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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kingi Keski pt.
.Identyfikacja ncRNA uczestniczacych w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow
W warunkach stresu hipoksji u ogorka (Cucumis sativus L.)”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Kingi Keski zostala wykonana w
Katedrze Biologii Rolin i Biotechnologii Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolataja.
Promotorem pracy Jest prof. dr hab. inz. Adela Adamus, a promotorem pomocniczym dr inz.
Malgorzata Czernicka. Rdzef rozprawy stanowi cykl trzech tematycznie powigzanych
artykuldw naukowych, ktére zostaly opublikowane w krotkim okresie obejmujacym ostatnie
dwa lata (2020-2021). Wszystkie trzy prace opublikowano w czasopismach naukowych o
zasiegu mi¢dzynarodowym, ktérych wartosci wspolezynnika Impact Factor (IF) wedlug
najnowszej wersji bazy Journal Citation Reports za 2020 rok mieszczg sie w granicach od
3.417 do 5.,923. Sumaryczny IF prac wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej jest bardzo
znaczgcy i wynosi 13.436. Wszystkie trzy prace mialy charakter wieloautorski, W dwoch
publikacjach (nr 2 i nr 3) doktorantka byla pierwsza autorka, a zalgczone oswiadezenia
wspodlautorow jednoznacznie wskazuja na jej znaczacy udzial przy opracowywaniu zatozen,
metodyki i wykonaniu prac badawezych. Jedynie w artykule nr | doktorantka zostata ujeta na
liscie autoréw jako druga w kolejnosci, ale tred¢ artykutu oraz zafgczonych o$wiadezen
wspolautoréw szybko przynosi wyjasnienie. czemu tak si¢ stato. Artykul nr 1, do ktorego
wroce jeszcze w dalszej czesci tej recenzji, opisuje prace badawcze zmierzajace do
Wytypowania genotypdw odpornych i wrazliwych na stres hipoksji, ale opisane w nim
badania dotycza nie tylko ogérka, ktory byt przedmiotem rozprawy pani Kingi Keski —
drugim opisanym w artykule gatunkiem byt pomidor. O$wiadczenia wspotautoréw publikacii
nr 1 wskazuja jednoznacznie, ze w zakresie badafn nad linjami podwojonych haploidéw
ogorka, bedacych przedmiotem dalszych publikacji wchodzacych w sklad rozprawy, to
wlasnie doktorantka byfa liderka wykonanych i opisanych analiz. Poza odbitkami prac
wchodzgeych w o skiad rozprawy, w ocenianym manuskrypcie doktorantka zamiescifa
Wprowadzenie, w ktérym znalazly sie informacje o dorobku naukowym autorkj. wykaz
uzywanych w pracy skrotow. streszezenia rozprawy w Jezyku polskim i angielskim,
syntetyczny przeglad literatury, hipotezy i cele badawcze oraz skrdcony opis wynikow wraz z
podsumowaniem i wnioskami.

Badania wykonane przez mgr Kinge Keske nakierowane zostaly na poszukiwania
niekodujgcych czgsteczek RNA zaangazowanych w regulacje ekspresji genow  ogorka
uczestniczgcych w reakcji ro$lin na stres hipoksji. Hipoksja to niedobér tlenu, ktéry prowadzi
do zaburzen normalnego funkcjonowania komorek zwierzecych i roslinnych. U roglin
hipoksja dotyka najezesciej komorkj systemu korzeniowego i jest konsekwencja okresowego
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nadmiernego uwilgotnienia podioza. Gdy gleba, w ktérej rosna rosliny, jest nadmiernie
zasobna w wode, to dostepnosé tlenu gwaltownie spada i komérki systemu korzeniowego sa
wystawione na dzialanie stresy o charakterze abiotycznym. W praktyce plantacje ogorka
mogq znalez¢ sie w takiej sytuacji zaréwno przy uprawie gruntowej, jak i szklarniowe;.
Zmiany klimatyczne, ktére obserwujemy w naszym otoczeniu (niezaleznie od przyczyn tego
procesu) objawiaja sie wzrostem czestotliwoscei Wystepowania sytuacji o charakterze
ekstremalnym, 7 Jednej strony odnotowujemy skrajnie wysokie temperatury i coraz bardziej
dlugotrwale okresy bez opadow (susze), a jednoczednie w tej samej strefie klimatycznej
pojawiajg sie niespotykane wezesniej wichury i obfite deszcze powodujace okresowe zalania
pol (podtopienia i powodzie). Nikt chyba nie potrafi jednoznacznie stwierdzi¢. czy te zmiany
klimatyczne uda si¢ zahamowag, wiec hodowla roslin powinna szukaé juz teraz mozliwosci
dostosowania przysztych odmian do nowych warunkdw srodowiskowych. Taki byt cel
nadrzedny badan podjetych przez doktorantke — celem bylo opracowanie teoretycznych
podstaw dla zrozumienia reakcji  tolerancji ogorka na niedobdr tleny wynikajacy z
okresowego nadmiary opadow atmosferycznych. Oczywiscie ogdrek moze by¢ rowniez
produkowany w kontrolowanych warunkach w szklarniach. W tym wypadku wyniki badaf
mgr Kingi Keski tez nie s3 pozbawione utylitarnego charakteru, W czasach, gdy systemy
nawadniania w szklarniach sq coraz bardziej zautomatyzowane, nie mozna wykluezy¢ awarii,
ktére moga doprowadzi¢ do okresowego zalania plantacji. Uprawa odmian odpornych na tego
typu zdarzenia moze Zhaczaco ograniczy¢ skale strat ekonomicznych w przypadku ich
wystapienia. W zwiazku z powyzszym uwazam, ze tematyka badan podjeta przez mgr Kinge
Keske jest nie tylko interesujaca od strony naukowej, ale ma tez istotne znaczenie dla praktyki
i doskonale Wpisuje sie w obszar zainteresowan dyscypliny naukowej , Rolnictwo i
ogrodnictwo™,

W sprawnym zrealizowaniy pracy doktorskiej pomogty pani Kindze Kesce poprawnie
sformulowane hipotezy badawcze oraz powigzane z nimi konkretne cele badawcze. Dla
czytelnika rozprawy zapoznanie si¢ z hipotezami i celami stawianymi przez doktorantke jest
rowniez istotne. Lektura samych artykutgw naukowych nie pozostawia watpliwosci, ze sg one
powigzane tematycznie, ale zaskakujacy wydaje sie tytut rozprawy wskazujacy na
zainteresowanie niekodujgcymi czasteczkami RNA. Zaskoczenie to moze wynikac z faktu. ze
tylko ostatnia z prac wchodzacych w skiad rozprawy traktuje o tej kategorii czasteczek.
Sekwencja celow badawczych sformutowanych przez panig Keske wskazuje Jjednoznacznie,
ze prace badawceze opisane w publikacjach nr 1 i 2 stanowily tworzony przez nia fundament
dla zwerytikowania postawionych hipotez, co znalazlo swoje migjsce w publikacji nr 3.
Dzigki temu autorce udalo sie uwypukli¢ spojnosé cyklu prac oraz logicznosé kolejnych
etapow  badan opisanych w niezaleznych artykutach opublikowanych w roznych
czasopismach naukowych,

Pierwsza z publikacji ukazala sie w czasopismie Agronomy (IF2020:3,417; Wykaz
MEIN:100pkt.) w roku 2020. Material badawezy w te] pracy pochodzit z trzech polskich firm
hodowlano-nasiennych, a skladaly sie na niego linie hodowlane. odmiany i mieszafce ogorka
(19 genotypow) oraz pomidora (16 genotypdw).  Autorzy zaplanowalj eksperymenty
szklarniowe, w ktérych wywolywali stres hipoksji w obrebie systemu korzeniowego roglin,
aby ocenié¢, czy badane genotypy wykazuja zréznicowane reakcje na okresowe zalanie
podifoza. Eksperymenty wykonano w trzech seriach, a reakcje na stres oceniano na podstawie
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poréwnan do prob kontrolnych utrzymywanych w warunkach optymalnych dla wzrostu roélin.
Jedna seria doswiadczalna dotyczyta genotypéw pomidora. kolejna — pietnastu odmian i linii
hodowlanych ogérka, a ostatnia — czterech wysoce homozygotycznych linii podwojonych
haploidow (DH) ogorka. Pani Kinga Keska uczestniczyla w  realizacji wszystkich
cksperymentow, ale jej gtowny udziat dotyczyt badan linii DH ogorka, co jest zrozumiale,
gdyz do realizacji dalszych celéow badan najbardziej przydatne byly genotypy wysoce
homozygotyczne. Ocena wrazliwosci vs. tolerancji na stres hipoksji byla oparta o oceng cech
morfologicznych oraz parametréw fizjologicznych (pomiary fluorescencji chlorofilu a).
Autorzy pracy obserwowali znaczacg zmiennos¢ we wszystkich trzech grupach badanych
genotypow i zdolali w kazdej z nich wytypowac formy wrazliwe i wzglednie tolerancyjne.
Piszac o .wzglednej tolerancji” chcialem zaznaczy¢, ze wytypowane w pracy jako najbardziej
tolerancyjne genotypy GM-50 ogorka oraz POL 7/15 pomidora w pewnym niewielkim
stopniu reagowaly na stres hipoksji. ale na zamieszezonych w pracy wykresach radarowych
wyraznie daje sie¢ zauwazy¢, ze byly to reakcje znikome w poréwnaniu do tego jak zmienialy
si¢ badane parametry cech u form wrazliwych (ogérek ‘Tytus® i pomidor PZ 215). Na tym
etapie recenzji musze wyrazi¢ jedng z niewielu uwag krytycznych wobec rozprawy
opracowanej przez mgr Kinge Keske: opis wynikdw eksperymentu kluczowego dla jej
dalszych dzialan, tj. tego w ktérym badano linie DH. Jest w zalaczonym artykule bardzo
0golny, a dostepnosé szezegolowych danych ograniczona. Szkoda, ze autorka do streszczenia
publikacji nr I nie dofgczyla wykresow ilustrujgcych analizg skupien i wykreséw radarowych
tlustrujacych reakeje wyselekcjonowanych do dalszych badan linii: DH?2 (tolerancyjnej) i
DH4 (wrazliwej). Inng opcja byloby dotaczenie do manuskryptu rozprawy nie tylko tresci
artykutu nr 1, ale tez zalacznika elektronicznego — obejmuje on zaledwie 3 strony, a dzieki
temu najwazniejsze dla pracy doktorskiej dane bytyby w komplecie wydrukowane i nie
byloby potrzeby poszukiwania ich w internecic. Niezaleznie jednak od tego drobnego
niedociggniecia edytorskiego, pragng podkresli¢. ze opisane w publikacji nr I metodycznie
przemyslane doswiadczenie pozwolifo pani mgr Kindze Kesce na wyselekcjonowanie dwach
linii DH o przeciwstawnym typie reakcji na stres hipoksji, co byto niezbedne dla realizowania
dalszych etapow pracy doktorskie;j.

Druga publikacja cyklu to obszerne opracowanie wynikow analiz RNA-seq opublikowane
w 2021 roku w czasopismie Genes (IF2020:4,096; Wykaz MEIN:100pkt.). Materialem do
badan byly wyselekcjonowane w ramach publikacji nr 1 dwie linie DH (tolerancyjna i
wrazliwa).  Autorzy zaplanowali zlozone doswiadczenie, w ktorym  poza analiza
transkryptomu wykonano oceny wybranych cech morfologicznych. Punktem odniesienia dla
roslin poddanych stresowi byly rosliny kontrolne rosngce w warunkach optymalnych. W
doswiadczeniu badano nie tylko bezposrednia reakcje na niedobér tlenu w podiozu, ale takze
zmiany nastgpujace po ustapieniu stresu (dwutygodniowy okres regeneracji) oraz - co bardzo
interesujace — reakcje roslin na ponowny stres hipoksji wywolany po zregenerowaniu roslin,
Ten ostatni element doswiadezenia zostal zaplanowany w celu okreslenia czy i w jakim
stopniu badane linie DH (tolerancyjna i wrazliwa) ~pamictaja”™ pierwszy stres i czy dzigki
temu potrafig lepiej poradzi¢ sobie. gdy ten sam czynnik stresowy pojawi sie ponownie.
Pomiary parametrow morfologicznych oraz analizy RNA-seq wykonywano na trzech etapach:
po 7 dniach od zalania korzeni woda (na koniec pierwszego stresu hipoksji), po 21 dniach od
rozpoczgcia eksperymentu (gdy rosliny poddane stresowi przez 2 tygodnie regenerowaly sic
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W optymalnych warunkach) oraz po 28 dniach (gdy zostaty poddane ponownemu. trwajacemu
I' tydzien zalaniu korzen; wodg). Na kazdym ctapie rosliny poddane stresowi  byly
porownywane z proba kontrolng roslin rosngcych caly czas w warunkach optymalnych.
Uzupetieniem tego zlozonego eksperymentu byly analizy profily ekspresji trzech genow
wskazywanych w literaturze Jako potencjalnie zwiazane z odpowiedzig na stres hipoksji. Byty
to: dehydrogenaza alkoholowa (adh), oksydaza l-aminocyl\'lopropano- [-karboksylanowa (aco)
I syntaza dlugotanicuchowa acylo-CoA 6 (lacs6). Proby tkanek do tych analiz byly pobierane
W czasie doswiadczenia az 9 razy (po 1, 2, 3, 7, 21, 22, 23. 24 ; 28 dniach od zainicjowania
pierwszego stresu). Szeroko zakrojona analiza wynikow sekwencjonowania RNA (RNA-seq)
z roslin poddanych zalaniu oraz roslin kontrolnych pozwolita na wykonanie nowych zlozen
transkryptoméw  oraz zidentyfikowanie transkryptow, ktorych ekspresja  ulegata
zroznicowaniu w wyniku stresu. Po pierwszym stresie hipoksji liczba takich genow byla
wyraznie wieksza u linji wrazliwej (prawie 9 tys.) niz u tolerancyjne;j (niespetna 6 tys.). W
okresie regeneracji liczba gendéw o zréznicowane;j ekspresji wyraznie malafa. Ponowny stres
spowodowal kolejne zZmiany w transkrypcji czasteczek RNA. ale u linii tolerancyjnej liczba
transkryptow o zréznicowane;j ekspresji byla nieznacznie mniejsza niz w czasie pierwszego
stresu (ok. 5 tys.), a u linii wrazliwej wyraznie wigksza (ponad 11.5 tys.). Analiza sekwencji
transkryptoméw pozwolila tez na wskazanie konkretnych szlakdw regulowanych przez geny
ulegajace zréznicowane;j ekspresji w wyniki stresu hipoksji. Oczywiscie opisane wyniki nie
wyjasniaja catej ztozonogci mechanizmu odpowiedzi na stres hipoksji, ale stanowig istotny
przyczynek do dalszych badan tego problemu.

Trzecia z publikacji wchodzacych w skiad rozprawy ukazata sic w 2021 roku w
czasopismie International Journal of Molecular Sciences (1F2020:5,923; Wykaz MEIiN:140pkt.).
Opisano w niej analize ekspres;ji niekodujacych czgsteczek RNA pod wplywem stresu
hipoksji. Materia badawczy stanowily te same dwie linie (DH2 — tolerancyjna i DH4 —
wrazliwa), ktére wyselekcjonowano w badaniach opisanych w pracy nr 1, a baza do
identyfikacji dtugich niekodujacych czgsteczek RNA (IncRNA)  byly  zlozenia
transkryptoméw opisane w publikacji nr 2. Czasteczki IncRNA stanowity ok. 10% 0golnej
liczby transkryptow zidentyfikowanych w liniach DH ogorka. Wsréd Czgsteczek IncRNA
ponad jedng trzecia stanowily czgsteczki transkrybowane w obrebie egzonu genu docelowego,
ale na nici l\’omplementamej — byla to najliczniej reprezentowana kategoria wérod dtugich
niekodujgcych czgsteczek RNA. Zréznicowanie ekspresji  IncRNA byto wieksze po
pierwszym stresie, niz PO ponownym zalaniu korzeni ro$lin. Analiza bioinformatyczna
pozwolita na wskazanije ponad 2200 gendéw, ktére moga podlegaé regulacji przez wykryte
IncRNA.

Dodatkowo w tej samej publikacji wykonano izolacje¢ RNA w celu przygotowania
bibliotek sekwencyjnych matych niekodujgcych czgsteczek (miRNA). Dzieki wykonanym
analizom zidentyfikowano grupg nieznanych dotad czasteczek miRNA, ktérych synteza jest
powiazana z reakcja na stres hipoksji u ogérka oraz wskazano geny, ktorych ekspresja moze
by¢ potranskrypeyjnie regulowana przez te czasteczki. Dodatkowo wskazano na potencjalne
interakcje, ktore moga zachodzi¢ miedzy dlugimi i krétkimi niekodujacymi czasteczkami
RNA.

Proby RNA pobrane w drugim dniu po zalaniu korzen; wodg pozwolily na wskazanie
czasteczek miRNA oraz walidacje metoda qRT-PCR osmiu IncRNA podlegajacych regulacji
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Juz na poczatku dzialania czynnika stresowego. Z kolei analiza poréwnawcza sekwencji RNA
ulegajacych zréznicowanej ekspresji w czasie pierwszego i drugiego stresu, pozwolila na
Wytypowanie 6 genéw | 7] Czgsteczek IncRNA., ktore moga by¢ odpowiedzialne za
nabywanie tolerancji przez rosliny i fagodniejsze reakcje na ponowne zalanie systemu
korzeniowego.

Uzyskane dane dotyczace funkcjonowania niekodujacych czasteczek RNA w roslinach
ogorka poddanych stresowi zalania sg bardzo obszerne. ale ze wzgledu na kompleksowog¢
procesow biologicznych wyniki nie wyjasniaja w pelni rolj tych czasteczek i mechanizmow
ich dzialanja. Wnoszg jednak istotng wiedze pozwalajac na sformulowanie pierwszych
wnioskow, a takze nowych hipotez niezbednych do planowania dalszych badan.

Whioski wynikajace z badan opisanych w cyklu publikacji zostaty przez mgr Kinge
Keske  sformutowane w 9 punktach na stronach 29-30 rozprawy. Zostaly one zredagowane
starannie i potwierdzaja, ze cele pracy zostaly osiagniete.

Na zakonczenie cheiatbym podkreslié, ze od strony edytorskiej przedlozony manuskrypt
(okreslony mianem autoreferatu) zostal przed doktorantke przygotowany z duza starannoscig
— ukdad tresci jest bardzo czytelny, ale jednoczeénie opisy nie sg nadmiernje rozwlekle, a
mimo to zawierajg wszystkie istotne tresci (wyjatkiem jest wspomniany przeze mnie
wezesniej brak danych o wstepnych wynikach dziatania stresy hipoksji na zestaw linij DH).
Bardzo pozytywnie oceniam tez trud wlozony przez autorke w przygotowanie tabelarycznego
zestawienia podsumowujacego wyniki badan (str. 28). Pomimo ogdlnie bardzo pozytywnego
odbioru przygotowanego przez doktorantke  wprowadzenia do lektury artykulow
wchodzacych w sklad rozprawy, z obowigzku recenzenta cheiatbym wskaza¢ dwa clementy,
ktére mozna by bylo udoskonali¢:

[. Kolejnosé¢ celow badawczych nr 3 i nr 4 w aktualnym brzmieniu sprawia wrazenie
nielogicznej. Moze warto by byto uwypukli¢, ze cel numer 4 dotyczy tylko czescli
niekodujacych RNA: miRNA oraz osmiu wybranych IncRNA (?)

2. Autorka w polskojezycznych streszczeniach artykutéw uzywa czasami spolszczonych
stow zaczerpnietych z jezyka angielskiego (np. unigeny — str. 20; spleicosom — str. 2 [).
Jest to czesty problem we wspolezesnych pracach genetyeznych — stownik jezyka
polskiego nie nadaza za postepem naukowym i sam czesto staj¢ przed dylematem, Jjak
napisa¢ co$ w zgodzie z naszym ojezystym jezykiem, a Jednoczesnie nie rozwlekaé
opisu. Oczywiscie znaczenie tych stow jest tatwe do zrozumienia, ale w takich
wypadkach mozna by zastosowad zabieg. ktory pani mgr Keska wykonala na stronie
14. gdzie stowo larget” zostalo najpierw definiowane, a dopiero potem uzywane w
dalszej czescei tekstu.

Powyzsze dwie uwagi majg charakter dyskusyjny i nie umniejszaja mojej pozytywne;j

oceny calej pracy.

Przy zapoznawaniu si¢ z trescig rozprawy nasunety mi sie trzy zagadnienia, co do ktrych
cheialbym podja¢ dyskusje z panig Kingga Keska przy okazji publicznej obrony doktoratu:

I Wspomnialem juz wezesniej w tej recenzji, ze dane dotyczace charakteruy reakcji linii
DH2 i DH4 na stres sq opisane w publikacji nr 1 bardzo 0g6lnikowo. Mam nadzieje na
uzyskanie dokladniejszych informacji  nt. tego, ktére z badanych cech
morfologicznych i fizjologicznych ulegaly zmianom pod wplywem stresu i czy
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reakcje linii DH odpornej i tolerancyjne;j byly podobne do tego, jak reagowaty
genotypy GM-50 oraz odmiana Tytus.

2. Proby pobierane do RNA-seq byly reprezentowane PIrzez trzy powtdrzenia biologiczne.
ale nie za wiele informacji znalazlem o tym, czy wyniki dla tych powtdrzen
charakteryzowa%y sie duzg zmiennodcia, czy tez byly we wszystkich wypadkach
podobne w stopniu zadowalajgcym.

3. Ciekaw jestem opinii doktorantki czy celowe uodparnianie roslin ha stres poprzez
sztuczne jego indukowanie we wczesnych fazach rozwoju moze znalez¢é zastosowanie
W praktyce.

Podsumowanie

Wyniki zawarte w rozprawie doktorskiej pani mgr Kingi Keski sg obszerne, zostaty
pozyskane w oparciu o bardzo dobrze zaplanowane i metodycznie poprawnie wykonane
eksperymenty. Opracowanie statystyczne | bioinformatyczne zostalo  wykonane 2
zastosowaniem zroznicowanych metod. dzieki czemuy interpretacja wynikéw nie budzi
watpliwosci, a sformutowane whnioski sa poprawne. Postawione w pracy doktorskiej cele
zostaly osiggniete i rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Tym
Samym. w mojej ocenie, praca mgr Kingi Keski w zupetnoscei spetnia Wymogi stawiane
rozprawom doktorskim w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
I tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789). Dlatego wnioskuje do Rady
Dyseypliny Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w Krakowie o dopuszezenie
mgr inz. Kingi Keski do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage bardzo kompleksowe i metodycznie poprawne podejscie
doktorantki do rozwigzywanego problemuy (od wyselekcjonowania materialy roslinnego do
badan, poprzez przemyslane zaplanowanie eksperymentow szklarniowych, zebranie kompletu
danych o transkryptomach badanych obicktow. a7 po analizy bioinformatyczne
nickodujgcych czgsteczek RNA), a takze nowatorski charakter wykonanych  badan,
chcialbym prosi¢ Rade Dyscypliny Rolnictwo j Ogrodnictwo UR w Krakowie o
rozpatrzenie mozliwosci Wyroznienia tej pracy.

St U\ w1 [

Szczecin, 17.12.2021. dr hab. inz. Stefan Stojatowski



