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Recenzja pracy doktorskiej mgr Eweliny Stolarskiej pt.:
”Identyfikacja i charakterystyka genow warunkujacych komorkowa homeostaze

poliamin w starzeniu liSci jeczmienia”

Przedtozona do oceny praca doktorska mgr Eweliny Stolarskiej zostata wykonana w Zaktadzie
Fizjologii Roslin Instytutu Biologii Eksperymentalnej UAM w Poznaniu, pod kierunkiem prof.
dr hab. Ewy Sobieszczuk-Nowickiej (promotor), oraz dr. Umesha Kumara Tanwara (promotor
pomocniczy). Badania, ktorych wyniki stanowig prezentowane w dysertacji osiggniecie
naukowe wykonane zostalty w ramach projektu Opus pt.:”Poliaminy — nowy przetgcznik
metaboliczny starzenia liScia jeczmienia. Opracowanie molekularnej podstawy sieciowej
regulacji procesu jako cel strategii uprawy zbdoz” (UMO-2018/29/B/NZ9/00734)

finansowanego przez Narodowego Centrum Nauki.

Uzasadnienie wyboru tematyki badawczej

Starzenie roslin jest procesem aktywnym i wysoce kontrolowanym, uznawanym za rodzaj
strategii obronnej przed niekorzystnymi warunkami srodowiskowymi. Jest ono zwigzane ze
zmianami metabolicznymi, prowadzacymi do dezintegracji struktur komorkowych i
remobilizacji cennych zasobow, w tym azotu. Indukowane ciemno$cig starzenie lisci (ang.
dark-induced leaf senescence - DILS) to zagadnienie podejmowane od wielu lat przez zespot
kierowany przez profesor Ewe Sobieszczuk-Nowicka i na ktorego polu ma on duze osiggnigcia.
Na podstawie wcze$niejszych badan wysunigto hipoteze, iz utrzymywanie homeostazy
poliamin (PA) ma bardzo istotne znaczenie w kontroli procesu indukowanego starzenia lisci i
przypuszczalnie jest zwigzane z odwracalnoscig tego procesu. Homeostaza PA w komorce
utrzymywana jest na zasadzie sprzezen zwrotnych na poziomie biosyntezy, katabolizmu,

importu i eksportu. Uwaza si¢, iz rozktad poliamin indukuje proces starzenia lisci.



Badania przedstawione w pracy doktorskiej mgr Ewy Stolarskiej miaty na celu identyfikacj¢
gendw metabolizmu (ang. polyamine metabolism genes — PMG) oraz transportu (ang.
polyamine transporters — PAT) poliamin oraz ich przewidywanych produktéw biatkowych u
jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare). Byl to etap niezbedny do podjecia przez
Doktorantke analiz funkcjonalnych prowadzacych do zbadania roli genéw cyklu

poliaminowego w indukowanym ciemnoscig starzeniu lici.

Podjeta przez Doktorantke tematyke badawczg uwazam za oryginalng oraz istotng, zarowno ze
wzgledu na aspekt poznawczy, jak rowniez aplikacyjny. Wybor jeczmienia zwyczajnego jako
obiektu badan byt trafny i uzasadniony. Szczegolne znaczenie miata tu dostgpnosé sekwencji
genomowej odmiany Golden Promise, co umozliwilo prowadzenie badan zar6wno
filogenetycznych, jak i funkcjonalnych. Ponadto, ze wzgledu, iz jest to gatunek diploidalny
oraz posiada stosunkowo maty genom uwazany jest za rosling modelowa w obrebie traw,
wlaczajac w to zboza. Istotne jest rdwniez znaczenie jeczmienia zwyczajnego w zywieniu

swiatowej populacji ludzkie;.

Struktura pracy

Pracg¢ doktorska mgr Eweliny Stolarskiej stanowi cykl trzech spojnych tematycznie
anglojezycznych artykutow naukowych opublikowanych w latach 2022-2023, w czasopismach

znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR):

1. Tanwar UK, Stolarska E, Paluch-Lubawa E, Mattoo AK, Arasimowicz-Jelonek M,
Sobieszczuk-Nowicka E. (2022). Unraveling the genetics of polyamine metabolism in
barley for senescence-related crop improvement. International Journal of Biological
Macromolecules, 221:585-603. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2022.09.006.

2. Stolarska E, Tanwar UK, Guan Y, Grabsztunowicz M, Arasimowicz-Jelonek M,
Phanstiel O 1V, Sobieszczuk-Nowicka E. (2023). Genetic portrait of polyamine
transporters in barley: insights in the regulation of leaf senescence. Frontiers in Plant
Sciences, 14:1194737. doi: 10.3389/fpls.2023.1194737.

3. Stolarska E, Paluch-Lubawa E, Grabsztunowicz M, Tanwar UK, Arasimowicz-Jelonek
M, Phanstiel O, Mattoo AK. Sobieszczuk-Nowicka E. (2023). Polyamines as Universal
Bioregulators across Kingdoms and Their role in Cellular Longevity and Death. Critical
Reviews in Plant Sciences, 1-21. D0i:10.1080/07352689.2023.2247886.
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Pierwsze dwa to artykuly oryginalne, a trzeci to praca przegladowa dotyczaca roli poliamin
jako uniwersalnych bioregulatorow w regulacji zywotnosci komorek. Wiaczenie tego artykutu
do pracy doktorskiej uwazam za uzasadnione, gdyz stanowi on doskonate wprowadzenie w
tematyke badawcza podjeta przez Doktorantke. Do wydrukéw publikacji dotaczone zostato
opracowanie zawierajace streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych
skrotow, autoreferat, oswiadczenia autorki, o§wiadczenia wspdtautorow, sylwetka kandydatki

oraz wykaz pozostatych osiagni¢¢ naukowych.

Laczna warto$¢ wspotczynnika oddziatywania (ang. impact factor — IF), zgodnie z rokiem
opublikowania tychze prac wynosi 20,525 a liczba punktow MNiSW — 340 i $wiadczy o
wysokim poziomie naukowym prezentowanych badan. W publikacjach nr 2 i 3 mgr Ewelina
Stolarska jest pierwszym autorem, natomiast w publikacji nr 1 posiada autorstwo

wspotdzielone.

Na podstawie analizy o$wiadczen Doktorantki oraz wspoOtautorow stwierdzam, iz jej
indywidualny wktad w powstanie wyzej wymienionych prac byt znaczacy i tym samym zostat
spelniony wymog formalny stawiany rozprawom doktorskim. Jednakze, w moim odczuciu
opisy w oswiadczeniach dotyczacych publikacji nr 1 1 2 byly zbyt ogdlne, O znaczaco utrudnito
mi ich oceng. Doktorantka podata, iz w obu publikacjach wykonata cz¢$¢ analizy
bioinformatycznej, dokonata interpretacji czgéci uzyskanych wynikow oraz brata udziat w
przygotowaniu manuskryptow. Ponadto, w o$wiadczeniu dotyczacym publikacji nr 1 mgr
Ewelina Stolarska napisata, ze wykonata prace eksperymentalng. Z o$wiadczen wspotautorow
wynika, ze w przypadku obu prac oryginalnych udzial w analizie bioinformatycznej miat
rowniez dr Umesh Kumar Tanwar. Z tego wzglgdu bardzo prosz¢ o podanie ktore konkretnie

analizy bioinformatyczne zostaly przez Doktorantke wykonane.

Autoreferat zawiera nastgpujace rozdziaty: wprowadzenie, cel i zatozenia pracy doktorskiej,
wyniki i ich omowienie, podsumowanie, perspektywy oraz literatura. Jest on napisany jest w
Sposob logiczny i zwigzly i nie budzi moich zastrzezen. Ponadto, Doktorantka umiescita w nim
wiele kolorowych rycin i schematow, ktore zostaty bardzo dobrze przygotowane i tym samym
ulatwity zrozumienie tresci. Doktorantka przytacza cele, najwazniejsze wyniki i wnioski, jak
réwniez szczegdlowe plany dalszych badan, co $wiadczy o jej dojrzatosci naukowej. Z
obowigzku recenzenta musze zwroci¢ uwage na niekompletno$¢ wykazu stosowanych skrotow
(brakuje takich skrotow jak TFs, BC, TC, RT-qPCR), oraz nieliczne bledy dotyczace

stosowanej nomenklatury.



Podsumowujac stwierdzam, iz calo$¢ dysertacji zostata dobrze przygotowana, w sposob

zgodny z wymogami formalnymi stawianymi pracom doktorskim.

Merytoryczna ocena pracy doktorskiej

Cele pracy doktorskiej mgr Eweliny Stolarskiej zostaty sformutowane w trzech punktach i

obejmowaty:

1. Identyfikacje i analiz¢ gendw oraz ich przewidywanych produktow biatkowych
zaangazowanych w metabolizm (geny PMG — ang. polyamine metabolism genes) i
transport poliamin (geny PAT — ang. polyamine transporters).

2. Charakterystyke funkcjonalng zidentyfikowanych gendéw oraz ich przewidywanych
produktow biatkowych na podstawie analiz in silico.

3. Oceng ckspresji badanych gendéw w przemianach metabolicznych towarzyszacych

starzeniu lisci.

Doktorantka postawita rowniez hipoteze, iz w obrebie rodzin genéw zaangazowanych w
homeostaz¢ poliamin mozna znalez¢ takie, ktorych ekspresja zachodzi w liSciu 1 jest
starzeniowo-zalezna. Byta ona punktem wyjscia do analiz wybranych genow w celu zbadania

ich funkcji w procesie starzenia.

Nalezy podkresli¢, iz przeprowadzone doswiadczenia zostaty zaplanowane w sposob bardzo
przemyslany i logiczny. Doktorantka rozpoczela badania od identyfikacji calej rodziny genow
cyklu aminowego w genomie jeczmienia, a nastepnie wyodrebnita geny ulegajace specyficznej
ekspresji w lisciu. W kolejnym kroku na podstawie profilowania ekspresji podjeta probe
zidentyfikowania tych genoéw szlaku poliamin, ktorych potencjalna funkcja byta zwigzana z

procesem indukowanego ciemnoscia starzenia lisci (DILS).

Identyfikacja genow HVPMG i HVPAT u jeczmienia zostata przeprowadzona z wykorzystaniem
narzgdzi bioinformatycznych 1 Sekwencji aminokwasowych poszukiwanych genow
scharakteryzowanych wczesniej u rzodkiewnika i ryzu. Zidentyfikowano tacznie 36 genow
cyklu poliaminowego, w tym 23 geny metabolizmu oraz 13 gendéw transporterow poliamin.
Geny PMG zostaty sklasyfikowane w 7 rodzinach, a wsrod genéw PAT wyodrebniono 7
importerow oraz 6 eksporterow. 13 genéw PMG ulegato specyficznej ekspresji w lisciu.

Dodatkowo, sekwencje genow HVPMG zostaty zamplifikowane przy uzyciu specyficznych



startero6w na matrycy DNA i poddane sekwencjonowaniu. W tym miejscu prosz¢ o wyjasnienie

dlaczego identyczna analiza nie zostala przeprowadzona dla genow HVPAT.

Przeprowadzona zostata rowniez kompleksowa analiza in silico dotyczaca funkcji produktow
biatkowych gendw szlaku poliamin, polegajaca na okresleniu lokalizacji subkomorkowej,
analizie oddziatywan biatko-biatko, przewidywaniu miejsc modyfikacji potranslacyjnych oraz

okresleniu mozliwosci wigzania biatek z ligandami poliamin.

Na podstawie analizy profili ekspresji genow szlaku poliamin mgr Ewelina Stolarska wysuneta
whnioski dotyczace potencjalnych korelacji ekspresji genéw metabolizmu i transportu poliamin
z procesem indukowanego ciemnoscig starzenia lisci. Miedzy innymi taki, iz import poliamin
nie jest istotny, podczas gdy geny eksporteréw poliamin biorg udziat w tym procesie. Uwazam,
ze niektore z nich sg za daleko idace i do tej czeSci wynikow mam stowo komentarza. W moim
odczuciu, wskazane byloby zbadanie poziomu poliamin w lisciach poddanych DILS w
poszczegdlnych punktach czasowych, jak roéwniez analiza parametrow fizjologicznych
wskazujacych na zmiany w procesach metabolicznych towarzyszace temu procesowi. Istotne
bytoby okreslenie poziomu ROS, H202 czy aktywnosci systemu antyoksydacyjnego. W tym
miejscu prosze o wyjasnienie jakie byly symptomy starzenia liSci i czy obserwowano roznice
pomiedzy punktami czasowymi eksperymentu oraz czy mozna okresli¢ funkcj¢ nadtlenku
wodoru w indukowanym ciemnoS$cig starzeniu li§ci? Prosz¢ rowniez o komentarz do
wykorzystania dwoch odrgbnych podejs¢ eksperymentalnych, tj. RT-gPCR (PMG) oraz
RNAseq (PAT) do analizy ekspresji genow PMG i PAT. Moim zdaniem zastosowanie tej samej

metody badawczej utatwitoby poréwnywanie uzyskanych wynikow 1 ich interpretacje.

W podsumowaniu mgr Ewelina Stolarska przytacza, ze gen dekarboksylazy ornityny ulegat
ekspresji wylacznie w korzeniu jeczmienia. A zatem nasuwa si¢ pytanie czy poliaminy moga

petni¢ funkcje podczas starzenia w innych organach.

Jako ostatni punkt autoreferatu Doktoranta przedstawila perspektywy dalszych badan
wspominajgc o modyfikacjach genetycznych. Interesuje mnie ekspresje, ktérego z gendow
metabolizmu badz transportu poliamin chciataby Pani zmodyfikowa¢ u jeczmienia w pierwszej
kolejnosci i1 dlaczego? Z punktu widzenia aplikacyjnego wykorzystania uzyskanych wynikow
prosze o krotkie wyjasnienie na czym polega egzogenne zastosowanie PA w celu ulepszania
tolerancji roslin uprawnych na czynniki stresowe, glownie abiotyczne takie jak susza czy niska

temperatura?



Whiosek koncowy

Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg mgr Eweliny Stolarskiej oceniam wysoko. W
mojej ocenie identyfikacja genow metabolizmu i transportu poliamin u jeczmienia
Zwyczajnego stanowi najwazniejsze osiggni¢cie recenzowanej pracy. Prezentowane wyniki sg
warto$ciowe zarowno pod wzgledem poznawczym, jak réwniez stanowig doskonaly punkt
wyjécia do wieloaspektowych badan funkcjonalnych. Doktorantka w sposéb przemyslany
wykorzystata dostepne dane (sekwencja genomu i dane RNAseq) doskonale postugujac si¢

skomplikowanymi narz¢dziami bioinformatycznymi.

Podsumowujac stwierdzam, ze pod wzgledem formalnym i merytorycznym oceniana
dysertacja mgr Eweliny Stolarskiej spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim,
okreslone na podstawie art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym 1 nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2021 r., poz. 478. W szczegdlnosci
stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje ogélng wiedze
teoretyczng Pani mgr Eweliny Stolarskiej w dziedzinie nauk biologicznych oraz Jej umiejg¢tno$é
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani

mgr Eweliny Stolarskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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