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Wprowadzenie

Jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.) jest jednym z najwazniejszych gatunkéw uprawnych.
Nalezy do gatunkow rodlin wczesnie udomowionych przez cztowieka i towarzyszacych
rolnictwu od czaséw starozytnych. W obrebie gatunku zidentyfikowano szereg odmian
réznego typu i zgromadzono bogate zasoby genowe w Bankach Gendw. Przedstawiona mi do
recenzji praca doktorska dotyczy procesu starzenia nasion jeczmienia. Autorka w swym
podejsciu badawczym zastosowata zaawansowane metody transkryptomiczne, co pozwolito
Jej zbadac ten proces na poziomie molekularnym. Poznanie zmian zachodzacych podczas
starzenia nasion na poziomie molekularnym jest wazne i umozliwia nie tylko lepsze poznanie
biologii nasion, ale takze rozwdj nowych metod badania zywotnosci nasion i sposobdéw ich
przechowywania, szczegélnie przydatnych w dziatalnoéci Bankéw Genéw. Tematyka pracy jest
oryginalna i nowatorska. Praca zostata wykonana w Krajowym Centrum Roslinnych Zasobow
Genowych dziatajagcym w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Paristwowym Instytucie
Badawczym (IHAR-PIB) w Radzikowie. Promotorem pracy jest Pani dr hab. Maja Boczkowska,

prof. IHAR-PIB, za$ promotorem pomocniczym jest Pani dr Jolanta Groszyk.

Dane formalne o rozprawie

Praca doktorska Pani mgr inz. Marty Puchta-Jasiriskiej ma uktad klasyczny, typowy dla
prac doktorskich i liczy 208 stron. Praca zawiera nastepujace rozdziaty: cele badan i hipotezy
badawcze (1 strona), przeglad literatury (30 stron), materiaty i metody (33 strony), wyniki (78
stron), dyskusja (23 stron), podsumowanie i wnioski (2 strony) i spis literatury. W rozprawie

zamieszczono 83 rysunki i 43 tabele, zataczono takze ich spis. W tresci pracy Autorka odwotata




sie do 317 pozycji literatury zrodtowej. S3 to gtéwnie artykuty naukowe w jezyku angielskim,
ale takze rozdziaty z monografii i odwotania do portali internetowych. Pracy towarzyszy pie¢
suplementdw w postaci tabel i schematéw oraz osiem suplementéw elektronicznych,
zawierajgcych przede wszystkim szczegétowe wyniki analiz bioinformatycznych i dane
sekwencyjne. Rozprawe poprzedza szczegbtowy spis tresci i wykaz skrotéw, a ponadto
uzupetniajg j streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz informacja o tym, ze czesé
wynikow pracy zostata opublikowana w trzech publikacjach. Uktad pracy jest kompletny i
przejrzysty. Mam jedng uwage dotyczacg struktury pracy. Mysle, ze rozdziat zawierajacy cele
badan i hipotezy badawcze mogtby by¢ zamieszczony po przegladzie literatury, a nie na
poczatku pracy, wowczas czytajacy bytby lepiej wprowadzony w tematyke rozprawy i dobrze

przygotowany do zapoznania sie z tym rozdziatem.

Ocena rozprawy

W pierwszym rozdziale pracy Autorka przedstawita cele badan i hipotezy badawcze.
Autorka podjetfa sie bardzo trudnego zadania, ktorym byto poznanie mikrotranskryptomu i
degradomu oraz transkryptomu czesci zarodkowych nasion pochodzacych z
dtugoterminowego przechowywania i réznigcych sie zdolnoscig do kietkowania. Autorka
Przedstawita sze$¢ szczegdtowych celow pracy i postawita pie¢ hipotez badawczych. Uwazam,

ze cele pracy zostaly jasno sformutowane, a hipotezy badawcze sg przemyslane.

Czesc doswiadczalng pracy poprzedza przeglad literatury, w ktérym Autorka opisata
udomowienie i aktualng produkcje jeczmienia zwyczajnego na $wiecie oraz przedstawita
znaczenie ochrony bioréznorodnosci roslin. Nastepnie Autorka szczegétowo omdwita zmiany
zachodzgce w nasionach podczas starzenia na poziomie komdrkowym, biochemicznym i
molekularnym, a takze opisata biogeneze matych niekodujgcych RNA u roélin uwzgledniajac
udziat miRNA w kietkowaniu nasion. W ostatnim akapicie tego podrozdziatu Autorka wskazata,
ze podczas kietkowania nasion miRNA moze regulowaé geny kodujgce biatka zawierajgce
powtdrzenia pentatrikopeptydowe (PPR). Zabrakto mi tutaj informacji o tym, ze biatka te
wigzg si¢ w sekwencyjnie specyficzny sposéb z czgsteczkami RNA, przez co bezposrednio
wptywajg na ich funkcje. Zakres przegladu literatury jest szeroki. W moim odczuciu niektére
fragmenty omawiajgce zjawiska podstawowe mogtyby by¢ skrécone, co nie umniejszytoby

wartosci merytorycznej pracy.




W kolejnym rozdziale Autorka oméwita wykorzystane materiaty i zastosowane
metody. Realizacja celéw pracy i weryfikacja postawionych hipotez badawczych byty mozliwe
dzieki dostepnosci unikalnego materiatu biologicznego. Wykorzystano préby ziarniakéw
jgczmienia odmiany Damazy, przechowywane w prézni przez 42 lata i roznigce sie zdolnoscig
do kietkowania. Jako kontrole wykorzystano ziarniaki z niedawnego rozmnozenia tej samej
odmiany. Tak wigc tto genetyczne prob nasion wykorzystanych w analizach byto jednolite, co
jest duzg zaleta wykorzystanego materiatu badawczego. Z ziarniakéw pozyskiwano czesé

zarodkowy, z ktérej izolowano RNA na potrzeby analiz transkryptomicznych.

Analizy transkryptomiczne zostalty dobrze zaplanowane. Autorka konstruowata
biblioteki do sekwencjonowania oddzielnie dla réznych frakcji RNA w trzech powtdrzeniach
biologicznych. Nalezy podkresli¢, ze konstruowanie bibliotek RNA do sekwencjonowania
metodg lllumina jest ztozone technicznie i wymaga duzej wprawy laboratoryjnej. Szereg
elementow proceduralnych wymagato optymalizacji, poczawszy od izolacji RNA z czesci
zarodkowej wysuszonych ziarniakdw. Na potrzeby analizy degradomu Autorka opracowata
wtasng metodyke, za$ w przypadku analizy RNA-seq napotkata problemy z jakoscig RNA, ktére
rozwigzata wypracowujac wtasne podejscie metodyczne. Sekwencjonowanie bibliotek miRNA-
Seq i degradome-Seq zostato wykonane z wykorzystaniem sekwenatora Illlumina MiSeq we
witasnym laboratorium, zas RNA-seq ustugowo, z wykorzystaniem sekwenatora HiSeq4000,
ktory lepiej nadaje sie do tych analiz. Analizy bioinformatyczne i statystyczne zostaty
wykonane z wykorzystaniem ogdlnie dostepnych narzedzi bioinformatycznych i baz danych.
Aby zweryfikowa¢ wyniki analiz bioinformatycznych Autorka zastosowata dla wybranych

genow metode RT-qPCR, ktora jest stosowana rutynowo w tym celu.

Poszczegblne metody zostaty przez Autorke wtasciwie opisane. Stosowane odczynniki
i sprzet laboratoryjny zestawiono w postaci tabelarycznej. Troche szkoda, ze nie wydzielono
podrozdziatu ze stosowanymi pozywkami i buforami, co poprawitoby czytelno$¢ i spéjnosé
tego rozdziatu. Niezaleznie od tej uwagi, uwazam ze jest to bardzo wartosciowy rozdziat pracy,
a opisy metodyki konstruowania bibliotek s szczegdlnie cenne dla doktorantéw i badaczy,

ktérzy planujg wykorzystanie metod transkryptomicznych w swoich pracach.

W nastepnym rozdziale pracy Autorka przedstawita uzyskane wyniki. Jest to
najobszerniejszy rozdziat pracy. Przedstawione wyniki s dobrze udokumentowane, chociaz

uwazam, ze dokumentacja ta mogtaby by¢ przedstawiona w sposéb bardziej syntetyczny. Do




najwazniejszych wynikdw Autorki nalezy wykazanie duzej stabilnosci miRNA podczas
dtugoterminowego przechowywania nasion. Jest to niezmiernie ciekawy wynik i warty
dalszego zbadania poniewaz mechanizmy stabilizacji i degradacji RNA budzg duze
zainteresowanie naukowcow oraz znajdujg zastosowanie praktyczne. W nastepstwie analizy
miRNA-Seq Autorka zidentyfikowata i sklasyfikowata miRNA wystepujgce w czesci zarodkowe;j
nasion jeczmienia, tacznie 61 znanych i 81 nowych miRNA, przy czym dla wielu miRNA
zidentyfikowata i scharakteryzowata szereg izoform (tak zwane izomiry), ktére réznity sie
dtugosciag. Dla wybranych miRNA poziom ekspresji zostat potwierdzony metodg RT-qPCR i

wskazano miRNA réznicujgce badane préby nasion.

Aby wskazac geny regulowane przez zidentyfikowane miRNA Autorka wykonata analize
in silico, wykorzystujgc dostepne dane genomiczne dla jeczmienia, a jednocze$nie analize
produktéw degradacji mRNA stosujac metode degradome-Seq. Takie dwutorowe podejscie
umozliwito poréwnanie tych metod i wskazanie transkryptéw regulowanych przez miRNA.
Nastgpnie Autorka przypisata tym transkryptom kategorie funkcjonalne wykorzystujac
podejscie oparte o ontologie gendw (Gene Ontology) i wskazata szereg proceséw i funkcji
biologicznych réznicujacych badane materiaty. Jednym z ciekawszych wynikéw jest wskazanie,
ze nowy miRNA Hvu-new4l moze regulowac ekspresje 1-3,1-4-B-D-glukanazy, enzymu
depolimeryzujacego glukany. Autorka postuluje, ze obnizenie ekspresji tego genu moze

ograniczac zdolnos¢ do kietkowania nasion.

W ostatniej czesci tego rozdziatu, Autorka przedstawita wyniki analizy RNA-seq i
wskazata transkrypty réznicujgce trzy typy nasion o réinej zywotnosci. W analizie
bioinformatycznej danych RNA-seq wykorzystata dwa podejscia - w pierwszym odczyty
sekwencyjne mapowano na genomie referencyjnym jeczmienia, zas w drugim wykonano
ztozenie transkryptomu de novo i wykorzystano je do mapowania odczytéw sekwencyjnych.
Autorka uznata, ze to pierwsze podejscie za bardziej informatywne, pomimo tego, ze genom
referencyjny jeczmienia posiada pewne niedoskonatosci. Aby scharakteryzowaé funkcje
gendw roznicujacych badane proby Autorka wykorzystata wczeéniej stosowane podejicie
bioinformatyczne oparte o katalogi grup ontologicznych (analiza GO) i przypisata réznicujgcym
transkryptom kategorie ontologiczne i funkcje. Uzyskane wyniki potwierdzity miedzy innymi
znaczenie zachowania aktywnosci rybosomoéw i zdolnosci do translacji, metylacji DNA i

alternatywnego splicingu, fosforylacji biatek, metabolizmu cysteiny i kwasu askorbinowego w




zachowaniu zdolnosci nasion do kietkowania. Do waznych wynikéw nalezy powigzane genu
Sip1 kodujgcego a-galaktozydaze zwigzang z imbibicjg nasion z préba nasion dtugoterminowo
przechowywanych o niskiej zywotnosci. Ten wynik potwierdza stwierdzenie Autorki, ze w
probie tej podczas przechowywania nastgpita inicjacja kietkowania, ale do wykietkowania
nasion nie doszto. Autorka postuluje, ze zapoczatkowanie kietkowania mogto skutkowaé
degradacja transkryptéw niezbednych do kietkowania i utratg zywotnosci nasion. Dysponujac
ztozeniem transktyptomu de novo Autorka ponownie przeanalizowata dane degradomowe

weryfikujgc wczesniej uzyskane wyniki.

Uwazam, ze Autorka uzyskata oryginalne wyniki, a szereg tych wynikéw stanowi dobry
punkt wyjscia do dalszych badan. Warto bytoby poszerzy¢ analizy funkcjonalne, zaréwno
bioinformatyczne jak i eksperymentalne dla najbardziej interesujgcych miRNA i transkryptéw.
W dalszej perspektywie mozna bytoby zbada¢ dtugie niekodujgce RNA i koliste RNA (IncRNA i
circRNA), wéwczas obraz réznic transkryptomicznych dla badanych materiatéw bytby petny,
obejmowatby wszystkie typy RNA, a to pozwolitoby na poszukiwanie kolejnych interakcji

pomiedzy réznymi typami RNA.

Dyskusja jest napisana w sposob usystematyzowany i jest oparta na duzej liczbie
publikacji naukowych. Autorka przedyskutowata uzyskane wyniki odnoszac sie do prac innych
zespotow wykonanych gtdéwnie dla zb6z i Arabidopsis, ale niekiedy odwotujac sie takze do prac
nad zwierzetami, szczegblnie w zakresie wynikéw dotyczacych miRNA. W dyskusji Autorka

przedstawita szereg przemyslen i hipotez, ktére mogg by¢ podstawa do dalszych badan.

Na zakoriczenie pracy Autorka sformutowata wnioski. Wnioski majg w wiekszosci
charakter biologiczny, sa réwniez wnioski o charakterze metodycznym, ktére pozwolg na
bardziej efektywne stosowanie metod transkryptomicznych w badaniach nad biologig nasion.
Mysle, ze niektére wnioski mogtyby by¢ lepiej sformutowane. Przyktadowo wnioski 8 i 11
dotyczgce utraty zdolnosci do kietkowania podczas diugoterminowego przechowywania

nasion mogtyby by¢ potaczone razem.

Podsumowujac, Autorka pracy pokazata, ze potrafi formutowaé hipotezy badawcze
oraz planowac i wykonywac¢ doswiadczenia na potrzeby ich weryfikacji. Autorka $wietnie
opanowata metodyke konstruowania bibliotek i wysokoprzepustowego sekwencjonowania

oraz analiz duzych zbioréw danych transkryptomicznych. Pokazata, ze potrafi opracowywac i




krytyczne dyskutowac wyniki wtasnych badari. Nalezy doda¢, ze wiekszos¢ wynikéw pracy
zostata opublikowana w postaci dwdch artykutéw w pismach o zasiegu miedzynarodowym i

pracy przeglagdowej, co pokazuje, ze Autorka potrafi skutecznie publikowaé.

Pytania i uwagi dotyczace pracy

Po przeczytaniu rozprawy nasuneto mi sie kilka pytan i uwag dotyczacych wykonanej pracy.

1. W pracy okreslano wzgledny poziom ekspresji miRNA w oparciu o dane sekwencyjne i
wykorzystywano metode RT-qPCR. Jestem ciekawy na ile uzyskane wyniki byly zgodne i
jezeli wystepowaty réznice to z czego one mogty wynikac.

2. Autorka wskazuje znaczenie interakcji nasion z patogenami grzybami jako waine dla
zachowania ich zywotnosci. Czy w uzyskanych zbiorach danych sekwencyjnych
odnotowano wystepowanie sekwencji typowych dla grzybow lub bakterii?

3. Czy na bazie uzyskanych wynikow mozna bytoby zaproponowaé metode diagnostyczna
opartg o izolacje RNA z suchych nasion i RT-qPCR, ktéra umozliwitaby szacowanie zdolnosci
kietkowania nasion pochodzacych z przechowalni bez robienia klasycznych testéw

kietkowania? Czy znane sg takie metody dla innych gatunkéw?

W pracy dopatrzytem sie pewnych niedociggnie¢ edytorsko-redakcyjnych i stylistycznych,
ktére nie umniejszaja wartosci merytorycznej pracy, ale utrudniaja czytanie rozprawy i z
obowigzku recenzenta pozwalam sobie je wskazac:

1. Autorka czesto stosuje spolszczone stowa zapozyczone z jezyka angielskiego. Jest to czesty
problem w pracach dotyczacych genetyki i genomiki, gdyz stownik jezyka polskiego nie
nadaza za postepem tych nauk. Mysle, ze Autorka mogta troche lepiej zadba¢ o
wprowadzanie takich termindw do tekstu pracy poprzez ich odpowiednie definiowanie.

2. Autorka stosuje w pracy termin ,egzon”. Ze wzgledu na pochodzenie tego stowa od
okreslenia ,ekspresja” bardziej uzasadnione bytoby zatem stosowanie terminu , ekson”.

3. Podrozdziaty dotyczace wynikéw analiz bioinformatycznych trudno sie czyta, ze wzgledu
na duze nagromadzenie ztozonych nazw genéw i symboli kategorii funkcjonalnych. Mysle,
ze rozdziaty te mogtyby by¢ bardziej syntetyczne, a cze$¢ mniej waznych rysunkéw i tabel
dokumentujgcych uzyskane wyniki przeniesiona do suplementéw.

4. Niektore odwotania do rysunkdw podane w tekscie pracy sa niewtasciwe. Przyktadowo w

podrozdziale 3.5 powinny by¢ odwotania do rysunkéw 71-73, a s3 podane odwotania do

rysunkow 70-72.




5. Zamieszczone spisy literatury oraz tabel i rysunkow zawierajg niedociggniecia edytorskie.
Spis literatury nie jest do korica jednolity pod wzgledem stylistycznym. Przyktadowo:
czasami podawane sg imiona autordéw, a innym razem tylko inicjaty; publikacja Ratajczak i
in (2019) pt. "Mitochondria are important determinants of the agening of seeds” jest
wymieniona w spisie dwukrotnie; w spisie rysunkow i tabel w opisie tabeli 36 ujawnit sie
btad edytorski zwigzany z odwotaniem do tekstu pracy.

6. Niektére sformutowania w tekscie lub opisy rysunkéw sg nieprecyzyjne lub mylace,
przyktadowo:

— strona 26 wiersz 10: sformutowanie ,,aktywnos¢ genéw kodujacych dziatanie ligazy” jest
niezreczne, powinno raczej by¢ , aktywnos¢ gendw kodujgcych ligazy”,

— rysunek 3: na schemacie btednie opisano sciezke inhibicji translacji przez miRNA — podano
inhibicja transkrypcji, a chodzi o inhibicje translacji,

— rysunki 4 i 7: w opisie rysunkéw nie objasniono skrétéw opisujacych badane préby, nie

podano, co oznaczajq skroty literowe Rc, Hv i Lv.

Whiosek koncowy

Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg Pani mgr Marty Puchta-Jasinskiej oceniam
bardzo pozytywnie. Praca jest oryginalna i zawarto w niej szereg ciekawych i wartoéciowych
informacji. Autorka dobrze opanowata i wykorzystata metodyke analiz transkryptomicznych
na potrzeby realizacji swych badan. Cele pracy zostaty osiggniete, a wyniki koricowe pracy nie
budza moich zastrzezen. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia wymogi
stawiane pracom doktorskim, okreslone w ustawie z 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 poz. 1789), zgodnie
z art.179 ustawy z 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1669) z pdin.zm. i rozporzadzeniem Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z 20 wrzesnia 2018 r. w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych
oraz dyscyplin artystycznych (Dz. U. z 2018 poz. 1818) i wobec tego wnosze do Rady Naukowej
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin PIB w Radzikowie o dopuszczenie Autorki rozprawy do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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