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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mileny Kulasek pt. "Udzial genéw kodujacych
elementy szlaku transdukcji sygnalu auksyn, regulowanych przez mikro RNA w

kontroli rozwoju kwiatéw lubinu zoéltego”

Wprowadzenie

Udomowienie roslin i postgp biologiczny w hodowli wigze si¢ czesto z wyciszeniem
cech, ktore wyksztalcila ewolucja celem przetrwania trudnych warunkéw. Pozwala to na
optymalizacje agrotechniki, czesto skutkuje radykalnym zwiekszeniem plonu w warunkach
uprawy. Jedng z takich cech u tubinu zéttego jest odcinanie kwiatéw, co u obecnie
uprawianych odmian prowadzi do zawigzywania strgkOw przez mniej niz 40% kwiatow.
Widzac w tej cesze duzy potencjat hodowlany Pani mgr Milena Kulasek podjeta sie badania
mechanizmu regulacji odcinania kwiatéw u tubinu z6ttego skupiajac sie na
transkryptomowym wycinku regulacji zaleznej od auksyny, by w koncu zidentyfikowaé
moduty regulacyjne miRNA/mRNA. Podstawowym modelem badawczym byty kwiaty
utozone w okolkach na pierwszych kilku pigtrach w kwiatostanie, na ktérych rozwijaja sie
kwiaty przechodzac 4 podstawowe stadia rozwojowe. Przedstawione badania obejmuja
doglebng i rozbudowang analize bioinfor, wezesniej odczytanych przez cztonkéw zespotu
transkryptomo6w, z naciskiem na geny uczestniczace w biosyntezie, transporcie i przekazie
sygnatu auksyny, hormonu wplywajacego niemal na wszystkie funkcje rozwojowe i reakcje
rosliny. Analizy bioinformatyczne byly dalej poszerzone o poszukiwanie potencjalnych par
miRNA —transkrypt genu docelowego w oparciu o dane degradomowe w posiadaniu zespotu
badawczego. Oprocz glebokiej analizy porownawczej z obszerng literaturg opisujgca badania
na innych gatunkach doktorantka zweryfikowata eksperymentalnie kilka hipotez dotyczacych
funkcjonowania kwiatow, dystrybucji IAA, ekspresji genéw, miRNA i metabolitow wraz ze
sprawdzeniem kilku domniemanych par miRNA/mRNA w stresie suszy.

Dane formalne o rozprawie

Recenzowana praca zostala przygotowana pod kierunkiem promotora dr hab. Jacka
Kesego, prof. Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu (UMK) i promotorki pomocniczej
dr Pauliny Glazinskiej w Katedrze Fizjologii Roslin i Biotechnologii i przedtozona Radzie
Dyscypliny Nauk Biologicznych Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK. W
pracy podano pie¢ zrodel finansowania — 2 wewnetrzne minigranty dla doktorantow UMK,
ministerialny wieloletni program, oraz NCNowe, Sonata promotorki pomocniczej i, co

najwazniejsze, Preludium dla autorki rozprawy (w roli kierowniczki).



Praca jest napisana w Jezyku polskim i ma format standardowej rozprawy doktorskiej
zawierajacej wszystkie wymagane elementy. Rozprawa liczy 152 strony. W calej pracy
znajduja si¢ cytowania az 277 pozycji literaturowych, w tym 22% (62) to pozycje z ostatnich 5
lat. Cytowane prace bardzo dobrze odzwierciedlajg aktualny stan wiedzy w interesujgce;j
tematyce. Proporcje objetosci tekstu pomiedzy ,,przegladem literatury” - 21 str., . materiatami i
metodami” - 23 str., , wynikami” - 44 str. 1 ,,dyskusjg” - 21 str. Sg wywazone. W tekst
wkomponowano 50 rycin i 20 tabel opatrzonych zwykle w informatywne podpisy. Jezyk
przejrzysty bez powaznych bledow jezykowych, a terminologia naukowa profesjonalna, choé
czasem zdarzajg sie potkniecia, czy pojedyncze literowki, np.: nie ,,wyrzucanie nasion”, a
Osypywanie; nie ,,roslina Zywieniowa”, a paszowa; nie neologizm ,.annotacja” (dosy¢ czesto
niestety spotykany), a stara, dobra adnotacja; nie »geny markerowe”, a reporterowe (oczywiscie
g. markerowe istnieja, ale to nie te tekstu); nie ,narzady nektarowe™, a miodniki (czy
nektarniki); tautologie jak ,,zwiekszy¢ ilogé uzyskanego plonu”, »geny (...), ktore wykazywaty
najwicksze podobienstwo do homologéw obecnych u najblizej spokrewnionego sposrod
analizowanych gatunkéw...” itp. Wymienione potkniecia wynikajg raczej z thumaczenia z
angielskiego na polski, a wiec pewnie do unikniecia przy publikacjach. Spos6b sformulowania
celu (W podrozdziale ,,Cel pracy”), opisu wynikéw, prowadzenia dyskusji i wyciggania
wnioskow - poprawne, znajdujace odzwierciedlenie w zaprezentowanych wynikach.

Ocena rozprawy

Tytut bardzo dobrze oddaje tresé i cele rozprawy.

Przeglad literatury jest dobrym oméwieniem i usystematyzowaniem informacji z
zakresu tematyki pracy. Przedstawia sam gatunek i jego znaczenie w rolnictwie, a przede
wszystkim biologie kwitnienia. Nastepnie omawiany Jest udzial auksyn w indukowaniu
odcinania kwiatow w réznych zbadanych modelach i cho¢ wspomniany jest wspoludziat
etylenu, to zdaniem recenzenta zbyt ogélnikowo, choé rozumiem tey cheé skupienia na IAA.
Rozwéj kwiatu, jego genetyczna regulacja, a szczegdlnie udziat auksyn sg dobrze oméwione
ale w przypadku omawiania rozwoju kwiatu wolatbym, zeby doktorantka postugiwata sie
szerszym modelem wspoldzialania funkcji ABC i E. Potem Jednak jest bardzo dobre omoOwienie
rozmieszczenia auksyny oraz egzekucji i przekazywania sygnalu tego hormonu wraz z
ciekawymi dywagacjami ewolucyjnymi. Tak wiec omoéwiono geny i kodowane biatka
receptorow  auksyny (TIR1/AFB), represoréw odpowiedzi (Aux/IAA) oraz czynnikéw
odpowiedzi na auksyn¢ (ARF) —ich budowe i mechanizm dziatania, przy czym nie ograniczono
si¢ do modelowego rzodkiewnika i podano liczebnosé poszczegblnych klas genéw u 12 innych
gatunkéw. Dywagacje o ARF uzupelniono omoéwieniem elementéw promotorowych
warunkujacych odpowiedz na auksyn¢ AuxRE. Na koniec doktorantka przedstawila pokrétce
mechanizm dzialania miRNA i przedstawila znane moduty miRNA/mRNA w sygnalingu
auksyn. Recenzent nie ma si¢ tu do czego przyczepic.



Materialy i metody sg przedstawione profesjonalnie i zawierajg wszystkie niezbedne
informacje techniczne. Dobdr materialow i metod jest jak najbardziej wlasciwy pod katem
wykonywanych eksperymentéw 1 wyrdznia si¢ przejrzystoscia i plynnoscig opisu
wykonywanych procedur. Czytelnik odnosi wrazenie ze osoba wykonujgca i opisujgca
metodyke dobrze rozumie znaczenie otrzymywanych wynikow. Doceniam przedstawienie
parametrow pogodowych w poszczegdlnych latach prowadzenia doswiadczen, ale ciekaw
jestem czy w jaki$ sposob standaryzowano pore dnia i warunki pogodowe w czasie zbierania
materialu do analiz. Podobnie, niepokojaca jest deklaracja uzywania réznych zestawow do
izolacji, RT i qPCRu, ale doceniam rzetelnos¢ opisu. Tytut podrozdziatu ,,Reakcja real-time
qPCR” jest niepotrzebnym powtorzeniem réwnowaznych okreslen: real-time PCR = qPCR.
Dobor narzedzi do analiz bioinforamatycznych jest poprawny, a ich uzycie opisano dobrze.

Rozdzial wyniki obejmuje tresciwy opis rezultatow. Najpierw doktorantka przedstawita
wyniki obserwacji morfologii i funkcjonalnosci kwiatow tubinu zottego, ktore niestety
jakosciowo nie zachwycaja — zdjecia znamienia majace obrazowac retencje pytku sg slabej
jakosci, a zdolnos¢ kietkowania pytku jest niepokojaco niska (literatura, np. Kazimierski &
Kazimierska sprzed ponad 55 lat pokazuje wartosci kilkukrotnie wyzsze u tubinu zoltego przy
podobnym ste¢Zzeniu sacharozy) wskazujac na jakis$ problem metodyczny.

Nastepnie w wynikach doktorantka przystepuje do obszernej czeSci (szereg
podrozdziatéw) zawierajacej zogniskowang gléwnie na genach szlaku transdukcji sygnalu
auksynowego, analize dostepnych danych transkryptomowych otrzymanych w zespole, w
ktorym realizowana byla praca doktorska. Wigkszo$¢ analiz transkryptomowych ukazuje
wyniki dla czterech faz rozwojowych kwiatow dolnego pigtra i czterech gornego. Najpierw
wyfiltrowano z w/w danych transkrypty kodujace rodziny biatek uczestniczgcych w biosyntezie
(YUCCA), transporcie (Aux/LAX, ABCB, PIN, PINS i PILS) i metabolizmie (GH3) IAA,
dostrzegajac pewne roznice ekspresji, co moze si¢ przetozy¢ na funkcjonowanie kwiatow na
skrajnych analizowanych pigtrach. Pomijajac weryfikacje poziomu ekspresji inng metodg
doktorantka przeprowadzila dosy¢ trudng analiz¢ immunolokalizacyjng IAA w catych organach
i w skrawkach, przy czym ze wzgledu na subtelne réznice w intensywnosci wybarwienia
preparatow dobrze by bylo prezentowac¢ na figurze wigcej niz jeden kwiat/organ na stadium na
pigtro. Ponadto nie bardzo wiem jak to mozliwe, ze zblizenie na organ na Ryc. 17 ma krotsza
belke skali niz obraz calej struktury. Jesli chodzi o immunolokalizacje na skrawkach
parafinowych pochodzenia roslinnego, to nie jest technika, ktéra umozliwia rozréznienie
sygnaléw na poziomie subkomoérkowym, wigc takie wnioski na podstawie przedstawionych
wynikébw s3 przedwczesne. Nastepnie autorka wrocita do poszerzonych analiz
bioinformatycznych, koncentrujac si¢ na szlaku transdukcji sygnatu auksyny. Analizy
rozpoczeto od filtrowania transkryptow potencjalnych receptorow auksyny i nie poprzestajac
na podobienstwie wykonano analiz¢ kompletnosci obecnosci domen, a potencjalng
funkcjonalno$¢ oceniano poprzez symulacje dokowania in silico dla trzech potencjalnych
receptoroOw auksyny — TIR1a, TIR1b i AFB2 z ligandami IAA, NAA, pikloramem, tryptofanem



i kw. jasmonowym. Nast¢pna grupa analizowanych in silico transkryptow byly koreceptory z
liczniejszej rodziny Aux/IAA — zidentyfikowano 18 genéw kodujgcych 44 przypuszczalne
biatka. Analizowano architekture i podobienstwo czterech kanonicznych domen i innych
rejondw konserwowanych tych bialek. Trzecig analizowang bioinformatycznie grupa biatek
jest rodzina czynnikéw transkrypcyjnych ARF, ktoéra w danych transkryptomowych zespotu
reprezentowana jest przez 69 transkryptéw pochodzacych od 16 genéw. Dla nich roéwniez
przeprowadzono analize architektury domen wraz z probg oceny responsywnosci na IAA,
podzialu na domniemane aktywatory i represory oraz analize filogenetyczng homologéw u
pigciu gatunkéw. Analizy uzupeliono krotkim opisem trzech biatek kodowanych przez
homologi korepresora TOPLESS poprzestajagc jednak na dopasowaniu ich sekwencji
aminokwasowych do ortologa z A. thaliana.

Kolejna czgs¢ wynikéw to analiza interakcji miRNA/mRNA rozpoczynajagca sie od
analizy dostepnego degradomu i identyfikacji par oddzialywan. Tu na Ryc. 32 brakuje legendy
dot. koloréw nukleotydow w sekwencji. Analogiczna analiza zostala wykonana takze
programem psRNAtarget identyfikujac wigcej domniemanych par miRNA/mRNA. Nastepnie
w wynikach opisano poszukiwanie odwrotnej zaleznosci poziomu transkryptow i
korespondujacego miRNA w oparciu o szacunki poziomu transkryptu i miRNA w kwiatach
réznych pigter wykonane met. RT-qPCR lub w wigkszosci w oparciu o dane transkryptomowe,
wyliczajagc wsp. korelacji Pearson’a (PCC). Analizy te wykonano zgodnie z podziatem:
receptory z rodziny TAAR, koreceptory Aux/IAA i regulatory transkrypcji ARF. Analizy
korelacji nie wykonano w przypadku Aux/IAA, ze wzgledu na brak $ladéw dziatania
odpowiednich miRNA w bibliotekach degradomowych. Wsréd receptorow negatywnej
korelacji nie zaobserwowano, natomiast, w ponad polowie domniemanych par miRNA/mRNA
z rodziny ARF taka korelacja wystepuje. Dane poziomu transkryptu w zaleznosci od pietra i
fazy rozwojowej kwiatu dla rodzin genowych wizualizowano w formie eleganckich heat-map
— ciekaw jestem dlaczego zrezygnowano np. z analizy zréznicowanej ekspresji D vs. G czy 1
vs.2,314?

Bardzo ciekawa czgs¢ wynikow to Sledzenie zmian ekspresji w potencjalnych parach
miRNA/mRNA w dolnym, gérnym i gérnym po usuni¢ciu kwiatéw dolnych okotku, ktore w
analizie qPCR wykazalo np. odwrotng korelacje¢ wskazujgc na mozliwe zaangazowanie Ll-
miR281/miR167 w regulacji LIARF8a w stadium 4 rozwoju kwiatu.

Analogiczng analiz¢ ekspresji zidentyfikowanych par miRNA/mRNA wykonano w
kontekscie warunkéw niedoboru wody, przy czym do analiz wybrano zestresowane rosliny po
weryfikacji kamerg termowizyjng i kontrolg ekspresji wybranych markeréw suszy. Ewentualng
negatywng korelacje mozna dostrzec jedynie w dwdch przypadkach ograniczonych do jednego

ze stadiow nie dajac przestanek do identyfikacji jakiego$ mocnego i zakonserwowanego uktadu

regulacyjnego.



Dyskusja jest rzeczowa i dosy¢ szczegdtowo i rzetelnie konfrontuje wyniki z danymi
literaturowymi w zakresie lokalizacji IAA i aktywnosci genéw. Zdaniem recenzenta dyskusja
jest jednak troche zbyt opisowa i przypomina czasem katalog streszczen publikacji na okreslony
temat. W dyskusji autorka dopuscita si¢ kilku drobnych niescistosci. Jedna z nich, to
dyskutowanie nt. subkomorkowej lokalizacji IAA na podstawie zaprezentowanych wynikow
immunolokalizacji w skrawkach parafinowych. Pewnym potknieciem jest tez pisanie o
zidentyfikowaniu w petni funkcjonalnych biatek, podczas gdy analizy byly transkryptomowe.
Mozna tu jedynie pisa¢ o kompletnych sekwencjach czy tp. Zbyt tatwe przechodzenie od analiz
sekwencji do wnioskéw nt. funkcji w dyskusji pojawia si¢ czeSciej, np. uzasadniajgc
wykluczenie z analiz transkryptow brakiem rejonu kodujacego C-terminalng domene PB1,
ktora definiuje autorka jako prerekwizyt funkcjonalnosci bialek Aux/IAA. Po pierwsze taki
warunek zdefiniowano dla A.thaliana (i wcale nie tak kategorycznie), a po drugie biatka
pozbawione domen moga wplywaé na kinetyke oligomeryzacji innych, kompletnych bialek.
Par¢ akapitow dalej, przy omawianiu rodziny ARF, temat mozliwej samodzielnosci domen
wrocit — oczywiscie jest troche wiecej przestanek ku temu w literaturze, ale hipoteza taka przy
omawianiu Aux/IAA bylaby calkiem ciekawa.

Dyskusja dot. dynamiki zmian IAA w kwiatach przeprowadzona jest poprawnie, facznie
z rozwazaniami nt. mozliwych mechanizméw adaptacyjnych zwigzanych z zapylaniem
poszczegblnych pieter w kwiatostanie. Podobnie, dyskusj¢ braku mocnych odwrotnych
korelacji miRNA/mRNA u receptoréw TAAR i czynnikoéw ARF autorka stusznie nakierowuje
na mozliwe bardziej lokalne cyzelowanie poziomu transkryptow docelowych. Stabsze, istotne
statystycznie, korelacje autorka podsumowuje w postaci eleganckiego diagramu lgczacego
zaobserwowane réznice w miRNA, receptorach TAAR i ARFach w kwiatach gornych i
dolnych w 4 stadiach rozwojowych. To bardzo dobra cz¢s¢ dyskusji, podobnie jak czes$é
poswiecona analizie wykrytych potencjalnych modutow regulacyjnych po oberwaniu kwiatow
dolnych. Na koniec autorka podjeta si¢ dyskusji zachowania omawianych modutéw
regulatorowych w kwiatach, w stresie suszy, jednak i tu nie udato si¢ wychwyci¢ jakiej$
klarownej reguly czy korelacji. Natomiast, swoja droga cieckawe, omoOwienie genow
markerowych stuzacych do udowodnienia, ze stres suszy oddzialuje na rozwijajgce si¢ kwiaty
tubinu zo6ltego, jest znacznie obszerniejsze niz dyskutowanie badanej regulacji elementow
szlaku transdukcji sygnalu auksynowego.

W dobrze napisanym w punktach podsumowaniu autorka podkresla subtelng i zapewne
bardzo lokalng natur¢ obserwowanej regulacji poprzez dynamicznie zachowujgce sie IAA z
rownie dynamiczng regulacjg jego dzialania na poziomie molekularnym, wilgcznie z
mechanizmami zaleznymi od miRNA. Doktorantka podkresla tez transkrypcyjnie odmienny
status gérnych i dolnych kwiatow, oraz pokazuje ze tenze status mozna modyfikowaé w
kwiatach gornych poprzez usunigcie dolnych upodabniajagc nowe dolne do pierwowzoru.
Wskazane sg tutaj réwniez mozliwe kierunki dalszych badan, z ktérych zdaniem recenzenta,

najcickawszy bylby ten z maskowaniem elementdéw AuxRE. Natomiast ostatni punkt
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podsumowania (wyniki podstawg do stworzenia nowych linii lubinu) jest oczywiscie pozadany
i uzasadniajacy podjecie tematu ale tak odlegly, ze az niepotrzebny w podsumowaniu.

W calosciowym ujeciu brakuje mi jedynie poszerzenia dyskusji o aspekty w sposéb
naturalny wigzace si¢ z odcinaniem organdéw, czyli zwigzane z rolg etylenu czy innych
hormon6éw. Rozumiem, Ze praca byla zogniskowana na auksynach, jednak unikanie w dyskusji
kwestii etylenowych zubaza te prace, a jestem przekonany, ze wychodzgc z tej grupy badawczej
$wiadomo$é wspéldziatania wielu hormonéw w omawianym procesie jest oczywista i bez

uszczerbku dla oryginalnosci innych prac zespotu mozna by dyskusje wzbogacic.

Podsumowanie

Podsumowujac recenzj¢, praca Pani mgr Mileny Kulasek to kawat solidnej, zmudnej i
stojacej na wysokim poziomie, pracy biologa, opisujacej zalezne od auksyn molekularne
mechanizmy determinacji odcinania kwiatéw tubinu zéttego. Dysertacja pokazuje zar6wno
umiejetno$¢  doktorantki w analizowania duzych zestawow danych genomowych,
wyluskiwania z nich istotnych proceséw molekularnych, jak i budowania doswiadczen do
szczegbtowych analiz poszczegélnych gendw. Opracowanie odzwierciedla wysokie
umiejetnosci techniczne i zawiera dobrej jakosci wyniki z dobrym potencjatem publikacyjnym.

Wskazane w recenzji niedociggnigcia nie stanowig istotnych bledow rzeczowych i catg
prace oceniam bardzo dobrze. Analiza tekstu dowodzi, ze autorka jest dojrzalym naukowcem
godnym awansu naukowego.

Na podstawie powyzszego zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych
Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK w Toruniu z prosba o dopuszczenie
Pani mgr Mileny Kulasek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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