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Podstawa prawna

Recenzja dotyczy rozprawy doktorskiej pt. ,,Determining the role of the MAPKKK17 /18-ABI1 PP2C
signalling module in regulating the cellular response to abscisic acid” / ,,Okreslenie roli modulu
sygnalizacyjnego MAPKKK17/18/ABI1 PP2C w  regulacji odpowiedzi komorkowej na kwas
abscysynowy”, wykonanej przez Pana mgr Sivakumara Krishnamoorthyego w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. Rozprawa zostala przygotowana na Wydziale
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem prof. UAM dr hab.
Agnieszki Ludwikow, MBA.

Recenzja wykonana zostala w zwiazku z prosba Dziekan Wydzialu Biologii UAM w Poznaniu, Pani
prof. UAAM dr hab. Beaty Messyasz z dnia 16 lutego 2026, zgodnie z § 13 ust. 1 Uchwaly nr
133/2020/2021 senatu Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu z dnia 28 czerwca 2021 (z
pozn. zm.) dotyczacej okreslenia sposobu postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora oraz
Uchwala Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w

Poznaniu z dnia 23 stycznia 2026 r.

Przedmiot rozprawy i jego znaczenie

Przedmiotem ocenianej rozprawy bylo okreslenie funkcjonalnej roli elementéow modulu
sygnalizacyjnego powiazanego z kwasem abscysynowym (ABA), obejmujacego kinazy MAPKKK17 i
MAPKKK18, fosfataze ABI1 oraz ligaz ubikwityny typu HECT: UPL4 i UPLG w regulacji odpowiedzi
komoérkowej i rozwojowej Arabidopsis thaliana. Tematyka ta jest aktualna 1 dobrze osadzona w jednym

z centralnych nurtéw wspdlczesnej biologii roslin, dotyczacym integracji sygnalizacji stresowej,

regulacji hormonalnej oraz kontroli wzrostu i rozwoju roslin w warunkach stresu abiotycznego.




Rozprawa dotyczy problemu istotnego zarGwno poznawczo, jak i potencjalnie aplikacyjnie. ABA jest
kluczowym fitohormonem uczestniczacym w odpowiedzi roslin na susze, zasolenie 1 inne stresy
srodowiskowe, jednak wiele aspektow integracji szlaku ABA z kaskadami MAPK oraz z ukladem
ubikwityna-proteasom nadal pozostaje niewyjasnionych. Doktorant podjal probe uporzadkowania
tych zaleznosci i wskazania punktéw integracji miedzy regulacja transkrypcyjna, posttranslacyjna i
fenotypowa. Uzyskane wyniki poszerzaja wiedzg o mechanizmach réwnowazenia procesow wzrostu 1
adaptacji do stresu, a wi¢c o zagadnieniu fundamentalnym takze z perspektywy biologii funkcjonalnej

roslin i przyszlych zastosowan hodowlanych.

Formalny aspekt rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa ma charakter klasycznej monografii doktorskiej. Praca liczy 157
stron i zostala przygotowana w jezyku angielskim. Zawiera réwniez streszczenie w jezyku polskim.
Uklad pracy jest przejrzysty i obejmuje: wykaz skrotéw, streszezenia, obszerny wstep literaturowy,
jasno sformulowane cele i hipotezy badawcze, szczegblowy opis materialu i metod, rozdzial
prezentujacy wyniki, dyskusje, podsumowanie, wnioski oraz spisy figur i tabel. Do rozprawy dotaczono
takze informacj¢ o finansowaniu badai oraz informacje o publikacji obejmujacej czes¢
prezentowanych wynikow.

Od strony formalnej rozprawa zostala przygotowana starannie. Tytul pracy trafnie oddaje jej zakres
merytoryczny. Struktura jest logiczna, a przejscia miedzy poszczegdlnymi czesciami zachowuja
spojnos¢ wywodu. W pracy wykorzystano obszerna i dobrze dobrana literatur¢ przedmiotu. Na uwage
zastuguje szerokie osadzenie wynikow wlasnych w aktualnym stanie wiedzy na temat sygnalizacji ABA,
funkcjonowania kaskad MAPK i roli proteolizy zaleznej od ubikwitynacji w odpowiedzi roslin na stres.
W warstwie redakcyjnej wystepuja pojedyncze uchybienia w cytowaniu literatury i niejednolitosci
formatowania opiséw bibliograficznych. Przykladowo, w czesci Materialy i metody pozostawiono
niedokoficzone zdanie ,,the upl4td lines were described.” bez wskazania zrodla. Z kolei w czesci
wynikowej pojawia si¢ zapis ,,(Mitula; Tajdel-Zielinska et al)”, w ktérym brakuje roku publikacji 1
pelnego zapisu pierwszego cytowania. W spisie literatury widoczne sa takze pozycje wymagajace
korekty redakcyjnej, np. ,,Nakagami Hirofumi, P. A. H. H. (2005)...” otaz ,,Brandt B, S. M. C. W. ...
(2015)...”. W przypadku publikacji Teige et al. 2004 nota bibliograficzna jest niekompletna. Uchybienia

te maja jednak charakter porzadkowy i nie wplywaja na oceng¢ merytoryczng wartoscl rozprawy.




Tre$¢ rozprawy i jej ocena merytoryczna

Wprowadzenie stanowi rzetelny i kompetentny przeglad literatury. Doktorant omawia podstawowe
elementy sygnalizacji ABA, rol¢ fosfataz PP2C i kinaz SnRK2, a nastepnie przechodzi do kaskad
MAPK, podkreslajac miejsce MAPKKK17 i MAPKKK18 w odpowiedzi na stres abiotyczny. Cennym
elementem tej czesci jest rowniez przedstawienie zaleznosci miedzy sygnalizacja ABA 1 auksyny oraz
oméwienie znaczenia ukladu ubikwityna-proteasom dla ksztaltowania odpowiedzi komorkowe;.
Wstep nie ma charakteru wylacznie kompilacyjnego, lecz prowadzi do precyzyjnego zdefiniowania luki
badawczej 1 dobrze uzasadnia podjete cele pracy.

Cele badawcze zostaly sformulowane jasno. Praca zmierzala do okreslenia, w jakim stopniu
MAPKKK17 i MAPKKK18 pelnia funkcje odrebne, a w jakim redundantne w odpowiedzi na ABA,
czy ABI1 1 MAPKKKI138 uczestnicza we wspolnej regulacji genow zwigzanych z odpowiedzia
auksynows oraz czy ligazy UPL4 i UPLG sa funkcjonalnie wlaczone w badany modut sygnalizacyjny.
Tak postawione pytania byly logiczne, wzajemnie powiazane i odpowiadaly rzeczywistej luce
poznawczej.

Na szczegblne podkreslenie zashuguje czes¢ metodyczna rozprawy. Doktorant zastosowal
wielowarstwowe podejscie badawcze, taczace analizy transkryptomiczne RNA-seq, analizy roznicowej
ekspresji genow, narzedzia bioinformatyczne shuzace interpretacji funkcjonalnej uzyskanych zbiorow
danych, walidacj¢ wybranych obserwacji metoda RT-qPCR, a takze testy fenotypowe prowadzone na
liniach mutantéw i roslinach z nadekspresja wybranych genéw. Uwzgledniono miedzy innymi
do$wiadczenia dotyczace wzrostu korzenia pierwotnego oraz rozwoju aparatéw szparkowych. Taki
dob6t metod nalezy uznaé za adekwatny do postawionych pytan badawczych, poniewaz umozliwial
przejicie od poziomu zmian ekspresji genéw do poziomu interpretacji funkcjonalnej i fenotypowej.
Dobér materialu badawczego oraz zastosowana metodologia sa przemyslane. Zasadniczy trzon
dowodowy oparto na poprawnie dobranym modelu genetycznym Arabidopsis thaliana oraz na analizie
mutantéw dla kluczowych komponentéw badanego modutu. Istotnym walorem rozprawy jest
zestawienie wynikow analiz transkryptomicznych z ocena znaczenia biologicznego zidentyfikowanych
zmian oraz z wynikami doswiadczen fenotypowych, co nadaje przedstawionym wnioskom wigksza
spojnosé 1 sile interpretacyjna. Jednoczesnie trzeba zaznaczyé, ze cze$¢ wnioskow ma charakter
posredni, gdyz wynika z korelacji pomiedzy profilem ekspresji, analiza kategorii funkcjonalnych i
obserwowanym fenotypem, a nie z bezposredniego wykazania interakcji biatkowych czy identyfikacji

substratow badanych ligaz. Nie jest to jednak wada dyskwalifikujaca, lecz raczej naturalna

konsekwencja szerokiego, eksploracyjno-funkcjonalnego charakteru rozprawy.




Analizy fenotypowe przeprowadzone w rozprawie obejmowaly przede wszystkim test elongacji
kotzenia pierwotnego w warunkach kontrolnych i po zastosowaniu egzogennego ABA, jak réwniez
oceng rozwoju aparatow szparkowych z uwzglednieniem stomatal index, liczby komorek szparkowych,
liczby niespecjalizowanych komérek epidermy oraz organizacji epidermy w liscieniach i mlodych
lisciach. Zastosowany bodziec eksperymentalny mial charakter przede wszystkim hormonalny, a nie
srodowiskowy. Rosliny traktowano ABA jako glownym czynnikiem indukujacym odpowiedz stresowa
i rozwojowa, podczas gdy bezposrednich testow fenotypowych w warunkach suszy, zasolenia, chlodu
czy stresu osmotycznego w pracy nie przeprowadzono. Dobér tych analiz nalezy oceni¢ jako
zasadniczo prawidlowy i spdjny z celem pracy, poniewaz zarbwno wzrost korzenia, jak i rozwoj
aparatow szparkowych naleza do klasycznych, biologicznie trafnych fenotypéw odpowiedzi zaleznej
od ABA u _Arabidopsis. 7. recenzenckiego obowiazku warto jednak zaznaczy¢, ze zakres fenotypowania
byl stosunkowo waski 1 koncentrowal si¢ na wybranych efektach rozwojowych, przez co czes¢ dalej
idacych wniosk6w o znaczeniu badanych regulatorow w szerszej odpowiedzi na stres abiotyczny opiera
sie bardziej na dobrze uzasadnionej inferencji niz na bezposrednim potwierdzeniu fenotypowym.
Ponadto w opisie metod i wynikow pojawia si¢ pewna niespojnosé liczebnosci prob w tescie
korzeniowym: opis metod moéwi o 1518 siewkach na genotyp na replikacje, natomiast opis wynikow
podaje n = 50, co zapewne oznacza dane zagregowane z kilku doswiadczen, ale warto byloby to
doprecyzowac.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje prawidlowy 1 metodycznie uzasadniony dobér metod
bioinformatycznych zastosowanych w czesci transkryptomicznej rozprawy. Autor przedstawil spojny
pipeline analityczny, obejmujacy oceng jakosci RNA, przygotowanie bibliotek i sekwencjonowanie,
analize surowych odczytow, mapowanie 1 wstegpne przetwarzanie danych, skladanie transkryptow,
kwantyfikacje ekspresji, analiz¢ roznicowej ckspresji, adnotacje funkcjonalna genéw oraz analizy
poréwnawcze i funkcjonalne. Za wlasciwe nalezy uznaé zastosowanie programu Salmon do
kwantyfikacji ekspresji oraz pakietu DESeq2 do identyfikacji genéw réznicujaco eksprymowanych,
przy przyjeciu jednoznacznych kryteriow statystycznych opartych na skorygowanej wartoscl p 1 progu
zmiany ekspresji. Trafnym elementem pipeline’u bylo réwniez wykorzystanie analizy PCA do oceny
rozkladu probek oraz analizy wzbogacenia funkcjonalnego w celu biologiczne; interpretacjt
uzyskanych zbioréw gendw. Na uwage zastuguje takze zastosowanie analizy RRHO2, ktéra umozliwita
bezprogowe poréwnanie odpowiedzi transkryptomicznych migdzy badanymi genotypami oraz lepsze
uchwycenie zaréwno elementéw wspolnych, jak i swoistych dla analizowanych kinaz. Istotnym
dopelnieniem czesci obliczeniowej byla walidacja wybranych wynikéw metoda RT-qPCR oraz ich

odniesienie do doswiadczen fenotypowych.




Autor zastosowal dwa geny referencyjne, 188 rtRNA 1 ACT2, co samo w sobie nalezy oceni¢ korzystnie,
poniewaz ogranicza ryzyko bledu wynikajacego z oparcia normalizacji na pojedynczym transkrypcie.
W rozprawie nie przedstawiono jednak odrebnej walidacji stabilnosci ekspresji tych genow w
analizowanym ukladzie doswiadczalnym. Z opisu wynika raczej, ze ich dobor oparto na wezesniejszej
procedurze literaturowej. Stanowi to pewne ograniczenie metodologiczne, cho¢ nie podwaza
zasadniczo wiarygodnosci uzyskanych wynikéw qPCR.

Calo§¢ zastosowanego postepowania analitycznego nalezy oceni¢ jako poprawna, logicznie
uporzadkowana 1 adekwatna do postawionych celow badawczych, cho¢ niektére parametry
poszczegolnych etapéw analizy moglyby zostac opisane bardziej szczegélowo.

Wyniki rozprawy zaprezentowano na 32 rycinach i w 16 tabelach.

Na uznanie zasluguje spos6b interpretacji wynikow. Doktorant nie ogranicza si¢ do przedstawienia list
genéw roznicowanie eksprymowanych, lecz podejmuje probe syntetycznego ujecia uzyskanych danych
i osadzenia ich w szerszym kontekscie biologii stresu, rozwoju roslin 1 interakcji hormonalnych.

W rozprawie wykazano, ze MAPKKK17 i MAPKKK18, mimo bliskiego pokrewienstwa, pelnia role
tylko cz¢sciowo wspolne. Analizy transkryptomiczne wskazaly, ze MAPKKK17 jest silniej zwiazana z
regulacja metabolizmu RNA i procesow potranskrypcyjnych w odpowiedzi na ABA, natomiast
MAPKKK18 wigze si¢ w wigkszym stopniu z procesami rozwojowymi, w tym z plastycznoscia
organ6w i regulacja rozwoju aparatow szparkowych. Stwierdzono ponadto, ze obie kinazy oddzialuja
na czesciowo wspolna pule genow zaangazowanych w transport jonéw, sygnalizacje jasmonianowa
oraz regulacj¢ funkcji aparatow szparkowych, co moze $wiadczy€ o czesciowym nakladaniu si¢ zakresu
ich dzialania i sugeruje istnienie ograniczonej redundancji funkcjonalnej.

Za najwazniejsze osiagni¢cie doktoranta uwazam przedstawienie spojnego, wielowarstwowego
modelu, w ktérym modutl MAPKKK17/18-ABI1 oraz ligazy UPL4 1 UPL6 wspoluczestnicza w
koordynacji odpowiedzi rosliny na ABA na poziomie transkryptomicznym, rozwojowym 1
fenotypowym. Warto$¢ tego osiagniecia polega nie tylko na identyfikacji pojedynczych zaleznosci, lecz
przede wszystkim na integracji kilku poziomow regulacji w jedna koncepcje biologiczna. Doktorant
wykazal, ze odpowiedz ABA nie jest wylacznie prosta $ciezka sygnalizacyjna, ale siecia zaleznosci
obejmujaca kontrole ckspresji genow, relacje z sygnalizacja auksynowa oraz prawdopodobny
komponent proteolityczny wplywajacy na ksztaltowanie cech rozwojowych.

Na odrebne podkreslenie zastuguje cz¢S¢ pracy dotyczaca zaleznosci ABA-auksyna. Zidentyfikowane
zmiany w ekspresji genoéw z rodzin SAUR, Aux/IAA i PIN wspieraja interpretacje, zgodnie z ktora
odpowiedz ABA obejmuje tlumienie programéw wzrostowych zaleznych od auksyny. Jest to wniosek

istotny, poniewaz rozszerza dotychczasowe rozumienie antagonizmu ABA-auksyna i wskazuje, ze
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ABI1 oraz MAPKKK18 moga uczestniczy¢é w organizacji wspolnych moduléw regulacyjnych dla
odpowiedzi stresowej 1 rozwojowej.

W rozprawie sformulowano zasadniczo dwa wnioski, chociaz wigcej stwierdzefi o charakterze
wnioskow znalazlo sie w rozdziale 6 ,,Summary”. Doktorant wnioskuje, ze kinaza MAPKKK17 jest
silnie powiazana z procesami dotyczacymi metabolizmu RNA i regulacji potranskrypcyjnej w
odpowiedzi na ABA. Trzeba jednak zaznaczyé, ze jest to wniosek wyprowadzony gléwnie z analiz
wzbogacenia funkcjonalnego iz ukladu genéw roznicowanie eksprymowanych, a nie z bezposrednich
pomiaréw splicingu, stabilnosci mRNA  czy efektywnosci translacji. Oznacza to, ze kierunek
interpretacji jest dobrze uzasadniony, choc jego mechanistyczne doprecyzowanie wymagaloby
dalszych badan. W odniesieniu do MAPKKK18 zasadny jest wniosek o zwiazku tej kinazy z regulacja
proceséw rozwojowych i plastycznosci wzrostu w warunkach dzialania ABA. Zgromadzone dane
wskazuja na powiazanie tej kinazy z programami zwigzanymi z rozwojem organéw, proliferacja
komorek i aparatem szparkowym. Rowniez tutaj trzeba podkresli¢, ze czes¢ argumentacji ma charakter
posredni i zostala oparta glownie na analizach transkryptomicznych, jednak spojnos¢ tych obserwacjt
z wynikami fenotypowymi sprawia, ze wniosek ten nalezy uzna¢ za dobrze umotywowany. Za dobrze
udokumentowany nalezy uzna¢ wniosek o czgsciowo redundantnej roli MAPKKK17 i MAPKKKI18
w odpowiedzi na ABA. Wykazanie cz¢sciowo wspolnej puli genéw roznicujaco eksprymowanych oraz
zbieznego kierunku zmian ich ekspresji w analizach poréwnawczych wskazuje, ze obie kinazy
uczestnicza we wspolregulacji okreslonego zakresu odpowiedzi na ABA. Jednoczesnie nie sa to funkcje
w pelni tozsame, poniewaz kazda z tych kinaz zachowuje réwniez odrebnosé dzialania, widoczna w
regulacji swoistych grup genow i procesow biologicznych. W podobny sposéb nalezy rozpatrywac
wniosek odnoszacy si¢ do udziatu ABI1 i MAPKKK18 w supresji programow zaleznych od auksyny
indukowanej przez ABA. Zbieznos¢ zmian ekspresji wskazuje na realny wspoludzial obu elementow
w tej czgsci odpowiedzi komorkowej. Nie wykazano jednak bezposrednio mechanizmu tej kootrdynaci,
w szczegdlnosci poprzez analizy epistazy, mutantow podwojnych lub bezposrednich interakciji, dlatego
bardziej ostrozne byloby moéwienie o funkcjonalnym wspotudziale niz o pelnym potwierdzeniu
mechanistycznej wspolregulacji. Najbardziej dyskusyjny, ale zarazem bardzo interesujacy, jest wniosek
dotyczacy UPL4 i UPLG. Wyniki fenotypowe oraz obserwacje ekspresyjne przekonujaco wskazuja na
ich udzial w odpowiedzi na ABA i w regulacji cech rozwojowych, zwlaszcza wzrostu korzenia i
ksztaltowania aparatéw szparkowych. Slabiej udokumentowana pozostaje natomiast czes¢
interpretacji zakladajaca, ze efekt ten jest realizowany przez bezposrednia, ukierunkowana degradacje
okreslonych bialek docelowych. Taki mechanizm jest biologicznie prawdopodobny, lecz w obecne)

rozprawie nie zostal zweryfikowany eksperymentalnje na poziornie biochemicznym. Nie oslabia to
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wartosci wynikéw, ale wskazuje wyraznie, gdzie przebiega granica miedzy twardym wnioskiem a
hipoteza wymagajaca dalszego sprawdzenia.

Rozprawa opiera si¢ na obszernym pismiennictwie, obejmujacym okoto 370 pozycji. Dobor literatury
nalezy oceni¢ jako wlasciwy i w znacznej mierze aktualny. Uwzgledniono zaréwno prace
fundamentalne dla sygnalizacji ABA i kaskad MAPK, jak i nowsze publikacje bezposrednio zwiazane
z rola MAPKKK17/18, ABI1 oraz ligaz ubikwityny typu HECT, w tym pozycje z lat 2024-2025. Nie
stwierdzono pominiecia oczywistych, kluczowych prac, ktore oslabialoby podstawe literaturowsa

rozprawy.

Whniosek koncowy

Przedlozona rozprawa doktorska jest wartosciowym i dojrzalym opracowaniem naukowym,
wnoszacym istotny wklad do poznania mechanizméw integracji sygnalizacji ABA z kaskadami MAPK,
regulacja hormonalna oraz procesami proteolizy zalezne] od ubikwitynacji. Doktorant wykazal si¢
bardzo dobra znajomoscia literatury, umiejetnoscia samodzielnego planowania 1 prowadzenia badan
oraz kompetencja w interpretacji zlozonych danych transkryptomicznych i fenotypowych.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr Sivakumara Krishnamoorthyego spelnia wymagania
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce. Rozprawa
prezentuje ogdlna wiedz¢ teoretyczng kandydata w dyscyplinie nauki biologiczne oraz potwierdza
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedmiotem rozprawy jest oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego.

W zwiazku z powyzszym opiniuj¢ rozprawe jednoznacznie pozytywnie i wnosz¢ do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pana
mgr Sivakumara Krishnamoorthyego do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia

doktora.



