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w zalgczeniu przesytam recenzj¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Chojnackiej
zatytutowanej ,,Charakterystyka gendéw z rodziny MIR444 w jeczmieniu zwyczajnym (Hordeum
vulgare) i ich potencjatu kodujacego”.

Recenzowana przeze mnie rozprawa spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim a zatem wnosze¢ o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Gdansk, dnia 29 marca 2023 r.
Prof. dr hab. Ewa Lojkowska

Zaktad Ochrony i Biotechnologii Ro$lin

Katedra Biotechnologii

Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii

Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
Abrahama 58, 80-307 Gdansk

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Chojnackiej
zatytulowanej ,,Charakterystyka genow z rodziny MIR444 w jeczmieniu zwyczajnym
(Hordeum vulgare) i ich potencjalu kodujacego”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Chojnackiej, zostata
wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Zofii Szweykowskiej-Kulinskiej w Zaktadzie
Ekspresji Genow Wydzialu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu. Tekst
recenzowanej pracy doktorskiej obejmuje istotne i wymagane czgsci sktadowe tj. streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, spis zastosowanych skrotow, wstep, materiaty 1 metody, wyniki,
dyskusje oraz spis literatury. Rozprawa zawiera takze dobrze sprecyzowany cel pracy, oraz
syntetycznie sformutowane wnioski.

Przedstawiona do oceny rozprawa spetnia wymogi ustawowe, jest dobrym, naukowym
jezykiem, wyniki badan sg znakomicie udokumentowane, a calos¢ reprezentuje bardzo
nowoczesny kierunek badan polegajacy na wykorzystaniu najnowszych metod stosowanych w
badaniach molekularnych oraz analizach bioinformatycznych do poznania i scharakteryzowania
struktury i funkcji fizjologicznej genéw z rodziny MIR444.

Przedmiotem badan bylo scharakteryzowanie genow z rodziny MIR444 obecnych w
genomie jeczmienia zwyczajnego oraz okreslenie ich potencjalu jako czasteczek kodujacych
peptydy mogace wptywac na regulacje biogenezy dojrzatych mikroRNA. Opisany wczes$niej
udzial mikroRNA444 w regulacji czynnikow transkrypcyjnych MADS-box, petigcych kluczowe
funkcje w wielu procesach biochemicznych, wskazuje na istotng role tej rodziny genow we
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wzroscie 1 rozwoju ro$lin jednoliSciennych. Wykazany wcze$niej udzial mikroRNA444 w
regulacji szlakow sygnatowych NO3 -, Pi i NH4 + oraz w odpowiedzi na infekcje wywotang przez
wirusa pasiastos$ci ryzu sugeruje mozliwos¢ wykorzystania tych genéw do uzyskania roslin o
nowych, waznych z agronomicznego punktu widzenia cechach; np. uzyskanie roslin odpornych
na infekcje wirusowe czy tez wykazujacych podwyzszong zdolno$¢ do pobierania jonow
amonowych, azotanowych lub fosforanowych a w efekcie dobrze si¢ rozwijajacych warunkach
niedoboru tych jonow.

W recenzowanej rozprawie doktorantka skupita si¢ nie tylko scharakteryzowaniu genéw z
rodziny MIR444 obecnych w genomie roslin jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.) ale
takze zbadata ich potencjat kodujacy oraz zdolno$¢ do ulegania translacji. W ostatnim etapie
zbadata takze wptyw kodowanych przez geny MIR444 peptydow PEP4444 na wydajnos¢
biogenezy i akumulacje dojrzatych mikroRNA444.

Tematyka recenzowanej rozprawy jest konsekwencja zainteresowan zespolu prof. Zofii
Szweykowskiej-Kulinskiej dotyczacych roli niskoczasteczkowych RNA we wzro$cie i rozwoju
ro$lin. Wczesniejsze prace tego zespolu dotyczyly miedzy innymi roli mikroRNA w
indukowaniu/regulowaniu odpornosci roslin na stres abiotyczny spowodowany niedoborem wody.
1 uzyskiwania ro$lin z podwyzszona odpornos$cia na susze¢. Cechg badan prowadzonych w zespole
prof. Zofii Szweykowskiej-Kulinskiej jest ich wielokierunkowos$¢ i co niezwykle wazne
prowadzenie eksperymentéw nie tylko na roslinach modelowych ale takze na waznych
gospodarczo roslinach uprawnych.

Zamieszczony w rozdziale Wstep przeglad literatury przedmiotu jest napisany zwigztym i
jasnym jezykiem 1 dobrze wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy. Oméwiono w nim
literature odnoszaca si¢ do wszystkich aspektéw badan podejmowanych w ramach realizowane;j
rozprawy. W rozdziatach Materialy 1 Metody w sposéb doktadny opisano wszystkie
wykorzystywane w badaniach metody i techniki molekularne a takze analizy bioinformatyczne.
Rozdziat WyniKi nie budzi moich zastrzezen. Jest starannie przygotowany i zaopatrzony w dobrg
dokumentacje graficzna.

Pierwszym etapem pracy byta identyfikacja elementow regulatorowych w promotorach
genow z rodziny MIR444. Doktorantka zidentyfikowala w promotorach genéw MIR444 elementy
regulatorowe bioragce udziat w  odpowiedzi na niedobdr/nadmiar azotu, stres wysokiej
temperatury, $wiatto czy obecno$¢ w podiozu miedzi. Ze wzgledu na identyfikacje licznych
elementow regulatorowych zwigzanych z regulacjag metabolizmu azotowego doktorantka
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przeanalizowata wplyw stresu nadmiaru azotu na rozwoj ro$lin oraz poziom pri-miRNAa, pri-
MRNAD pri-miRNAc oraz odpowiednich mikroRNA 444. Ciekawg obserwacja byto stwierdzenie,
iz w warunkach stresu nadmiaru azotu pula pri-miRNA istotnie wzrasta w korzeniach a nie ulega
zmianie w tkankach pedéw.

Analiza struktury 3 genow MIR444 pozwolila na stwierdzenie, iz w przypadku wszystkich
genow MIR444, mikroRNA* jest zlokalizowany w drugim a mikroRNA w trzecim egzonie a dla
utworzenia  prawidtowej  struktury pri-miRNA  spinki do wloséw  zawierajace]
mikroRNA/mikroRNA* i powstania miRNA niezbgdne jest wyciecie intronu. Analiza
transkryptow genow MIR444a/b/c wykazata, iz mogg one podlega¢ alternatywnemu splicingowi
a generowane izoformy mogg by¢ funkcjonalne lub niefunkcjonalne. Nie stwierdzono jednak
istotnych statystycznie rdznic w ekspresji badanych transkryptow w warunkach stresu nadmiaru
azotu ani w korzeniach ani w pedach. W kolejnym etapie badan doktorantka zidentyfikowata
otwarte ramki odczytu (ORF) w pri-miRNA444a/b/c a nastepnie Wybrata peptydy PEP444 do
dalszych eksperymentow. Najbardziej intersujagcym okazat si¢ peptyd PEP444c, ktorego obecnos¢
wykryto w pedach i korzeniach jeczmienia tak w warunkach kontrolnych jak i warunkach stresu
nadmiaru azotu.

Doktorantka poza opisanymi powyzej badaniami genow MIR444, ich funkcjonalnych i
niefunkcjonalnych transkryptow oraz uzyskanych peptydéw uzyskala metodg edycji genomu
CRISPR/Cas9 rosliny transgeniczne z mutacjami w sekwencjach genow MIR444 kodujacych
peptyd PEP444c. Uzyskanie ro$lin z mutacjami w poszczegdlnych genach MIR444 miato
pozwoli¢ na poznanie funkcji petnionych przez kodowane przez geny MIR444 peptydy. Analiz¢
fenotypowa przeprowadzono dla roslin posiadajacych mutacje w genie MIR444c. RoSliny
transgeniczne wykazywaty zmniejszong powierzchni¢ korzeni 1 pedow, nie stwierdzono natomiast
istotnych roznic w procesie fotosyntezy co zdaniem doktorantki moze wskazywac na brak udziatu
peptydu kodowanego przez MIR444c w przemianach energii $wietlne;j.

Chcialabym zapyta¢ doktorantke jaka jest jej opinia na temat przydatnosci metody edycji
genomu CRISPR/Cas9 do uzyskania ro$lin transgenicznych z mutacjami w genach z rodziny
MIR444. Czy i jaka jest przewaga tej metody nad stosowang tradycyjnie metoda uzyskiwania
roslin transgenicznych z wykorzystaniem transfromacji Agrobacterium tumefaciens i
wprowadzaniem do genomu roslin fragmentu plazmidu Ti?

Doktorantka podjeta takze probg oceny ilosci peptydu PEP444c akumulowanego w liniach
WT i transgenicznych; odpowiednio PEP444 pelnej i skroconej diugosci. Niestety zastosowanie
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metody Western blot nie pozwolito na wykrycie réoznic w akumulacji peptydéw w liniach dzikich
I transgenicznych Jak stusznie zauwazyta doktorantka, brak mozliwych do zaobserwowania
roéznic, mogl wynika¢ z zastosowania przeciwciata, do produkcji ktorego wykorzystano jedynie
13-aminokwasowy region znajdujacy si¢ na karboksylowym koncu peptydu PEP444c. Region ten
byt bardzo podobny w wyprowadzonych liniach, w efekcie porownanie ilo$ci utworzonego
peptydu PEP444¢ w roslinach transgenicznych byto niemozliwe. Mimo, iz okreslenie poziomu
wytwarzanego w roslinach typu dzikiego i liniach transgenicznych peptydu PEP444c nie powiodto
si¢ w kolejnym eksperymencie sprawdzono wplyw pelnej i skroconej formy peptydu PEP444 na
akumulacje mikroRNA444c w korzeniach i pgdach jeczmienia. Wykazano statystycznie istotne
obnizenie poziomu mikroRNA444c w korzeniach roslin transgenicznych, natomiast w przypadku
pedow nie zaobserwowano istotnych rdznic.

Dyskusja uzyskanych wynikow jest cickawa i zawiera omowienie uzyskanych wynikow w
Swietle dostgpnej literatury. Podkreslono w niej takze znaczenie uzyskanych wynikow
wskazujacych na nowa role pri-miRNA444 w jeczmieniu zwyczajnym. Wykazano bowiem, iz
zidentyfikowany przez doktorantke peptyd PEP444c kodowany przez gen MIR444c w sposob
istotny wptywa na akumulacj¢ mikroRNA444c w korzeniach jeczmienia. Do zbadania pozostaje
jednak mechanizm warunkujacy translacje mikroRNA444c oraz sposob w jaki PEP444¢ wplywa
na biogenez¢ mikroRNA444c.

Praca jest napisana jasnym i precyzyjnym jezykiem. Zauwazytam tylko bardzo nieliczne
,»Hliterowki 1 nie $ciste sformutowania. W tytule rozprawy powinna by¢ umieszczona petna nazwa
jeczmienia zwyczajnego Hordeum vulgare L. (jest Hordeum vulgare). W tytule Rys. 40 na str. 97,
brzmi ono ,,Analiza poziomu ekspresji PEP444c” a powinno by¢ ,,Analiza poziomu (lub ilosci)
peptydu PEP444

Podsumowujac stwierdzam, iz rozprawa zawiera cenne wyniki, a ich analiza pozwala na
stwierdzenie, ze doktorantka osiggneta zalozone cele badawcze. Recenzowana rozprawa
doktorska napisana jest dobrym jezykiem, wyniki badan sa dobrze udokumentowane, a cato$¢
reprezentuje nowoczesny kierunek badawczy ukierunkowany na wykorzystanie wiedzy na temat
molekularnych czynnikéw warunkujacych procesy zyciowe roslin do uzyskiwania ro$lin
uprawnych o nowych, korzystnych z punktu widzenia hodowli cechach. Uzyskane wyniki zostana
zapewne opublikowane w postaci artykutu w czasopismie o zasiggu mi¢dzynarodowym.

Recenzowana rozprawa dobrze dokumentuje opanowany przez Panig magister warsztat
naukowy, ktory umozliwia jej prowadzenie takze w przyszto§ci waznych badan zwigzanych z
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szerokim zastosowaniem metod biologii molekularnej, inzynierii genetycznej, mikrobiologii
fizjologii roslin a takze bioinformatyki. Poznane techniki badawcze powinny jej pozwoli¢ na
kontynuacje pracy zawodowej w szerokim zakresie specjalnosci.

Whioski koncowe
W swietle przedstawionej powyzej, pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej
magister Aleksandry Chojnackiej wnosze do Rady Wydziatu Biologii UAM

w Poznaniu o dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

W podsumowaniu mojej opinii stwierdzam, iz przedstawione w rozprawie doktorskiej
badania reprezentuja wysoki poziom naukowy i wnoszg istotne tre$ci do wiedzy na temat roli
genow z rodziny MIR444 we wzroécie i rozwoju roslin jednoli$ciennych z gatunku Hordeum
vulgare L.

Stwierdzam, ze rozprawa spelnia 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
wprowadzajagce ustawe¢ — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1669) z
pozn.zm. 1 rozporzadzeniem Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego z 20 wrzesnia 2018 r. w
sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych oraz dyscyplin artystycznych (Dz. U. z 2018 poz.
1818).
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