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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Kingi Keski pt.
»ldentyfikacja ncRNA uczestniczacych w potranskrypcyjnej regulacji genow
w warunkach stresu hipoksji u ogorka (Cucumis sativus L.)

Wprowadzenie

Ogorek jest jednym z najwazniejszych gatunkéw warzyw uprawianych w gruncie jak i
pod ostonami. Zaréwno w uprawie gruntowej, ale tez w zaawansowanych systemach uprawy
szklarniowej, rosliny ogorka sa narazone na zalewanie, ktére prowadzi do niedotlenienia
korzeni i stresu hipoksji. To negatywnie wptywa na kondycje roélin i skutkuje obnizeniem
plondéw. W ostatnich latach nastapit szybki rozwoj wysokoprzepustowych technologii
sekwencjonowania DNA, co pozwala na stosowanie metod genomicznych w badaniach nad
stresami. Metody te s3 rowniez stosowane dla ogérka. Opublikowano szereg prac opisujacych
zmiany na poziomie transkryptomu w nastepstwie roznych stresow, jednak jak dotychczas nie
badano zmian transkryptomicznych wywotanych przez hipoksje. Nalezy tez dodaé, ze
pracach transkryptomicznych opisywane sg przede wszystkim zmiany na poziomie
transkryptow kodujacych biatka, za$ analizy niekodujacego RNA, ktore pelni wazna role
regulatorowa w budowaniu odpowiedzi roslin na stresy sa naj czescie] pomijane.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Kingi Keski dotyczy
stresu hipoksji u ogorka i skupia sie na poznaniu reakcji na ten stres na poziomie
transkryptomu korzeni. Badania majg kompleksowy charakter i obejmuja analize nie tylko
transktyptow kodujacych biatka, ale tez analizy niekodujacego RNA uczestniczgcego w
regulacji ekspresji genéw. Wykonana praca jest nowatorska i stanowi pierwsza calo$ciowo
przeprowadzong analiz¢ transkryptomiczna dla stresu hipoksji u ogérka. Praca zostala
wykonana w Katedrze Biologii Roslin i Biotechnologii na Wydziale Biotechnologii i
Ogrodnictwa Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koltataja w Krakowie. Promotorem pracy
jest Pani Prof. dr hab. inz. Adela Adamus, ktéra od wielu lat zajmuje si¢ genetyka i
biotechnologiag roslin warzywnych. Promotorem pomocniczym pracy jest Pani dr inz.
Matgorzata Czernicka.

Dane formalne pracy

Rozprawa doktorska sktada sig z trzech prac opublikowanych w pismach naukowych
ze znaczacymi wskaznikami bibliometrycznymi. Pierwsza praca zostata opublikowana w
pismie Agronomy (IF:3.4; 100 pkt MEIN), druga w Genes (IF:4.1; 100pkt MEIN), za$
trzecia w International Journal of Molecular Sciences (IF:5.9; 140 pkt MEIN). Sumaryczny
wspdtezynnik oddziatywania tych publikacji jest réwny 13.4 za$ taczna liczba punktow
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MEIN wynosi 340. Prace zostaly opublikowane w latach 2020-2021 i sg ogdlnie dostepne (sg
to publikacje w standardzie open access). Doktorantka jest drugim autorem w pierwszej
pracy, w ktorej opublikowano metodyke testowania reakcji roslin na stres hipoksji dla dwéch
gatunkow warzyw pomidora i ogérka. Z o$wiadczen wspotautordw wynika, ze w pracy tej
wktad doktorantki byt dominujacy w zakresie badan nad ogbrkiem — Doktorantka
przeprowadzita do$wiadczenia z ogérkiem, a nastepnie na podstawie uzyskanych wynikéw
wytypowata linie rézniace si¢ tolerancjg na hipoksje do dalszych badan. Doktoranta jest
pierwszym Autorem zaréwno w drugiej jak i w trzeciej publikacji. Te prace obejmujg wyniki
analiz transkryptomicznych, w tym identyfikacje niekodujgcych RNA i wskazujg ich
potencjalng role w regulacji ekspresji genéw w nastepstwie hipoksji. Wktad Doktorantki w
powstanie tych prac byt wiodacy i merytorycznie istotny: Doktorantka wspoétuczestniczyta w
opracowaniu metodologii, przeprowadzita do$wiadczenia, opracowata i interpretowata
wyniki. Dolaczone oswiadczenia wspétautoréw prac sg zgodne z oswiadczeniami
Doktorantki.

Rozprawa oprocz publikacji obejmuje: wykaz prac stanowiacych prace doktorska, opis
dorobku naukowego Doktorantki, wykaz skrotow i termindw, streszczenia, przeglad
literatury, zestawienie hipotez i celéw badawczych, oméwienie materiatow i metod,
streszczenia publikacji stanowigcych prace, podsumowanie i wnioski oraz bibliografie.

W pracy zostaty zamieszczone informacje o tym, ze badania byly zrealizowane w ramach
projektu badawczego Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi oraz dofinansowane z dotacji
przyznanej przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Ocena pracy

W rozdziale zatytulowanym przeglad literatury Autorka przedstawila aktualng wiedze
zwigzang z problematyka badawcza swej pracy. W pierwszym podrozdziale oméwila reakcje
roslin na stres hipoksji zwracajac uwage na to, ze rosliny posiadaja »pamie¢ stresowa”, ktdra
jest wykorzystywana w praktyce rolniczej i ogrodniczej na potrzeby ,.hartowania” ro$lin
(priming). W drugim podrozdziale przegladu literatury Autorka oméwita funkcje
regulatorowe niekodujacych RNA (ncRNA) w procesie adaptacji roslin do stresu z podziatem
na mikro RNA (miRNA) i dlugie niekodujace RNA (IncRNA). W ostatnim podrozdziale
przegladu literatury Autorka opisala interakcje pomiedzy miRNA i IncRNA oraz oméwila ich
znaczenie w budowaniu odpowiedzi ro$lin na stres. Autorka shusznie zauwazyla, ze jak do tej
pory dla ogorka nie prowadzono badan transkryptomicznych ukierunkowanych na poznanie
roli niekodujacych RNA w odpowiedzi roslin na stres hipoksji - tak wiec prowadzenie badan
zmierzajacych do poznania tej roli jest wysoce zasadne. Przeglad literatury jest napisany w
syntetyczny sposob i stanowi dobre wprowadzenie w problematyke badawcza pracy
doktorskiej. Jest oparty o prace anglojezyczne, ktore w zdecydowanej wickszosci ukazaly si¢
W ciggu ostatnich 5 lat. To §wiadczy o tym, ze Autorka bardzo dobrze zna aktualng swiatowa
literaturg zwigzang z problematyka badawcza rozprawy doktorskiej.

W kolejnych dwoch rozdziatach pracy Autorka przedstawita hipotezy badawcze,
dotyczace roli niekodujagcych RNA w regulacji ekspresji genéw bioracych udziat w
odpowiedzi ogdrka na stres hipoksji oraz okre§lita cele pracy i zadania badawcze. Realizacja
tych zadan pozwolita na osiggniecie celow pracy. Wyniki badan zostaty w catogci
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opublikowane, dlatego tez materialy i metody badawcze zostaty przedstawione w skrdconej
wersji w streszczeniach prac stanowiagcych prace doktorska, a szczegdélowo opisane w
poszcezegolnych publikacjach, co uwazam za zupelnie uzasadnione.

Zasadniczg czes$¢ rozprawy doktorskiej stanowig trzy publikacje naukowe. Nalezy
podkresli¢, ze prowadzenie do§wiadczen ze stresem abiotycznym i badanie odpowiedzi
ogoérka na stres hipoksji jest trudne zarowno pod wzgledem technicznym jak i metodycznym.
Doswiadczenia takie wymagajg dobrego opanowania metodyki traktowania roslin czynnikiem
stresowym, muszg by¢ dobrze zaplanowane i precyzyjnie wykonane. W zespole Katedry
Biologii Ro$lin i Biotechnologii opracowano metodyke badania reakcji roslin na hipoksje,
ktdra jest oparta o stresowanie mtodych roslin w warunkach uprawy szklarniowej 1 oceng
cech morfologicznych oraz fizjologicznych w nastgpstwie hipoksji wywotanej przez
kontrolowane zalanie korzeni. Autorka uczestniczyla w opracowaniu tej metodyki i
skutecznie wykorzystala ja do przetestowania 19 akcesji ogdrka pochodzacych z polskich
firm hodowlano-nasiennych. Wsrdd tych akcesji byly zarowno odmiany mieszancowe jak i
linie hodowlane, w tym linie podwojonych haploidéw DH. Wykonane dos§wiadczenia
pozwolity Doktorantce na pogrupowanie akcesji w zaleznosci od reakcji na hipoksje i
wskazanie linii podatnych i tolerancyjnych. Autorka wytypowata do dalszych badan dwie
linie podwojonych haploidéw, DH2 tolerancyjng i DH4 podatng na hipoksje (publikacja 1).
Wybor tych linii uwazam za wlasciwy i uzasadniony.

W nastepnym etapie prac Autorka wykorzystata technologie¢ RNA-seq na potrzeby
analizy zmian ekspresji genow w korzeniach na poziomie transkryptomicznym (publikacje 2 i
3). Analizy zostaty wykonane dla dwdch wezesniej wytypowanych linii, ktére poddawano
stresowi hipoksji. W analizach badano transkryptomy korzeni, pobieranych w trzech punktach
czasowych: po zalaniu roslin na 7 dni (1xH), po 14 dniach regenerowania si¢ roslin po stresie
(recovery) i po drugim zalaniu roslin na 7 dni (2H). Kontrole stanowily rosliny danej linii nie
poddawane stresowi hipoksji. Dla kazdej linii i punktu czasowego skonstruowano biblioteki
w trzech powtdrzeniach biologicznych, ktore zsekwencjonowano metoda Illumina. Uzyskane
dane sekwencyjne analizowano wykorzystujac szereg metod bioinformatycznych. Nalezy
podkresli¢, ze analizy bioinformatyczne byly wykonane we wspotpracy z zespotem
doswiadczonych bioinformatykow z Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
(dr hab. Michat Szczesniak i prof. dr hab. Izabela Makatowska), ktorzy zapewnili
Doktorantce wsparcie metodyczne i merytoryczne.

Podstawowym etapem analiz bioinformatycznych byto ztozenie transkryptomu de
novo i wykonanie adnotacji funkcjonalnej. To stanowito punkt wyjscia do przeprowadzenia
dalszych szczeg6towych analiz. Autorka zidentyfikowata transkrypty o zréznicowanej
ekspresji w nastgpstwie: (1) hipoksji, (2) regeneracji postresowej oraz (3) odpowiedzi roslin
na drugi epizod stresowy. Autorka pokazata, ze w nastepstwie hipoksji zdecydowanie wigksza
liczba genéw ulega zréznicowanej ekspresji u linii podatnej DH4 (ok. 9 tys. genow) w
poréwnaniu z linig tolerancyjng DH2 (ok. 6 tys. genéw). Po kolejnym epizodzie stresowym ta
roznica poglebita si¢ jeszcze bardziej (11.5 tys. i 5 tys. gendw). Réwniez po 14-dniowym
okresie regenerowania sie ro$lin po stresie znaczenie wigcej gendéw ulegato zréznicowanej
ekspresji u linii podatnej (ok. 1800 genéw) w poréwnaniu z linig tolerancyjng (ok. 650
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genow). Wyniki te $wiadcza o tym, ze stres hipoksji wywotany przez 7-dniowe zalanie roslin
jest bardzo drastyczny w przypadku linii podatnej, a jednoczeénie sugeruja, ze w przypadku
linii tolerancyjnej pierwszy epizod stresowy ma charakter primingu i wlacza »pamiec
stresowa” roslin. Autorka okreslita kategorie funkcjonalne gendéw ulegajacych zroznicowane;
ekspresji i wskazata te, ktore mogg by¢ zaangazowane w nabywanie tolerancji na stres. Dla
wybranych trzech genéw wykonata analize RT-qPCR by zweryfikowac i uszczegotowié
profile ich ekspresji (publikacja 2). Zgadzam si¢ ze stwierdzeniem Doktorantki, ze wyniki
analiz transkryptomicznych potwierdzaja zréznicowana odpowiedz badanych linii na hipoksje
1 sugeruja, ze zalanie roslin moze stanowi¢ czynnik wspomagajgcy nabywanie tolerancji na
hipoksj¢. Nasuwa si¢ jednak pytanie: czy skoro hipoksja wplywa na ekspresje gendéw
zwigzanych z biosyntezg etylenu, a etylen uczestniczy w ksztattowaniu ptci roslin ogérka, to
czy zastosowanie hipoksji na potrzeby primingu nie bedzie miato niekorzystnego wptywu na
ekspresje¢ plei roslin.

Najwazniejszym etapem pracy byla identyfikacja dhugich niekodujacych RNA i mikro
RNA oraz oddzialywan w obrebie réznych typow RNA (publikacja 3). Nalezy podkresli¢, ze
jest to bardzo aktualny i konkurencyjny obszar badan genomiki funkcjonalnej. Wykorzystujac
swoj uktad badawczy Autorka zidentyfikowala 3.7 tysigca dlugich niekodujacych RNA, co
stanowito okoto 10% wszystkich transkryptow. Nastepnie wykonata szereg analiz
bioinformatycznych, wskazujac IncRNA ulegajace zréznicowanej ekspresji i geny (okoto
2000), ktore mogg by¢ regulowane w nastgpstwie hipoksji przez IncRNA. Byly to grupy
gendw zwigzane z aktywnoscig endopeptydazy i ze zranieniem. Wéréd tych genéw sg geny
kodujace czynnik transkrypcyjny SCARECROW czy tez hydrolaza/transglikozylaza
ksyloglukanu (XET) zwigzana z przebudowa $ciany komorkowej. Co ciekawe, wezeénie]
wigzano te geny ze zdolnoscia roslin ogorka do regeneracji in vitro, jednakze nie postulowano
Jednak potransktypcyjnej regulacji ich ekspresji (Wisniewska i wsp. 2012, Plant Phys
Biochem 50:54-64). Jednoczesnie Autorka wykonata sekwencjonowanie i analizy mikro RNA
identyfikujgc tacznie 684 miRNA, w tym nowe nieopisane weze$niej miRNA i wskazata 19
miRNA ulegajacych réznicowej ekspresji w nastepstwie hipoksji. Dla wybranych IncRNA i
miRNA wyniki zostaty zwalidowane z wykorzystaniem qRT-PCR. W ostatnim etapie pracy,
Autorka wskazata szes¢ IncRNA, ktére mogg by¢ regulowane przez siedem réznych miRNA
w nastepstwie hipoksji. Jest to bardzo interesujacy wynik. Jak dotychczas dla ogérka nie
opisywano takich interakcji i publikacja 3 Autorki jest w tym zakresie pionierska. W moim
odczuciu wykonanie analizy degradomu korzeni dla wypracowanego uktadu do§wiadczalnego
pozwolitoby zapewne jeszcze lepiej opublikowaé te wyniki.

W rozdziale zatytulowanym ,,Podsumowanie i wnioski” rozprawy Autorka
podsumowata najwazniejsze wyniki badan w postaci tabeli i przedstawila w punktach
najwazniejsze osiggniecia pracy. Zestawienie tabelaryczne w jasny sposob pokazuje
najwazniejsze wyniki uzyskane w nastepstwie ztozonych i wielowatkowych analiz
bioinformatycznych. Mysle jednak, ze ten rozdzial moglby by¢ lepiej zredagowany poprzez
wydzielenie najwazniejszych wnioskéw wynikajacych z wykonanych badan.

Reasumujgc, Autorka osiagnela zaktadane cele pracy, a uzyskane wyniki s oryginalne
i wzbogacaja dotychczasowa wiedzg na temat odpowiedzi ogérka na stres. Szczegdlnie
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nowatorska jest czg$¢ pracy dotyczaca identyfikacji nowych dtugich niekodujacych RNA i
mikro RNA oraz ich potencjalnych interakcji w korzeniach ogérka w nastepstwie hipoksji.
Wymiernym efektem zrealizowanej pracy sa oryginalne zbiory danych transkryptomicznych,
ktére zostaty zdeponowane w publicznych bazach danych.

Na podkreSlenie zastuguje duza aktywno$¢ naukowa Autorki, ktéra wykonujac prace
doktorskg zaangazowala si¢ rowniez w realizacj¢ innych projektow badawczych, czego
efektem byty wartosciowe publikacje naukowe. Sumaryczny wspétczynnik wpltywu
wszystkich publikacji Autorki wynosi 31 (760 punktéw MEIN). Doktorantka odbyla takze
krotkoterminowe staze: zagraniczny w Luxemburg Institute of Science and Technology (2
miesigce) i dwa staze krajowe w Zaktadzie Cytologii i Embriologii Roslin Uniwersytetu
Jagiellonskiego (3 miesigce) oraz w Katedrze Cytologii i Embriologii Ro$lin Uniwersytetu
Gdanskiego (1 miesigc). Te aktywnosci §wiadeza o duzym zaangazowaniu doktorantki w
prace badawcze i silnej motywacji w dazeniu do poszerzania swoich umiejetnosci i rozwijania
warsztatu badawczego.

Uwagi do pracy

Wobec tego, ze wyniki pracy doktorskiej zostaty w catosci opublikowane nie jest
tatwo recenzujgcemu o uwagi krytyczne w stosunku do merytorycznej strony pracy. Niemniej
nasuwa mi si¢ kilka spostrzezen i pytan zwigzanych z wykonang praca.

1. W analizach transkryptomicznych wykorzystano dwie linie podwojonych haploidow
ogorka réznigcych sig tolerancja na hipoksje. Jestem ciekawy, czy linie te byty podobne
czy tez roznily sie od siebie pod wzgledem cech morfologicznych? Jaka byta pte¢, barwa
kolcow i typ owocdw tych linii? Czy by¢é moze poréwnano ze sobg transkryptomy tych
linii w warunkach kontrolnych?

2. W wyniku zlozenia transkryptomu de novo uzyskano prawie 37 tysiecy transkryptow,
ktore odpowiadaly 19 tysigcom unigendw. Prositbym o komentarz dotyczacy ztozenia
transkryptomu de novo. Z jednej strony wydaje sie, ze jest to duzo, ale z drugiej strony
wydaje sig, ze jest mato. Czy w innych pracach uzyskiwano podobne wyniki? W puli
zidentyfikowanych transkryptéw duzy udzial stanowily transkrypty dtuzsze niz 4 kb - czy
mozna cos$ wiecej powiedzie¢ o ich funkcjach?

3. Jestem rowniez ciekawy, ktore ze wskazanych interakcji i Sciezek regulatorowych
zwigzanych z tolerancjg na hipoksj¢ Autorka wytypowataby do dalszych szczegétowych
badan.

Mam tez dwie uwagi zwigzane ze stosowang przez Autorke terminologia, ktore pozwalam
sobie wskazaé, lecz tylko z obowigzku recenzenta, gdyz nie majg one wptywu na
merytoryczng oceng prace:

1. strona 12 wiersz 27: okreslenie ,,dziki pomidor” jest okresleniem zargonowym i
jednoczes$nie nieprecyzyjnym, powinna by¢ podana nazwa tacinska tego gatunku
(Solanum habrochaites Knapp and Spooner, dawniej Lycopersicon hirsutum Dunal),

2. strona 24 wiersz 14: ,,egzon” ze wzgledu na pochodzenie tego stowa od stowa ,,ekspresja”
bardziej uzasadnione jest stosowanie terminu ,,ekson”.



Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny praca Pani mgr Kingi Keski dotyczy waznej problematyki
badawczej jaka jest poznanie molekularnych mechanizméw odpowiedzi ro$lin nas stres
hipoksji. Praca stanowi logiczng catos¢ i zostata wykonana z wykorzystaniem gtebokiego
sekwencjonowania transkryptoméw w potgczeniu z zaawansowanymi metodami
bioinformatycznymi oraz fizjologicznymi. Cele pracy zostaty osiagnigte, a uzyskane wyniki
sg nowatorskie i zostaly w catosci opublikowane. Autorka rozprawy pokazala, ze potrafi
stawia¢ hipotezy badawcze i je weryfikowaé¢ do§wiadczalnie. Na podkreslenie zastuguje duza
aktywnos¢ naukowa Doktorantki. Biorac pod uwage wszystkie powyzsze elementy
stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia wymogi stawiane pracom
doktorskim i wobec tego wnoszg do Rady Naukowej dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona KoHataja w Krakowie o dopuszczenie Autorki
rozprawy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, z uwagi na wysoka warto§é
naukowa pracy wnioskuje o jej wyrdznienie.

Prof. dr hab. Grzegorz Bartoszewski



