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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek zatytulowanej ,,Rola
aktywnych sygnaléw chloroplastowych w zaleznej od miRNA odpowiedzi roslin na stres
Swietlny”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Biologii Szkoty
Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab.
Marcin Filipecki, ktory od lat zajmuje si¢ molekularnymi i fizjologicznymi aspektami
odpowiedzi roslin na stresy biotyczne i abiotyczne. Niemniejsza praca doktorska wpisuje si¢
w glowny nurt badawczy promotora i dotyczy zmian mikrotranskryptomu Arabidopsis
thaliana pod wptywem stresu silnego $wiatta. Doktorantka postawita nastgpujace hipotezy
badawcze: (1) mikrotranskryptom Arabidopsis odpowiada na stres silnego $wiatla, (2)
informacja na temat stresu $wietlnego jest przekazywana z cze$ci nadziemnej rosliny do
korzeni, (3) w odpowiedzi na silne $wiatlo sygnat retrogradowy z chloroplastow
przekazywany jest do jadra gdzie wptywa na ekspresj¢ poszczegdlnych genow mikroRNA | a
takze na poszczegodlne etapy biogenezy mikroRNA. W moim przekonaniu Doktorantka
przeprowadzita szereg doswiadczen, z ktorych wyciagneta wnioski odnoszace si¢ do
wszystkich elementéw postawionych hipotez. Pragne jednak zaznaczy¢, ze hipoteza
zakladajaca, ze mikrotranskryptom odpowiada na stres silnego $§wiatla bytg odkrywcza
jeszcze kilka lat temu, lecz stosunkowo niedawno tego typu obserwacje zostaty juz w
Arabidopsis opisane przez innych (Tewari et al. 2021 Frint in Plant Sci; Li et al. 2021, Cell
and Developmental Biology).

Praca doktorska ma klasyczny uktad i rozpoczyna si¢ streszczeniem, po nim nastepuje
przeglad literatury, postawienie hipotezy badawczej, materiaty i metody, wyniki i dyskusja.
Nie mam uwag do konstrukcji pracy doktorskiej. Przeglad literatury jest ciekawie napisany,
nie jest przecigzony szczegotami przez co zajmujaco si¢ go czyta. Mam pewne uwagi co do
tej czesci pracy doktorskiej. Mianowicie opisujac biogenez¢ mikroRNA Autorka jako glowny
model eksportu mikroRNA z jadra do cytoplazmy przedstawia udzial biatka HSTY —
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gltoéwnego eksportera, natomiast dopiero na zakonczenie dodaje, iz od jakiego$ czasu

wiadomo, ze glownym eksporterem tych czasteczek do cytoplazmy jest biatko Argonautel
(Agol), zwierajace w swojej strukturze sygnaty NLS i NES. Uwazam, Ze skoro juz wiadomo,
ze to nie biatko HSTY (ktore obecnie uwaza sig, iz bierze udzial w bardzo wczesnych etapach
biogenezy mikroRNA), a Agol jest eksporterem mikroRNA to nalezato ten watek wbudowac
w gléwny nurt opisu biogenezy mikroRNA, zostawiajac juz biatko HSTY w spokoju.
Niejasny wydaje mi si¢ rowniez fragment moéwigcy o tym, ze to Mediator $cigga do
promotoréw gendow MIR Polimerazg RNA II. Tak naprawdg jest nim jeden z podstawowych
czynnikéw transkrypcyjnych TFII (TFIIB). Natomiast Mediator jest odpowiedzialny za
oddzialywania podstawowej maszynerii transkrypcyjnej z czynnikami wigzacymi si¢ z
dalekimi elementami promotorowymi. Oczywiscie znam prace opisujaca rol¢ Mediatora w
rekrutowaniu RNA Pol 1l do loci MIR ale nie nalezy zapomina¢ o gtownej roli TFIIB.
Przeglad literatury wprowadza czytelnika zarowno w $wiat biogenezy mikroRNA jak i w
odpowiedz rosliny na stres silnego §wiatla. Na tej drugiej czesci rozprawy doktorskiej znam
si¢ zdecydowanie stabiej wigc jedynie stwierdzam, ze jest ciekawie i przystgpnie napisana.
Hipoteza badawcza i sposoby jej potwierdzenia/obalenia zostaly jasno w pracy opisane.
Czes$¢ metodyczna jest momentami dos¢ zdawkowa. Wynika to z faktu, ze Kandydatka jest
pierwsza autorka dwoch prac opublikowanych w BMC Plant Biology 1 IIMS i czgsto
odwotuje si¢ do tych prac gdy chodzi o szczegdly zastosowanych technik. To nie do konca
jest wlasciwe podejscie przy pisaniu rozprawy doktorskiej — Kandydatka mogta zdecydowacé
si¢ na napisanie jedynie streszczenia i zamieszczenia obu prac jako doktoratu, natomiast jesli
zdecydowala si¢ juz na pisanie rozprawy, to wedtug mnie nalezato cz¢$¢ metodyczng opisac
doktadnie. Dodatkowo Kandydatka nie zamieszcza opublikowanych prac jako dodatku na
koncu pracy.

Najwazniejsza jest jednak czg¢s$¢ dotyczaca wynikow. W pierwszym etapie pracy Kandydatka
wykazala, ze warunki przeprowadzanego doswiadczenia rzeczywiscie indukujg stres §wietlny
co objawia si¢ fotoinhibicja fotosyntezy i uszkodzeniem fotosystemu II, a takze indukcja

ekspresji genow bedacych markerami stresu oksydacyjnego. Nastepnie Kandydatka
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zsekwencjonowata mikrotranskryptomy roslin hodowanych w warunkach kontrolnych 1 stresu

swietlnego. Rosliny z warunkow stabego §wiatta przenoszono do warunkow silnego §wiatla,
co wywotywato stres $wietlny, ktory trwat dwie godziny, a nastepnie rosliny powracaty do
warunkow kontrolnych, stabego $wiatta. Analiza wynikéw sekwencjonowania SRNA
wykazata, ze zmiana poziomu mikroRNA w warunkach stresu swietlnego dotyczyta jedynie
21 mikroRNA, w tym siedmiu poziom byt podwyzszony, a czternastu obnizony. Nalezy
réwniez dodaé, ze zmiany poziomu byly raczej niewielkie, aczkolwiek statystycznie istotne.
Poziom kilku wybranych mikroRNA zostat przetestowany metoda TT-RT qPCR i
potwierdzono zaobserwowane w wynikach sekwencjonowania SRNA zmiany. Do dalszych
analiz wybrano dwie czasteczki mikroRNA — bardzo dobrze zbadany miR163 i miR840.
Poziom obu czasteczek wzrastal pod wplywem stresu silnego $wiatla. Swoj wybor
Kandydatka uzasadnia badaniami przeprowadzonymi przez innych badaczy, z ktorych
wynikato, ze miR163 ulega indukcji pod wptywem $wiatta w deetiolownych siewkach, a
miR840 byt opisany jako czasteczka odpowiadajaca na promieniowanie gamma. Mozna
zatem stwierdzi¢, ze pierwsza postawiona hipoteza badawcza zostata potwierdzona przez
wyniki eksperymentalne, przeprowadzone przez Doktorantke. Natomiast chetnie
ustyszatabym komentarz Pani mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek na temat porOwnania zestawu
mikroRNA, ktore ulegaly zmianom w warunkach Pani eksperymentu z wynikami dwdch prac
opisujacych zmiany mikrotsranskryptomu Arabidopsis pod wplywem silnego $wiatla.
Kolejng testowang hipoteza byto zatozenie, ze sygnal zwigzany ze stresem silnego $wiatla jest
przenoszony do korzeni. Aby zweryfikowa¢ postawiona hipoteze Kandydatka przeprowadzita
sekwencjonowanie SRNA korzeni roslin poddanych stresowi i kontrolnych. Udalo si¢
zidentyfikowac¢ 22 mikroRNA, ktérych poziom zmieniat si¢, w tym 17 miato podwyzszong
akumulacje, a 5 obnizong. Nie wszystkie te wyniki zostaty potwierdzone RT-gPCR. Pewne
potwierdzenie wynikéw analizy SRNA udato si¢ pokaza¢ jedynie dla czterech mikroRNA.
Aby upewni€ sig, ze sygnat odpowiedzialny za zaobserwowane zmiany w poziomie miRNA
rzeczywiscie pochodzit z rozety lisciowej Arabidopsis wykonano doswiadczenie, w ktorym

odseparowano korzen od rozety 1 dopiero woéwczas zastosowano stres silnego $wiatla. Wyniki
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analizy poziomu mikroRNA, ktore ulegaty zmianom gdy stres byt zastosowany do catych

ro$lin, a doktadnie do cze¢$ci nad nadziemnej, czyli rozety lisSciowej nie potwierdzit tych .
zmian w odcigtych korzeniach roélin poddanych stresowi silnego §wiatla. Wynik ten
zdecydowanie pokazuje, ze sygnat zwigzany ze zmiang poziomu mikroRNA przemieszczat
si¢ z rozety lisSciowej do korzenia. Ta cze$¢ doktoratu wydaje mi si¢ bardzo ciekawa i warta
przysztosciowo rozwinigcia celem zidentyfikowania czasteczki sygnalizacyjnej,
przemieszczajacej si¢ z rozety lisciowej do korzenia.

Analiza poziomu pri-miR163 pri-miR840 z poziomem dojrzatych czasteczek mikroRNA nie
korelowata satysfakcjonujgco ze sobg sugerujac inne niz transkrypcyjny mechanizmy
regulacji poziomu mikroRNA. W pierwszym podej$ciu Autorka zastosowata doswiadczenie
immunoprecypitacji chromatyny stosujac przeciwciala na ,,catkowita” polimeraze¢ II RNA i
badata obcno$é RNA Polll w obrebie loci genow MIR163 i MIR840. Autorka nie stwierdzita
istotnych roznic ilosciowych pomiedzy iloscig RNA Polll w obrebie genow w warunkach
kontrolnych i silnego $wiatta. Zastanawiam si¢ jednak czy przebieg krzywych ilosci RNA
Polll w poszczegolnych miejscach gendw nie jest mocno usredniony. Raz, ze widzimy tylko
catkowitg polimerazg¢ RNA II, a nie ufosforylowang na Ser2 (elongacja) lub Ser5 (inicjacja).
Ponadto polimeraza RNA II transkrybuje z predkoscig od 1,5 — 3,5kb nt/min. Gen MIR163
jest krotki (okoto 700 pz), a z rysunku 25C wynika, ze gen MIR840 jest by¢ moze nawet
krotszy. Czy rozdzielczo$¢ techniki CHIP pozwala na zaobserwowanie ewentualnych réznic
obsadzenia RNA Polll wzdtuz genu by wnioskowa¢ o pauzowaniach/przyspieszeniach
enzymu? Jestem ciekawa zdania Doktorantki na ten temat. Watpliwo$ci dodatkowo wzbudza
wynik aktywnosci promotora MIR163 w fuzji z GUS, gdzie wyraznie wida¢ indukcje
aktywnos$ci promotora pod wptywem silnego $wiatta. Wynik ten bardziej odzwierciedla
obserwacje wysokiego poziomu pri-miR163 i miR163 pod wptywem silnego $wiatta. Szkoda
troche, ze nie ma zamieszczonej obserwacji roslin z aktywnos$cig promotora MIR163 po
przeniesieniu ponownym roslin do warunkéw stabego $wiatta.

W kolejnym do$wiadczeniu wykonanym przez Doktorantke przeprowadzono analize
stabilnosci prekursorow miRNA stosujgc klasyczng technike hamowania aktywnosci RNA
Polll przez kordyceping i monitorowanie poziomu transkryptu w warunkach kontrolnych i
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silnego $§wiatta. Wykazano, ze w przypadku pri-miR163 warunki silnego $wiatta nieznacznie
zwigkszaja stabilno$¢ pri-miR163, natomiast nie pri-miR840. Trudno mi si¢ odnies¢ do
zaprezentowanych wynikow gdyz nie ma policzonej istotnosci statystycznej poziomi pri-mIR
w badanych punktach czasowych. W tego typu do§wiadczeniach warto pamigtac, ze
kordycepina hamuje rowniez aktywnos$¢ polimerazy poli(A) co tez moze wplywac na
obserwowane wyniki.

W kolejnym doswiadczeniu Autorka postanowita sprawdzi¢ czy biogeneza obu miR163 1
miR840 zalezy od biatka Hyll, jednego z rdzeniowych komponentéw roslinnego
mikroprocesora. Potwierdzila, ze biatko Hyll ma istotne znaczenie w biogenezie miR163,
natomiast odkryta, Ze biogeneza miR840 jest od tego bialka niezalezna. Malo tego, poziom
pri-miR840 w mutancie hyl1-2 nie ulega zmianie, a poziom miR840 gwattownie wzrasta. To
przyznam si¢ jest bardzo ciekawym wynikiem i wartym glebszego zbadania wyjasniajacego
uzyskane wyniki.

Wiadomo od kilku lat, Ze w warunkach stresu cieplnego sygnalem retrogradowym
wedrujacym z chloroplastow do jadra jest PAP, ktory na terenie jadra hamuje aktywno$ Xrn2
co chroni pri-miRNA przed degradacja. Czy PAP kumuluje si¢ rowniez w warunkach silnego
swiatta 1 wplywa na biogeneze mikroRNA chyba dotychczas nie byto badane, cho¢ nie §ledze
tej literatury tak doktadnie. Natomiast Kandydatka przeanalizowata poziom badanych pri-
miR163 1 840 w mutancie z podwyzszonym poziomem PAP. Czy wiadomo, ze w tym
mutancie alx8 PAP kumuluje si¢ w jadrze? Wyniki sg niejednoznaczne i wskazuja na inne
zachowanie pri-miR163 i pri-miR840 jak i dojrzatych czgsteczek mikroRNA.

W kolejnym do$wiadczeniu Autorka postanowita przeanalizowa¢ poziom DCL1 w
warunkach stabego 1 silnego $wiatla. Wedtug Autorki nie ma r6znic w poziomie DCL1 w
porownywanych warunkach. Natomiast ja balabym si¢ na podstawie takiego ,,westernu” jak
zaprezentowany na rycinie 30 wyciggac¢ takie wnioski. Wrecz przeciwnie, uwazam, ze w
warunkach HL wida¢ nieco wigcej DCL1. Ale bez ponownego powtdrzenia tego
do$wiadczenia to sg tylko spekulacje.

W kolejnych doswiadczeniach Autorka postanowita zidentyfikowaé sygnat retrogradowy,
ktory bytby odpowiedzialny za zmiany w poziomie pri- i mikroRNA pod wplywem silnego
swiatta. Przebadala wptyw statusu plastochinonu (PQ, pula zredukowana versus pula
utleniona) oraz wptyw ilosci plastochinonu (dwa mutanty genow SIN7 i SID2) na poziomy
pierwotnych transkryptéw i dojrzatych mikroRNA. Wyniki tych do§wiadczen wskazuja, ze
sygnat retrogradowy nie ptynie z poziomu PQ.

Skoro stan utlenienia/redukcji PQ wptywat tak samo na poziomy badanych czasteczek
Kandydatka zatozyta, ze sygnat retrogradowy moze by¢ generowany w PSII, gdzie powstaje
tlen singletowy *O.. Jego potencjalng role jako induktora sygnalizacji retrogradowej
przeprowadzono w tle mutantow, w ktorych kumuluje si¢ singletowy tlen. Szczegolnie
przebadane zostaly mutanty dwéch gendéw biatek jadrowych EX1 1 EX2, ktore sa
zaangazowane w przekaz sygnatu zwigzany z tlenem singletowym .Wyniki badan poziomow
badanych czgsteczek miR163 i miR840 na poziomie prekursoréw wykazaly, ze i ta Sciezka
nie odpowiada za swoiste zmiany poziomu prekursorow obu czasteczek mikroRNA w
warunkach silnego naswietlenia.

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50

ibmib@amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU
Wydzial Biologii
uAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

Inng $ciezka przekazu sygnatu od tlenu singletowego jest rozpad B-karotenu do matych,
lotnych zwigzkow chemicznych w tym B-cyklocitralu (B-CC), ktory indukuje ekspresj¢ catej
grupy genow przyktadowo, DRP i MBS1, dziatajacych ,,ponizej” B-CC. Badania
przeprowadzono dziatajac bezposrednio B-CC na rosliny jak 1 w tle mutantow wymienionych
wyzej genow. Pod wpltywem B-CC poziom pri-miR163 i pri-miR840 znaczgco wzrastat, a
poziom dojrzatych czasteczek spadat, co dawalo obiecujace wyniki gdy chodzi o udziat B-CC
w przekazie informacji od tlenu singletowego, powstajagcego w warunkach silnego
naswietlenia ro§liny. W tle mutanta mbsl poziom pri-miR163 silnie si¢ kumulowat czego nie
zaobserwowano w przypadku pri-miR840. Autorka thtumaczy uzyskane wyniki albo
obecnoscig jeszcze innej Sciezki przekazu sygnatu od tlenu singletowego, albo obecno$cia
biatka MBS2, ktore moze w przypadku pri-miR840 petni¢ role podobng jak MBS1 dla pri-
miR163.

Podsumowujac cze$¢ wynikowg chciatabym podkresli¢, ze wyniki uzyskane przez mgr inz.
Anne Barczak-Brzyzek sg bardzo ciekawe i otwieraja perspektywe ciekawych badan na
przysztos¢. Doktorantce udato si¢ zidentyfikowac prawdopodobng $ciezke przekazu sygnatu
od tlenu singletowego poprzez B-CC. Ponadto bardzo intrygujacy jest proces dojrzewania
dwoch wybranych do badan mikroRNA — miR163 1 miR840. Jeden z nich stanowi niezalezng
jednostke transkrypcyjna, a drugi jest kodowany w rejonie 3’UTR genu PPR i naktada si¢ z
3’UTR genu WHIRLY3 usadowionego na nici przeciwnej DNA. mRNA obu genow, jak pisze
Autorka, s3 przypuszczalnymi sekwencjami docelowymi dla miR840. Nie bardzo rozumiem
jak obie czgsteczki mRNA, kodowane na niciach przeciwnych moga by¢ docelowe dla
jednego miRNAS840. Chyba ze sekwencja docelowa jednego z nich jest w innym miejscu
MRNA PPR? Czy tez moze obie czasteczki miR840 i miR840* moga by¢ brane pod uwage?
Intryguje mnie tez, ze oba przypadki analizowanych genow MIR pod katem poziomu
transkryptu 1 dojrzatego mikroRNA zachowujg si¢ najczesciej w sposob odwrotny. Uwazam,
ze przesledzenie biogenezy miR840 bytoby bardzo cieckawym zadaniem badawczym samym
w sobie.

Uwazam, ze bardzo jest prawdopodobne, ze miR840 stanowi niezalezng jednostke
transkrypcyjng, naktadajaca si¢ z genem PPR. Warto byloby sprawdzi¢ czy tak rzeczywiscie
jest.

Dyskusja pracy jest napisana tadnym jezykiem, logiczna i nierozwlekta, omawiajgca wyniki
pracy na tle dostgpnej literatury przedmiotu, ktoérg Doktorantka dobrze zna.

Podsumowujac cato$¢ pracy uwazam, ze niesie ona ze sobg spory fadunek nowosci naukowej,
wyniki zostaty opublikowane w dwoch publikacjach, w ktérych Kandydatka jest pierwsza
Autorka. Uwagi 1 pytania jakie zawartam w mojej ocenie rozprawy doktorskiej nie wptywaja
na mojg ogdlnie pozytywna oceng tej pracy.

Dlatego zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne SGGW o dopuszczenie mgr inz.
Anny Barczak-Brzyzek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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