Warszawa 2017-03-13
Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Kai pt. “Identyfikacja mikroRNA
specyficznych dla podkladek jabloni”, wykonana dla Rady Wydzialu Biologii,

Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Wprowadzenie

Badania mechanizméw reakcji i odpornosci roslin na choroby nieustajgco cieszg si¢
duzym zainteresowaniem zaréwno ze wzgledu na wielkos¢ strat przez nie powodowanych w
rolnictwie jak i mozliwos$¢ ograniczenia obcigzania Srodowiska stosowaniem chemicznych
srodkéw ochrony. Drugim powodem prowadzenia badan w tym kierunku jest fascynujacy
,,Wyscig zbrojen” pomiedzy mikrobem zdolnym do szybkiej ewolucji arsenatu
patogenicznosci i rosling o szerokim spektrum mechanizméw adaptacji i odpornosci.
Specjalisci od doskonalenia odmian ro$lin uprawnych czgsto gromadza w nowych odmianach
naturalne geny odpornosci dajace mocng odporno$é na pojedyncze rasy patogenu. Te strategi¢
nie zawsze mozna zastosowac, bo albo brak naturalnych genéw odpornosci albo jest ona
szybko przetamywana. Pozostaje trudne i zmudne poszukiwanie tzw. cech ilosciowych, ktore
dajg nadzieje na trwalsza, trudniejsza do przelamania odpornos$¢. Badanie bardzo
zrdéznicowanych, molekularnych mechanizméw tych cech daje nadzieje na ich szersze
wykorzystanie. Wyniki przedstawione w ocenianej rozprawie doktorskiej wpisuja si¢ w ten
nurt badan nad odpornoscig roslin, a wartos¢ ich jest dodatkowo spotggowana wyborem
gatunku, jabloni, o bardzo dtugim cyklu hodowlanym i wielkim znaczeniu ekonomicznym.

Recenzowana praca jest wynikiem dziatalnosci doktorantki w ramach kilku projektow:
Miedzynarodowe Programy Doktoranckie FNP, projektu NCN, Urzg¢du Pracy i Poznanskiego
Konsorcjum RNA w ramach KNOW.

Celem przedtozonej pracy bylo zidentyfikowanie miRNA u jabtoni i okreslenie profili
ich ekspresji w zaleznosci od podktadki i powigzanie tych danych ze zréznicowang reakcja na
zarazg ogniowa. Praca obejmuje gtdwnie szerokie analizy bioinformatyczne sekwencji
otrzymanych metodami NGS oraz wstepng weryfikacje molekularng.

Dane formalne o rozprawie

Rozprawa jest napisana w jezyku polskim i ma format standardowej pracy doktorskie;
zawierajac wszystkie wymagane elementy. Rozprawa liczy 105 stron plus 12-stronicowy
suplement. W calej pracy znajdujg si¢ cytowania blisko 220 pozycji literaturowych, w tym ok.
1/5 pozycji z ostatnich 5 lat. Cytowane prace bardzo dobrze odzwierciedlajg aktualny stan
wiedzy w interesujgcej tematyce, a ich dobor i ilo$¢ sa odpowiednie. Proporcje ilosciowe
pomiedzy ,,przegladem literatury” - 15 str., ,,materiatami i metodami” - 13 str., ,,wynikami” -
34 str. i ,,dyskusjg” - 13 str. sg dobrze wywazone. W tekst wkomponowano 20 rycin i 17 tabel
opatrzonych w informatywne podpisy.

Jezyk przejrzysty bez powaznych bledéw jezykowych, terminologia naukowa
profesjonalna, nieliczne literdwki. Sposdb sformutowania celu, hipotez badawczych i
wnioskOw poprawny, znajdujacy odzwierciedlenie w zaprezentowanych wynikach.



Ocena rozprawy

Tytut oddaje tre$¢ i cele rozprawy. Cel jest dokladnie przedstawiony we wstepie, a
hipotezy robocze jasno wynikaja z opisu realizowanych zadan.

Przeglad literatury jest dobrym omowieniem i usystematyzowaniem informacji z
zakresu tematyki pracy rozpoczynajac si¢ od poglebionego i bardzo dobrego opisu mikroRNA
u ro$lin, jednak z licznymi odwolaniami do $wiata zwierzat i czlowieka. Nastepnie

przedstawione jest omowienie dostepnych molekularnych i bioinformatycznych narzedzi do
pracy z sekwencjami miRNA, ze szczegdlnym uwzglednieniem wynikéw sekwencjonowania
nowej generacji i kryteriow dot. sekwencji i struktury zarowno prekursoréw jak i dojrzatych
czasteczek miRNA. Kolejne dwa podrozdzialy omawiajg aspekty zwigzane z konkretnym
badanym ukladem eksperymentalnym — ,,wptyw podktadki na ekspresj¢ genéw w zrazie” oraz
,zaraza ogniowa”, na ktdérg to chorobe poszukuje si¢ zrodet odpornosci. Szczegolnie ten
pierwszy podrozdzial budzi pewien niedosyt, gdyz dtugodystansowy transport matych RNA
(zwykle przez floem) jest niezwykle ciekawym i od lat dyskutowanym zjawiskiem (dla
przegladu polecam Sarkies i Miska 2014 doi:10.1038/nrm3840). Natomiast omodwienie
etiologii i znaczenia choroby jest wystarczajace dla zrozumienia i docenienia rozprawy.

Materialy i metody jasno przedstawiajg zakres i sposob wykonania analiz. Przede
wszystkim dowiadujemy sie, ze eksperymenty mialy wlasciwg liczbe powtorzen biologicznych,
a zastosowane metody byly adekwatne. Analizy bioinformatyczne stanowia najobszerniejsza
cze$¢ pracy i opierajg si¢ o dwa gtowne eksperymenty majace za cel: (1) identyfikacje w
zdrowych, mtodych pedach miRNA specyficznych dla podktadki o réznym wplywie na
podatnos¢ na zaraze ogniowa (1 odmiana x 4 podktadki x 3 powtorzenia biologiczne), oraz (2)
identyfikacje miRNA reagujgcych na zakazenie bakteryjne (1 odmiana x 2 podkladki x 2
punkty czasowe wraz z kontrolg x 3 powtorzenuia biologiczne).

Metodyka analiz bioinformatycznych w obydwu eksperymentach przeprowadzona
zostata nieco inaczej ze wzgledu na rézne technologie NGS (Solid i Illumina) jak i odstep
czasowy. Niemniej wyraznie wida¢ duzg wprawe w wykonywaniu tych analiz zarowno przy
samodzielnym ukladaniu schematéw analitycznych jak i doborze ustawien w bardziej
kompleksowych pakietach. Do czesci analiz tworzone byty wiasne skrypty w jezyku Perl.
Metodyka eksperymentalnego potwierdzania obecnosci wykrytego miRNA obejmowala
zardbwno amplifikacje pre-miRNA jak i wykrywanie poziomu samych miRNA poprzez
zastosowanie ilosciowego stem-loop RT-PCR.

Wyniki, to najcickawsza czg$¢ pracy. Sciezki analityczne sa doktadnie oméwione i
zinterpretowane. W pierwszej czgsci zidentyfikowano 252 miRNA, z czego tylko 60 bylo
dotychczas znanych u jabtoni i stworzono dedykowang baze danych, ktéra niczym nie ustgpuje
bazie miRBase pod wzgledem zawartosci informacji i tatwosci w korzystaniu. Czgs¢ miRNA
zostalo potwierdzone eksperymentalnie zardwno na poziomie dojrzalego miRNA jak i pre-
miRNA (kilka produktow PCR potwierdzono poprzez sekwencjonowanie). Poziom dojrzatych
miRNA sprawdzony met. stem-loop RT-PCR czg¢sto nie korelowat z wynikami miRNA-seq,
lecz jest to niestety cecha wielu eksperymentow z miRNA, ktore okazuja si¢ bardzo zmienne
w powtdrzeniach biologicznych. Na tym etapie przeprowadzono réwniez analiz¢ zwigzku
poziomu ekspresji miRNA z rodzajem podktadki i pomimo duzego zréznicowania pomiedzy
powtorzeniami biologicznymi wytypowano 14 miRNA o charakterystycznym dla podkfadki i
istotnym statystycznie wzorze ekspresji. Ekspresja tylko jednego miRNA (mdm-miR212N)



korelowata z cechg podniesionej odpornosci na zaraz¢ ogniowa. Wspomniana wczesniej baza
danych zawiera rowniez przewidziane w ramach ocenianej rozprawy transkrypty docelowe (w
sumie 934), z ktorych 76 (bedacych celem dla 29 miRNA) mozna bylo potwierdzi¢ przy
pomocy danych degradomowych jabtoni otrzymanych przez innych naukowcow.
Przypuszczalne i potwierdzone sekwencje docelowe zostaly tez sklasyfikowane do kategorii
funkcyjnych zgodnie z terminami GO, na ktérych wykonano analize nadreprezentacji by
zidentyfikowaé procesy preferencyjnie regulowane przez miRNA. Zabieg ten wymagal
przyporzadkowania sekwencjom jabtoni odpowiednikoéw z rzodkiewnika. Niestety obraz
dotyczyt sekwencji docelowych dla wszystkich wykrytych miRNA, a nie dla grup w jakis
sposob sprofilowanych (zapewne z powodu matej ilosci/braku podktadkowo-specyficznych
sekwencji). Niemniej recenzent docenia wykorzystanie tego narzgdzia, bo zapewnia pewien
sposdb statystycznego ujecia opisow sekwencji, traktowanych zwykle bardzo arbitralnie.

Druga cze$¢ wynikéw dotyczy Sledzenia dynamiki miRNA w odpowiedzi na infekcje
E. amylovora na roslinach zaszczepionych na podktadkach o skrajnym wplywie na podatnos¢
na zaraze ogniowa (G.30 i M.27). Punktem wyjscia bylo sekwencjonowanie metoda Illumina
o glebokosci >10mln odczytow/biblioteke i dalsze analizy. Strategia obrobki sekwencji byla
podobna jak poprzednio, cho¢ z wykorzystaniem bardziej zintegrowanych narzedzi.
Zidentyfikowano 233 nowe miRNA, z czego zdecydowana wigkszos$¢ to tzw. dtugie miRNA
(24nt) zaangazowane w proces metylacji DNA. Dla 9 z badanych 17 potwierdzono obecnos¢
pre-miRNA przez RT-PCR. Zdecydowana wiekszo$¢ nowych miRNA wystepuje na niskim lub
bardzo niskim poziomie. Analiz¢ przeprowadzono zaréwno w zaleznosci od podktadki jak 1 w
zaleznosci od infekcji. Cztery miRNA wykazaly ciekawe zrdznicowanie w zaleznosci od
podktadki jednak ich obecnos$¢ jest raczej markerem podatnosci, a po infekcji rowniez
wykazuja dynamike na podktadce bardziej wrazliwej. Analizujgc miRNA w zaleznosci od
infekcji wykryto 3 istotnie reagujgce na bakterie — jedno rosto, a dwa spadaly 72 godz. po
inokulacji. Jedno z nich, mdm-miR168a,b, zostato btednie nazwane izomirem ath-miR168a,b,
zamiast homologiem/ortologiem/analogiem (jestem otwarty na propozycje), nawet jesli maja
identyczng sekwencje.

Kolejna analiza obejmowata badanie miRNA po 2 i 72 godzinach od infekcji, przy czym
kontrola miata liscie tylko ponacinane, a proba badana ponacinane i inokulowane. Pomimo ze
i tu obserwowano duzag zmienno$¢ w powtdrzeniach, wyselekcjonowano 3 miRNA o istotnej
statystycznie zmianie ekspresji w czasie. Zaobserwowano rowniez, ze wigkszg zmienno$¢ w
profilach miRNA powoduje samo nacigcie niz inokulacja. Ten aspekt byt dalej dyskutowany
sugerujac zmiane sposobu inokulacji. Niektore wyniki tej analizy potwierdzily si¢ po
weryfikacji RT-PCR, a niektére nie.

Dyskusja dotyczy najwazniejszych aspektow metodycznych i biologicznych: ImiRNA,
zmiennosci osobniczej, potwierdzenia danych NGS RT-PCRem, podwojnego stresu
uszkodzenia i infekcji i co najatrakcyjniejsze, potencjalnych sekwencji docelowych. Rozdziat
jest wywazony i rzeczowy. Pewien niedosyt recenzent czuje w zwigzku z ograniczeniem
dyskusji 0 mozliwym mechanizmie transportu matych RNA, czy tez miejsca biogenezy tych
czgsteczek (podktadka czy zraz). Oczywiscie badanie wymienionych aspektow wymuszatoby
zaktadanie nowych doswiadczen i dodatkowe sekwencjonowanie nowych bibliotek. Tak wigc
6w niedosyt to raczej zaostrzony apetyt recenzenta niz zarzut dla spdjnych analiz
zaprezentowanych w niniejszej pracy.



Dyskusja prowadzi do koncowych wnioskéw wskazujac jedno mikroRNA — mdm-
miR535b,c jako najciekawsza kandydature do dalszych badan eksperymentalnych, zaréwno
jako marker podwyzszonej odpornosci przez podktadke, jak i potencjalny cel manipulacji
genetycznych zmierzajacy do poprawy odpornosci. Sekwencja docelowa tego miRNA mogg
by¢ czynnik transkrypcyjny SBP oraz/lub nodulina, co oczywiscie wymaga potwierdzenia
eksperymentalnego. Ten wybdr recenzentowi wydaje si¢ stuszny. Pomimo, ze wnioski nie sg
ujete w punktach, jak zwykle to bywa, nie umniejsza to ich wartosci — sa uprawnione i
jednoznacznie wynikajg z przeprowadzonych analiz i dyskusji.

W zwigzku z niewielkg iloscig uwag dotyczacych dysertacji chcialbym prosi¢ o
dodatkowe odpowiedzi na nastepujace kwestie zwigzane z tematyka pracy:

1. Wychodzac z whasciwej definicji izomiru (Morin i in. 2008 doi:10.1101/gr.7179508) — czy
przeprowadzono jakie$ analizy poza zaprezentowanym projektem dotyczace izomirdw, a
jesli nie, to czy literatura donosi o zréznicowanej specyfice regulacyjnej przez izomiry?

2. Wgniedawnych doniesien efekt dziatania miRNA poprzez cigcie docelowego mRNA moze
zosta¢ zamplifikowany generujac tzw. ta-siRNA. Pakiet UEA sRNA workbench obecnie
oferuje takie narzedzie. Prosze o przyblizenie tematyki i ew. odpowiedzZ czy przymiarki do
takich analiz byly robione?

Podsumowanie

Recenzowana rozprawa jest wartosciowym opracowaniem z zakresu molekularnych
mechanizmow oddziatywania podktadki na cala rosling oraz reakcji na porazenie waznym
patogenem - E. amylovora na bardzo waznej i trudnej roslinie. Opracowanie odzwierciedla

wysokie umiejetnosci bioinformatyczne, koncepcyjne i prace autorki oraz zawiera wysokiej
jakosci, nowatorskie wyniki w ilo$ci wystarczajacej na doktorat. Obok juz opublikowanej pracy
nalezy oczekiwa¢ kolejnych punktowanych publikacji. Recenzent nie dostrzegl istotnych
bledow rzeczowych, a cala praca wzbudzita duze zainteresowanie recenzenta. Analiza tekstu
dowodzi, ze autorka jest dojrzalym naukowcem, godnym awansu naukowego.

Na podstawie powyzszego zwracam si¢ do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu z prosba o dopuszczenie Pani mgr Elzbiety Kai do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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