
sygnatu. Stad tez wsrdd metod analizy na str. 47 podano obliczanie wspoétczynnika korelacji Pearsona.
Niestety w wynikach Doktorantka nie podaje wartosci obliczonych wspétczynnikéw dla poparcia
swoich wnioskdw o zwigzkach regulacyjnych, np. czytamy o braku negatywnej korelacji dla pary
LImiR224-miR393 i genu TIR1 w kwiatach tubinu (str. 40) oraz o wystgpieniu negatywnej korelacji dla
par tubinowego miR160 —ARF18d oraz miR167 —ARF8a — str. 96.
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Powyzsze uwagi choé krytyczne nie umniejszajg nowatorstwa i przydatnosci dla nauki opisanych w rozprawie
wynikéw. Tymi obszernymi komentarzami chciatabym sktoni¢ Doktorantke, stojgca na poczatku swej drogi
naukowej, do ostroznego wnioskowania i stosowania adekwatnej do zakresu badarn terminologii. Jak sama
Autorka wielokrotnie w tekscie podkresla, w tym w korncowym akapicie Dyskusji oraz w Podsumowaniu, sieci
regulacyjne pomiedzy miRNA i genami docelowymi majg ,niezwykle skomplikowany charakter”. Stad tez
zaleznosci widoczne na poziomie transkryptomu sg jedynie bazg dla hipotez i planowania dalszych analiz
zachodzacych interakcji, z wykorzystaniem odpowiednich narzedzi, w tym mutantéw/linii transgenicznych.
Doktorantka wydaje sie swiadoma koniecznosci dalszych analiz, na co sama wskazuje w punkcie czwartym
Podsumowania. W zwigzku z tym, mam prosbe o nakreslenie w trakcie obrony ogdlnego planu
eksperymentéw weryfikujacych teze o regulowaniu przez wskazane w pracy miRNA elementy szlaku
sygnatu auksyny w kwiatach tubinu. Jakie materiaty, metody i narzedzia badawcze pozwolg zweryfikowac
np. teze, ze tubinowy miR167 kontroluje LIARF8A na ostatnim etapie rozwoju kwiatu tubinu (str. 96). Autorka
sugeruje taka pare regulacyjng na podstawie wynikéw real time qPCR (Ryc. 42) stwierdzajgc ,,negatywna
korelacje” miedzy poziomem akumulacji tych czgsteczek w ostatnim etapie rozwoju kwiatdw. Nawiasem
mowigac, trudno zaleznosci regulacyjne odczytac z wynikéw pokazanych na Ryc. 40-42, co komentowatam juz
wyzej pytajac o wartosci wspotczynnikéw korelacji.

Mniej wazne niedostatki manuskryptu:

Z racji mojej funkcji recenzentki pozwole sobie zwrécic¢ takze uwage na mniej zasadnicze elementy pracy i
wypunktowa¢ drobne niedostatki manuskryptu. Uwagi te mogg by¢ przydatne przy redagowaniu
manuskryptu pracy do celéw publikacyjnych.

- Tekst rozprawy znacznie zyskatby na przejrzystosci merytorycznej i edycyjnej gdyby Autorka zastosowata
numeracje kolejnych rozdziatéw, a w szczegdlnosci uszeregowata w hierarchii nadrzednosci i podrzednosci
liczne wprowadzone podrozdziaty we Wstepie, Materiatach i Metodach, Wynikach, Dyskusji i Podsumowaniu.

- podpisy pod wiekszoscig rycin sg bardzo lakoniczne, nie dostarczajg petnej informacji niezbednych do
prawidtowego odczytania schematéw, wykresow, czy zdje¢; np. Ryc. 11, podpis pod zdjeciami kwiatéw
kieruje do Tabeli 5 ale tam tez nie znajdziemy wyjasnienia co pokazano w gérnym , a co w dolnym szeregu
kwiatéw dolnych/gdrnych.

-Niespdjna terminologia utrudnia zrozumienie, np. raz przyjety i wyjasniony termin ,kwiaty dolne i gérne”
powinien by¢ konsekwentnie stosowany; podpis pod Ryc. 14 opisuje natomiast ,szczytowe” i ,,najnizsze”
okotki kwiatostanu widoczne na zdjeciu. Czy to inna grupa kwiatdw od gdrnych i dolnych? W tekstach
naukowych nie nalezy stosowac zamiennie réznych termindw bo nie sg oczywiste i wprowadzajg w bfad.
Nalezy bardzo ostroznie urozmaicac stownictwo w tekscie naukowym, bo taki zabieg najczesciej utrudnia
zrozumienie i rodzi niepotrzebne watpliwosci.

- niekompletne informacje na temat metod; np. w Rozdziale M&M nie znalaztam informacji o warunkach
uprawy roslin w stresie suszy chociaz w Wynikach (str. 97) badano materiat ,,.. z roslin, ktére doswiadczajg
stresu suszy”. Jedynie w Dyskus;ji (str. 120) podano, ze materiat zbierano 2 tyg. po zakonczeniu podlewania.
To stanowczo nie wystarczajgcy opis. Okreslenie warunkéw doswiadczenia ma podstawowe znaczenie w
badaniach nad reakcjg roslin na stres suszy/niedobér wody. Minimalne wymogi to podanie zawartosci wody
w glebie przed i po zaprzestaniu podlewania. Ponadto nie jestem pewna, czy badano stres suszy czy stres
niedoboru wody bo specjalisci z tego zakresu (a ja nim nie jestem) rozrdzniajg te terminy.

- whnioskujgc o rdznicach iloSciowych miedzy poréwnywani probami/kombinacjami nalezy pokazaé
statystyczng istotnosc tych rdéznic, uwaga dotyczy np. stwierdzenia o mniejszej czestosci kietkujgcych ziaren
pytku w kwiatach dolnych (str. 60; Ryc. 15 B).
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- W rozprawie, wzorem niektérych czasopism naukowych, przyjeto numeryczne cytowanie prac w tekscie.
Taka forma zmniejsza liczbe znakéw w tekscie ale jest w mojej opinii mato komunikatywna; podawanie
nazwiska i roku autora zamiast anonimowych liczb pozwala tatwiej sledzi¢, kontrolowac i zapamietywac
cytowania; oczywiscie to jedynie subiektywna opinia a nie krytyka.

- Termin anteza (anthesis) w botanice jest niejednoznaczny, moze on oznaczac , otwieranie sie kwiatu, okres
kwitnienia albo pylenie”[wg. Fragm. Flor. Geobot. Polonica 12(1), 2005]; w jakim znaczeniu uzywa go Autorka
opisujgc etapy rozwoju kwiatow tubinu z6ttego np. w Tab. 5, str. 103, 105 i wiecej. Jakie stadium w rozwoju
kwiatu definiuje jako ,anteza I” i ,anteza II”(Tab. 5)?

- Nastr. 111 : Doktoranta btednie wskazuje ARF2 U Arabidopsis jako pozbawiony domeny PB1, mimo ze takze
w cytowanej w tym zdaniu pracy Choi i in., (2018) schemat biatka ARF2 pokazuje domene PB1

- pomimo ogdlnie ,dobrego pidra”, Doktorantka nie ustrzegta sie niefortunnych wyrazéw, w tym zle
brzmigcych kopii terminéw angielskojezycznych np. str. 109: ,..domena PB1 jest prerekwizytem
funkcjonalnosci Aux/IAA” . Znacznie tatwiej jest zrozumieé zdanie, ze ,.... domena PB1 jest niezbedna dla
funkcji AUX/IAA”.

- Zrozumienie tekstu utrudnia zamienne nazewnictwo, np. str. 96: fubinowy LIARF6a zamiennie, w tym
samym akapicie, nazywany jest nazwg genu albo dtugim symbolem identyfikujgcym transkrypt tego genu w
bazie danych RNAseq

- str. 113: ,,...zweryfikowano, jakim rekordom w transkryptomie odpowiadajg badane do tego czasu mRNA i
porownano wyniki dotyczgce ekspresji” —to jeden z przyktaddw zdania niejasnego, z zargonami (,,rekordom”)
Do jakiego czasu? Co z czym poréwnywano? Ekspresji czego?

- Ryciny 40, 41 i 42 pokazujg wyniki ekspresji wybranych genédw badane metodg real time gPCR; ta informacje
powinna by¢ zamieszczona w legendzie rycin, powinien by¢ w niej takze podany gen referencyjny do ktérego
porownywano badane geny. Ponadto prezentacja na odrebnych wykresach wynikéow poziomu ekspresji
gendw i akumulacji ich prawdopodobnego regulujgcego miRNA, nie stuzy celowi analizy tj. identyfikacji par
miRNA-gen regulowany; podobne uwagi do wykreséw 45, 46 i 47.

- Ryc. 50 (str.118): Oznaczenia na schemacie i legenda nie sg jasne, np. ktére kota to te , jasniej zaciemnione”?
na rycinie kota sg biate albo kolorowe;

- Niedostatki w edycji tekstu, np. str. niedokornczony podpis pod Ryc. 4; niepetne dane o cytowanych pracach
w spisie literatury, nr. praca nr 136, Gluzinska i in. 2015; trudne w zrozumieniu, niekompletne informacje np.
na str. 88 w rozdziale nt identyfikacji miRNA regulujgcych ekspresje badanych genéw czytamy, ze po analizach
in silico:” Oprdcz znacznie wiekszej liczby zidentyfikowanych par regulatorowych...”- , wiekszej liczby” od
czego? llu par regulatorowych i na jakiej podstawie spodziewano sie?

Podsumowujac poziom merytoryczny rozprawy uwazam, ze prezentowane przez Doktorantke praca stanowi
wartosciowy wktad we wspdtczesng nauke. Autorka podjeta sie wielokierunkowych analiz z zakresu genomiki
i bioinformatyki u waznej w hodowli ale mato poznanej w genomice rosliny, tubinu zéttego. Nalezy podkresli¢
szeroki i zaawansowany technicznie warsztat metodyczny zastosowany przez Doktorantke, ktéry obok
rozlegtych analiz bioinformatycznych objat takze eksperymenty laboratoryjne wykorzystujgce metody z
zakresu biologii molekularnej.
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Whniosek korncowy

Nie mam watpliwosci, ze w swojej rozprawie Pani mgr Milena Kulasek podjetfa istotny problem badawczy oraz
przedstawita w sposéb satysfakcjonujacy jego rozwigzanie. Dlatego z petnym przekonaniem stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji praca Pani mgr Mileny Kulasek pt. ,,Udziat genow kodujgcych szlaki transdukcji
sygnatu auksyn, regulowanych przez miRNA w kontroli rozwoju kwiatu tubinu zoftego” spetnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim, w tym art. 14 ust. 2 pkt.2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity Dz. U z
2017 r., poz. 1789) w zwigzku z art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce, ktéry stanowi, ze ,,w okresie od dnia wejscia w zycie ustawy, o ktérej mowa
w art. 1, do dnia 30 kwietnia 2019 r. przewody doktorskie (...) wszczyna sie na podstawie przepisow
dotychczasowych”.

W zwigzku z tym wnosze do Rady w Dyscyplinie Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu o dopuszczenie mgr Mileny Kulasek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem
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