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"Identification and characterization of microRNAs involved in sexual reproduction of Marchantia
polymorpha.”

Przedmiot rozprawy i jej znaczenie naukowe

Recenzowana praca doktorska wpisuje sie w zagadnienia genomiki roslin, a jej przedmiotem badan jest
analiza mikrotranskryptomu watrobowca, porostnicy wielkoksztattnej, Marchantia polymorpha,
przedstawiciela roslin nizszych zwanych plechowcami. Gatunek ten od lat badany jest pod katem ewolucji
roslin ladowych, a od lat 90. XX w. jest takze uznawany za atrakcyjny obiekt dla genomiki strukturalne;j i
funkcjonalnej roslin plechowych. O wysokiej pozycji tej rosliny w badaniach wspodtczesnej biologii, a w
szczegblnosci genomiki roslin swiadczy dedykowanie M. polymorha catego numeru Plant and Cell Physiology
[Volume 57(2), 2016], w ktoérym opisano liczne zalety i dostepne narzedzia badawcze umozliwiajgce
nowoczesne analizy struktury i funkcji genomu tej rosliny (w tym edytowanie genomu). W badaniach nad M.
polymorpha przoduje Japonia i stad nie dziwi, ze cze$¢ analiz opisanych w ramach pracy wykonana zostata na
Uniwersytecie w Kyoto.

Modelowe dla genomiki roslin cechy M. polymorpha staty sie zachetg dla Laboratorium Ekspresji Gendéw
UAM kierowanego przez panig prof. Zofie Szweykowska-Kulinskg, promotora recenzowanej pracy, do
podjecia badan nad identyfikacjg czasteczek miRNA kontrolujgcych rozmnazanie ptciowe u M. polymorpha.
Badania nad metabolizmem RNA, a szczegdlnie dotyczace miRNA u Arabidopsis i roslin uprawnych od lat z
duzymi sukcesami sg prowadzone w Zespole kierowanym przez p. prof. Z. Kulinska-Szweykowska. Swiatowy
poziom prac tego Zespotu dokumentujg publikacje pojawiajace sie w najlepszych czasopismach naukowych
oraz przynalezno$¢ do Poznanskiego Konsorcjum RNA majacego status KNOW. Regulacja proceséw
rozwojowych, w tym sterowanie procesami rozmnazania jest obecnie w centrum zainteresowania biologéw
molekularnych i biotechnologéw roslin. Kolejne lata przynosza nowe dowody, ze kluczowymi regulatorami
wszelkich proceséw rozwojowych u roslin, w tym zmian fazy wzrostu z wegetatywnego na generatywny, s3
mate czasteczki RNA (sRNA), w tym miRNA. Stad tez praca mgr Haliny Pietrykowskiej podejmujaca te
problemy u M. polymorpha swietnie wpisuje sie w biezacy, Swiatowy nurt nauki. Uznanie budzi szeroki
zakres badan i réznorodnos¢ narzedzi genomiki zaprezentowanych w pracy doktorskiej. Duzy rozmach
eksperymentalny pracy potwierdzajg tez projekty pozyskane dla wsparcia finansowego badan, w tym dwa
granty NCN (PRELUDIUM 7 i ETIUDA 5) oraz fundusze pozyskane z Poznanskiego Konsorcjum RNA (KNOW)
finansowanego ze sSrodkéw MNiSW. Macierzystg jednostka, w ktérej wykonano badania byto Laboratorium
Ekspresji Gendw, IBMiB UAM ale znaczng czes¢ badan wykonano podczas stazu doktorskiego realizowanego
w ramach grantu ETIUDA 5 w Laboratorium Biologii Molekularnej Roslin na Uniwersytecie w Kyoto (Japonia).
Ponadto, Doktorantka wspdtpracowata z innymi jednostkami UAM oraz Wydziatu BiOS Uniwersytetu
tédzkiego.

Podsumowujgc, podjete w rozprawie badania uwazam za niezwykle aktualne i interesujgce dla wspotczesnej
nauki.
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Struktura pracy

Pod wzgledem formalnym rozprawa jest typowa monografig o charakterze eksperymentalnym, napisana
zostata w jezyku angielskim. Praca liczy 159 stron i sktada sie z szeregu rozdziatéw i podrozdziatéw o uktadzie
typowym dla prac eksperymentalnych z zakresu biologii. Ponizej omawiam kolejne rozdziaty rozprawy na
biezgco umieszczajgc komentarze do pracy i pytania do Doktorantki.

Wstep (Introduction)

W rozdziale Introduction Doktorantka dokonata przegladu aktualnej literatury naukowej pod katem
wybranych zagadnien dotyczacych M. polymorpha zebranych w dwa podrozdziaty. Doktorantka przyblizyta
obiekt swoich badan, M. polymorpha oraz w dokonata rewizji mikrotranskryptomu u 2 gat. watrobowcéw
(Pellia endiviifolia i M. polymorha) poprzedzajac te informacje przedstawieniem szlaku biogenezy miRNA u
roslin. Dla niektdrych z zagadnien ujetych w Introduction nie widze uzasadnienia w przeprowadzonych
badaniach np. nie widze koniecznosci szczegétowego przedstawiania anatomii plechy watrobowca, czy
rozwoju gametoforéw i sporofitu podczas gdy jedoczesnie brakuje prostego, ogdlnego schematu
przedstawiajgcego przemiane pokolen u watrobowcow. Schemat taki utatwitby czytajgcemu przypomnienie
przebiegu tego procesu i nazw dla poszczegdlnych faz i typédw organdw. Szkoda, ze Autorka nie skorzystata
np. ze schematu zamieszczonego w nowe;j i cytowanej przez Doktorantke pracy Flores-Sandoval et al. (2019).
Z kolei, wprowadzenie odrebnego podrozdziatu nt. biogenezy miRNA mylnie sugeruje, ze jakie$ elementy
tego procesu byly badane w pracy. Odwrotnie, w Introduction nie oméwiono grupy matych specyficznych
RNA wywodzgcych sie z tRNA tzw., tRFs, ktdre badano w pracy, o czy dowiadujemy sie dopiero w Results.
Mam réwniez niedosyt informacji uzasadniajgcych modelowg pozycje M. polymorha w badania
molekularnych roslin, w tym opisu mozliwosci jakie stwarza ta roslina w genomice funkcjonalnej, szczegdlnie
brakuje przyblizenia metod transformacji i edytowania genomu, ktére Doktorantka zastosowata w
badaniach. Istotny, w mojej opinii, bytby podrozdziat bardziej wnikliwie charakteryzujgcy genom i
transkryptom M.polymorha. Interesujgcym w kontekscie tematu pracy, lecz pominietym w Introduction,
zagadnieniem jest rola miRNA w sygnalizacji auksyny, ktéry to proces odgrywa szczegdlnie wazng role w
rozwoju oraz rozmnazaniu roslin. Co prawda, w Dyskusji Autorka nawigzuje do niektorych elementéw szlaku
auksyny, czynnika ARF3 u Marchantia, ale nie w kontekscie wagi sygnalizacji auksynowej w rozwoju roslin.
Ostatnie badania pokazaty bowiem niezwyktg prostote i unikalnos¢ sygnalizacji auksynowej u M.polymorha,
co pozwolito uznaé te sciezke za ancestralng dla swiata roslin. Ostatni podrozdziat Introduction podaje
przeglad miRNAs uczestniczacych w rozwoju organdw generatywnych u roslin, ktdry uzupetnia schemat
pokazujgcy miRNAs i ich geny docelowe kontrolujgce przemiany faz rozwojowych u roslin kwiatowych,
gtéwnie Arabidopsis (Fig. 21). Niestety, zarowno w tekscie jak i na schemacie, Doktorantka nie podata, ktére
z opisywanych miRNA-zaleznych $ciezek zostaty opisane takze u roslin plechowatych, watrobowcéw, czy M.
polymorha. Co prawda, w dyskusji pojawiajg sie odniesienia do funkcji wybranych miRNA u M.polymorha, ale
w mojej opinii to rozdziat Introduction powinien wyczerpujgco przedstawiac stan wiedzy z tego zakresu.

Podsumowujac, w mojej opinii rozdziat Introduction pozostawia niedosyt wiedzy o aktualnym stanie badan i
metod uzywanych u Marchantia/plechowatych jako rosliny modelowej w genomice roslin nizszych. Trudno
takze wyrobi¢ sobie opinie o aktualnym stanie wiedzy nt. roli miRNA w regulacji rozwoju
plechowcdw/watrobowcdw, w tym skali podobienistwa tych Sciezek regulacyjnych do roslin wyzszych. Mam
nadzieje, ze krotkie podsumowanie wiedzy z tego zakresu przyniesie auotoprezentacja pracy podczas
obrony.

Cel badan

Kazda praca naukowa bez wzgledu na forme - manuskryptu, czy tez publikacji w czasopismie naukowym,
powinna zawiera¢ w poczgtkowym rozdziale jasno zdefiniowane cele badan. W recenzowanej rozprawie ani
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w Introduction ani w innych czesciach pracy niestety nie znalaztam postawionej hipotezy badawczej i
zdefiniowanych celéw. Prositabym o korekte tego istotnego niedostatku rozprawy podczas autoprezentacji
w czasie obrony.

Materiat i metody

Materiatem badawczym byly rosliny M.polymorpha L. subs. ruderalis Bischl. pochodzgce z dwdch
geograficznie odlegtych miejsc (accessions): lokalne okazy zebrane koto Sierakowa w Polsce oraz meskie i
zenskie genotypy Takaragaike, odpowiednio Tak-1 i Tak-2 pochodzace z Japonii. Wybér genotypu do badan
genetycznych, a szczegdlnie genomowych ma podstawowe znaczenie. Dostepne od 2017 r. dane sekwencji
genomu M.polymorpha oparte sg na jednym osobniku zenskim uzyskanym w krzyzéwce Japoriskich form Tak-
1iTak-2. Do sekwencjonowania NGS stanowigcego centralng cze$¢ pracy Doktorantka zastosowata lokalny
polski genotyp M. polymorpha, pobierajgc materiat do analiz NGS z plech meskich i zenskich oraz meskich i
zenskich organdéw rozrodczych wytwarzanych przez te plechy. Analizy NGS prowadzono w trzech
powtdrzeniach biologicznych ale brak jednak informacji o tym, co stanowito jedno powtdrzenie biologiczne
oraz w jakim stadium rozwoju roslin uzyskiwano materiat do izolacji RNA. Takie informacje, najlepiej poparte
prostym schematem, przyblizyty by obiekt badan, bo w kontrascie do roslin wyzszych, plechowce sg znacznie
rzadziej badane przez biologdw molekularnych. Doktorantka przedstawiajgc wyniki czesto odnosi sie do
danych uzyskanych w analizie roslin Tak ,genotypu Japonskiego” (prace zespotu Bowmana) jednak nie
komentuje mozliwych réznic pomiedzy polska i japoriska linig roslin i ewentualnego wptywu takich rdznic na
interpretacje wiasnych wynikow NGS. Prositabym o wyjasnienie tych watpliwosci, w tym przyczyn tego
nieoczywistego doboru materiatu badawczego. Co wiadomo o zmiennosci genetycznej u Marchantia? Czy
uzyskane w pracy wyniki dla lokalnego genotypu wskazujg na rdéznice w stosunku do genotypu
Japonskiego? Podkreslenie i zidentyfikowanie takich réznic wzbogacitoby dyskusje uzyskanych w pracy
wynikéw o nowy kontekscie.

Wachlarz zastosowanych w pracy metod badawczych jest szeroki i bardzo imponujacy i oprécz
zaawanasowanych metod molekularnych obejmuje kultury, krzyzowanie i fenotypowania roslin Marchantia,
w tym z uzyciem technik mikroskopii $wietlnej i MRI, oraz transformacje genetyczng z uzyciem Agrobacterium
tumefaciens zastosowang dla wyprowadzenia linii repeterowych GUS i mutantéw CRISPR/Cas9. Doktorantka
szczegdtowo opisuje procedury analizy DNA, RNA i biatek w tym profilowanie RMA metodg NGS i tworzenie
biblioteki degradomoéw. Opis metod obejmuje znaczng cze$¢ manuskryptu (blisko 40 stron) i poruszanie sie
po tym obszernym materiale opisowym nie jest tatwe, a Doktorantka nam tego nie utatwia. Potozenie
kolejnych podrozdziatéw nie zawsze jest oczywiste, np. podrozdziat 2.1.2. Agrobacterium-mediated M.
polymorpha transformation wbrew tytutowi nie zawiera petnego opisu tej metody bo np. procedury zwigzane
z bakteriami do transformacji oraz konstrukty uzyte w transformacji zawarto w innych rozdziatach (2.3.4 i
2.5.5). Podobnie, reakcja RT-qPCR zostata omdwiona w podrozdziale 2.5. DNA methods, chociaz znacznie
wczesniejszy podrozdziat 2.4.3. cDNA synthesis wydaje sie bardziej oczywistym miejscem dla opisu tej
metody. Uzyskane w pracy mutanty edycyjne MIR11889¢¢ krzyzowano miedzy sobg i z forma WT, ale
dowiadujemy sie o tym dopiero w Results na str 125. Opis metody krzyzowania roslin Marchantia powinien
znalez¢ sie w rozdziale Material and Methods.

Zakres metod zastosowanych w pracy swiadczy o wszechstronnym i nowoczesnym warsztacie badawczym
Doktorantki, ktéry obejmuje zaréwno tradycyjne, jak i najnowsze narzedzia np. CRISPR/Cas9, w biologii
molekularnej roslin. Opis tego ogromu technik i podej$s¢ badawczych na pewno nie byt tatwy, co moze
czesciowo usprawiedliwiaé¢ trudnosci jakie napotyka czytelnik. Na pewno klarownos¢ tej czesci pracy
poprawitoby: (i) przeniesienie wszystkich szczegétowych, mniej istotnych i ,technicznych” informaciji, np.
sktadéw pozywek, roztworow do Suplementu (Aneksu); (ii) logiczne uporzadkowanie podrozdziatéw; i co
wydaje mi sie najwazniejsze - (iii) stworzenie ogdlnego schematu przedstawiajgcego zestaw metod/podejsé
badawczych stosowanych w pracy- jaki materiat, jakimi metodami i w jakim celu poddano analizie.
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Wyniki:

W pracy przeprowadzono gtebokie sekwencjonowanie matych czgsteczek RNA (sRNA NGS) w czterech
rodzajach plechy M. polymorha — meskich i zenskich plechach wegetatywnych oraz meskich i zenskich
gametoforach (odpowiednio antheridiophorach i archegonioforach) M. polymorpha. Zidentyfikowano
miRNA ulegajace zréznicowanej ekspresji w badanych fazach rozwojowych roslin oraz wyrdzniono rodziny
miRNA specyficzne dla Marchantia, watrobowcéw oraz te, ktére sg wspdlne (konserwowane) u roslin.
Poziom ekspresji dla wybranych miRNA potwierdzano technikg northern blot. Nastepnie, metodg gtebokiego
sekwencjonowania degradomu zidentyfikowano docelowe mRNA dla wybranych i specyficznych dla
watrobowcdw rodzin miRNA. Praca przedstawia takze pogtebiong analize funkcjonalng jednej z czasteczek
miRNA (Mpo-miR11889) i te cze$¢ badan uwazam za najbardziej nowatorska i interesujgca. Wyniki NGS i
northern blotting zgodnie wykazaty, ze czasteczki Mpo-miR11889 ulegajg wysokiej ekspresji w meskich
organach rozrodczych (plemniach), co wskazuje na ich zaangazowanie w generatywnym rozmnazaniu
Marchantia i uzasadnia podjecie przez Doktorantke dalszych analiz tych czgsteczek. Dla przyblizenia funkcji
miR11889 Doktorantka skonstruowata linie reporterowa, w ktdrej pod promotorem genu MIRNA dla
badanego miRNA znalazt sie gen GUS. Analiza sygnatu GUS w tych liniach potwierdzita wyjatkowo wysoka
aktywnos¢ genu dla miR11889 w meskich organach tj. plemniach (Fig.41). Staba aktywnos$¢ GUS widoczna
jest tez w zenskich rodniach, co wida¢ na zdjeciach (Fig. 42), jednak Doktorantka nie odnosi sie do tych
obrazow i w ogodle nie cytuje Fig. 42 w teksécie, co wymaga wyjasnienia. Analiza degradomu pozwolita na
wskazanie mRNA prawdopodobnie docelowego dla miR11889. Jest nim gen kodujacy DUAL SPECIFITY
PHOSPHATASE 12-like (DUSP12), biatko wystepujgce u Marchantia pod postacig dwdch izoform, z ktérych
jedna (Mapoly0062s0043.1) jak wykazata Doktorantka, jest down-regulowana w plemniach. Co wazne,
transkrypty kodujgce obie isoformy DUSP12, s3 silnie wyciszane w komadrkach plemnikowych, co wzmacnia
hipoteze o zaangazowaniu modutu miR11889-DUSP12 w generatywnym rozmnazaniu Marchantia.
Doktorantka przedstawita takze zdjecia obrazujgce sygnat GUS w rdznych organach linii reporterowe;j
MpDUSP12,,,:GUS. Analiza wykazata intensywng aktywnos$¢ badanego promotora w wegetatywnych
plechach, plechach z plemniami oraz samych plemniach. Wynik ten nie zostat jednak zinterpretowany w
kontekscie regulacji genu DUSP12 i roli miR11889 w tym procesie. Ciekawa jestem, czy analizowano takze
sygnat GUS w plechach zenskich i rodniach? Dla zbadania funkcji Mpo-miR11889 w pracy metodg CRISPR-
Cas9 wyprowadzono mutanty edycyjne niosgce delecje (3 linie)iinsercje (1 linia) w genie kodujgcym badany
miR11889. Wyselekcjonowano dwie zenskie i dwie meskie linie niosgce mutacje typu INDEL zaburzajgce
powstawanie prawidtowej drugorzedowej struktury miRNA (Fig. 53), co potwierdzit brak ekspresji miR11889
u obu zmutowanych linii meskich. W zgodzie z t3 obserwacja, u linii zmutowanych wykazano wzrost
transkrypcji genu docelowego DUSP12, oraz stwierdzono akumulacje biatka DUSP12 w plemniach jednej ze
zmutowanych linii (Fig. 54, 60, 61). Dodatkowo, zaangazowanie miR11889 w rozmnazanie generatywne
Marchantia potwierdzit zaburzony fenotyp zmutowanych linii meskich, ktére wykazywaty zmiany rozwojowe
dotyczace morfologii, w tym ufozenia plemni wytwarzanych przez gametofit meski oraz przyspieszony czas
dojrzewania komérek plemnikowych. Co wazne dla potwierdzenia zwigzku regulacyjnego miR11889-DUSP,
rosliny z nadekspresja niewrazliwego na ciecie miR11889 transkryptu genu docelowego DUSP12 wykazaty
nadprodukujace biatka DUSP12 oraz zmiany morfologiczne meskich gametofitdw podobne do
obserwowanych w liniach mutantdw ze zniesiong funkcjag miR11889. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
zaobserwowane u mutantéw edycyjnych zmiany ilosSciowe nie byty jednak istotne statystycznie- np. liczba
plemni oszacowana byta dla gametofitéw formy WT i dla mutanta Mpo-miR11889 #2&¢ wynosita odpowiednio
od 18-71 oraz 2-84 plemni. Doktorantka przyczyny w trudnosci iloSciowego potwierdzenia zmian w morfologii
gametofitow meskich u mutantéw upatruje w ciggtym, asynchronicznym rozwoju plemni. Zgadzam sie, ze
taki proces jest trudny ale nie niemozliwy (co sugeruje Doktorantka) do analizy. W mojej opinii,
podstawowym stabym punktem zaproponowanej analizy iloSciowe] byta zbyt mata liczba ocenianych form
WT vs mutant (oceniano zaledwie plemnie powstajgce na 7. gametofitach kazdego genotypu).

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Mauk Przyrodniczych

ul, Bedzinska a0, 41- 200 Sosnowiec

tel. 32 36 89 400, 32 20 09 351, e-mail: wnpDus.edu.pl

wenw s edu.pliwydzialiwnp I‘r



V UNIWERSYTET SLASKI

W EKATOWICACH

Za ciekawy watek w badaniach nad funkcjg miR11889 w rozwoju Marchantia nalezy uznac¢ doswiadczenia
majgce odpowiedzieé, czy badany miRNA bierze udziat w rozwoju sporofitu. Dla uzyskania odpowiedzi,
Doktorantka przeprowadzita krzyzédwki miedzy mutantami oraz miedzy zmutowang linig zenska, a WT.
Zastanawia brak krzyzowki odwrotnej, tj. zmutowanej linii Zzenskiej x WT, prositabym o wyjasnienie
dlaczego pominieto te kombinacje. W sumie, w réznych kombinacjach skrzyzowano ogétem 46 rodni, ale
znakomita ich wiekszos¢ (80%) nie wytworzyta sporofitu. Dane pokazane w Tab. 64 (str. 126) zestawiajgcej
wyniki krzyzéwek sg niejasne. Jesli kolejne kolumny oznaczone jako ,rep” oznaczajg kolejne krzyzowane
rodnie, to suma analizowanych rodni wg tej tabeli to 23, a nie 46? Szkoda, ze nie zamieszczono informacji ile
skrzyzowano rodni w danej kombinacji, co utatwitoby wnioskowanie na temat istotnosci obserwowanej
zmian w rozwoju sporofitu. Wptyw mutacji sugerujg zdjecia (Fig. 63) dokumentujgce rozwdj na krzyzowanych
rodniach nietypowych ,drugorzedowych” struktur (wegetatywnych plech z rodniami), struktury takie
rozwijaty sie wytgcznie w krzyzéwkach linii noszgcych mutacje w genie MIR11889; ani w kontroli pozytywnej
(WTXWT), ani negatywne] (zastosowano wode zamiast komoérek plemnikowych) takich struktur nie
obserwowano. Prositabym o komentarz, jak nalezy rozumieé sugestie, ze przyczynami powstania tych
nietypowych struktur moze by¢ ,lack of fertilization” albo ,, sponatenous development of thallus from the
apical cell localized in the archegonial disc” (str. 126)? Czy, a jesli tak, to w jaki sposéb badana mutacji w
miRNA wywotuje ten efekt? Doktorantka wraca do tego problemu w Dyskusji (str . 140) konkludujac, ze
mimo wielu wysitkébw (,,Despite many attempts...”) nie udato sie ustali¢, ktéra z dwdch sugerowanych
przyczyn odpowiada za powstawanie anormalnych, ,pietrowych” gametofitéw. Interesuje mnie jakie
badania w tym kierunku byty podejmowane?

Ponadto, prosze o interpretacje wyniku przedstawionego na Fig. 40 (str. 109): metodg RT-PCR oceniano
poziom ekspresji MIR11889, wykazujac specyficzng dla meskich gametofitow (antheridiophores) akumulacje
transkryptéw tego genu. W tym doswiadczeniu jako matrycy uzyto takze genomowy DNA, gDNA, z meskiego
i zenskiego genotypu Japonskiego, Tak-1 i Tak-2, i wykazano obecnos¢ produktéw reakcji RT-PCR dla obu
prébek.

Dyskusja

W Dyskusji, Doktorantka podsumowuje uzyskane w pracy wyniki i zestawia je z aktualng wiedzg. Autorka
podzielita ten rozdziat na dwa gtéwne podrozdziaty — jeden z nich (4.1) dotyczy wynikéw uzyskanych z analiz
transkryptomu, a drugi (4.2) skupia sie na roli modutu regulacyjnego miR11889-DUSP12 w rozmnazaniu
Marchantia.

Omawiajac zidentyfikowane w transkryptomie Marchantia miRNA Doktorantka, wzorem Results, dzieli
miRNA, ktore ulegaty zréznicowanej ekspresji pod wzgledem ich specyfiki i wyrdznia podrozdziaty
poswiecone Marchantia-specyficznym miRNA (2), miRNA specyficzne dla watrobowcow (oraz miRNA
konserwowane u roslin (9). Dyskusja w duzej mierze jest powtdrnym opisem wynikéw, Autorka czesto
odwotuje sie do figur i tabel z Results. Podobnie, wielokrotne omawianie i przywotywanie szczegétowych
wynikéw jednej pracy (Bowman et al. 2017) nie uwazam za twdrcze, mimo ze cytowana praca jest obecnie
w Swiecie podstawowym Zrédtem wiedzy o genomie i transkryptomie M. polymorpha. Dodatkowo,
monotonna i lita forma tekstu nie pomaga w wytuskaniu fragmentéw wazniejszych i nowych dla nauki
obserwacji. Na pewno przejrzysta edycja i organizacja tekstu polepszytaby komunikatywnos¢ przekazu (np.
pogrupowanie zagadnien w paragrafy zaczynajace sie z tzw. ,wcieciem” pierwszej linijki, wyrdznienie boldem
nazwy miRNA, omawianego w danym paragrafie). Przyktadem utrudnien jakie napotyka czytajacy jest
umieszczenie Tab. 65 dopiero na str. 135, chociaz Autorka odwotuje sie do tej tabeli juz na str. 130. Czes¢
informacji podanych w Dyskusji powinna by¢ wprowadzona wczesniej i szerzej omdwiona Introduction, jak
np. zagadnienia sygnalizacji auksynowej u Marchantia z udziatem ARF3 (o czym pisatam omawiajgc
Introduction).
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Moje zainteresowanie budzg szczegdlnie Marchantia-specyficzne miRNAs: miR11796 akumulowany w
zenskim gametoficie, ktéry prawdopodobnie kontroluje jeden z 5. gendw kodujacych histonu H1 oraz
miR11887 majgcy wysoka ekspresje w meskim gametoficie i prawdopodobnie kontrolujgcy jeden z 5. genéw
kodujacych B-tubuline. Wynika, z tego, ze miRNA specyficzne dla Marchantia kontrolujg powstawanie biatek
o bardzo podstawowej roli u wszystkich organizméw eukariotycznych, i dlatego istnienie specyficznych dla
gatunku miRNAs kontrolujgcych powszechnie wystepujgce biatka wydaje sie zastanawiajgce. Stad moje
pytanie- co wiadomo o regulacji tych (lub innych konserwowanych w ewolucji) biatek i roli miRNA w tej
regulacji? Doktorantka stusznie konkluduje, ze konieczne s dalsze badania dla potwierdzenia
przedstawionych hipotez dotyczgcych Marchantia-specific miRNA. Czy Doktorantka planuje dalsze badania
w tym kierunku i jakie eksperymenty warto zaproponowac?

U roslin wyzszych wséréd gendw kontrolowanych przez miRNA przewazajg geny kodujace czynniki
transkrypcyjne (TFs). Sieci regulacyjne, w ktérych kluczowe dla proceséow rozwojowych TFs podlegajg
wielopoziomowej kontroli z udziatem miRNA sg w ostatnich latach identyfikowane, i wzbogacane o nowe
elementy. Niektére zaleznosci regulacyjne miRNA-TF zostaty takie potwierdzone jako funkcjonujgce w
rozwoju Marchantia, w tym opisany przez Doktorantke modut miR160-ARF3 prawdopodobnie kontrolujgcy
tranzycje do fazy rozmnazania ptciowego (str. 136), oraz modut miR319-MYB33 zaangazowany u roslin
wyzszych w rozwéj pylnikéw (str. 137), ktdrego rola w rozwoju meskich gametofitéw cho¢ sugerowana
wymaga potwierdzenia. Informacje te nasuwajg pytanie o skale podobienstwa regulacji proceséw
rozwojowych (tym rozmnazania ptciowego) kontrolowanych przez kluczowe dla roslin wyzszych TFs. TFs u
Marchantia zostaty zidentyfikowane i scharakteryzowane, co umozliwia dokonanie takiej pordwnawczej
analizy. Czy u Marchantia (watrobowcdéw) wyrdznia sie tzw. pionierskie TF o kluczowej roli w regulacji
rozwoju organizmow, w tym reprogramowaniu komorek (cell fate control) ze wzgledu na ich zdolnos¢ do
aktywacji transkrypcji w rejonach gdzie struktura chromatyny wycisza geny. Jednym z pionierskich TF jest
LEC1 reprezentujacy silnie konserwowane w ewolucji Eukaryota NF-YB biatka. LEC1 jest miedzy innymi
zaangazowany Ww reprogramowanie embriogeniczne komoarek, czy odpowiedniki tego lub innych
pionierskich TF funkcjonujg u roslin nizszych?

Prosze takze o wyjasnienie powodoéw dla ktérych miRNA171 uznane za konserwowane u roslin lgdowych,
oraz miR536 konserwowane u roslin, nie zostaty wykryte metodg NGS w badanych prébkach Marchantia
(str. 138).

Innym zastanawiajgcym wynikiem jest akumulacja miR8166 i jego docelowego transkryptu w tej samej
tkance- meskich gametofitach. Dla wyjasnienia tej obserwacji Autorka sugeruje istnienie specyficznej
regulacji z udziatem miRNA (,,..a specific type of miRNA-giuded regulation”, str. 134). Czy taki mechanizm
zostat juz opisany i na czym on polega?

Analizy wskazujg, ze dos¢ czesto wyniki uzyskane w badaniach NGS nie potwierdzajg analizy northern blot
(np. dyskutowany na str. 133 przypadek miR8170). Z dziewieciu ,plant-specific miRNA” tylko dla czterech
wynik northern blot analizy byt zgodny z wynikami NGS (Fig. 34). Problem ten szczegdlnie dotyczy produktéw
rozpadu tRNAs tzw tRFs. Chciatabym poznaé opinie Doktorantki na temat mozliwych przyczyn takiej
rozbieznosci wynikéw analiz i wynikajgcych z tego implikacji dla badan matych RNA, w tym miRNA.

Whioski (Conclusions)

Wyniki badan Doktorantka podsumowata w dziewieciu wnioskach, ktére w mojej opinii sg raczej
streszczeniem uzyskanych w pracy wynikéw (adekwatna do tej formy tekstu bytaby nazwa ,Summary of
results”) i nie spetniajg formuty wnioskdw. W trakcie obrony prositabym o sformutowanie krétkich
wnioskdw wskazujagcych najwainiejsze dla nauki osiggniecia tej pracy. Ponadto, wnioski powinny
jednoznacznie wskazywac, ktore wyniki /hipotezy sg nowe dla nauki, a ktore s3 potwierdzeniem znanej juz

wiedzy:
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Praca nie jest wolna od btedéw natury jezykowej, stylistycznej i edycyjnej, ponizej wskazuje niektére z
nich:

Btedy terminologiczne

-str. 42: sformutowanie ,transcription of miR172” jest btedne, transkrypcja dotyczy genu czyli, w tym
przypadku MIR172; podobnie legenda pod Fig. 21 mdéwi o ekspresji gendw, a na schemacie zapis sugeruje
czasteczki miRNA , a nie geny;

-linie reporterowe nie stuzg do oceny poziomu ekspresji badanego genu, jak btednie stwierdzono np. na str.
109 i 115, ale pozwalajg wnioskowa¢ o funkcji genu na podstawie analizy czasowo-przestrzennego wzoru
ekspresji genu;

str. 129: ,, The plants were genotyped using western blot approach” — termin “genotypowanie” w stosunku
do analizy biatek nie jest poprawny.

Dokumentacja fotograficzna jest czesto nie wystarczajgcej jakosci, a opisy zdje¢ niepetne, np.

- Fig. 7B (str. 26) — opis na zdjeciu (mate, czarne litery) jest niewidoczny

-Fig. 43,str.111: obrazy na fotografiach sg nieczytelne, czy rzeczywiscie, zgodnie z legendg, mozna na nich
dostrzec akumulacje MIR11889 transkryptéw w badanych meskich i zeriskich organach

-Fig. 57- nie podano jakie genotypy reprezentujg pokazane na zdjeciach meskie gametofity (str.122), a
zaznaczone strzatkami obrazy identyfikujgce wskazane elementy s nierozpoznawalne.

-str. 127:Fig. 63, oznaczenie i opis pokazanych na zdjeciach struktur pomdégtby zidentyfikowac pokazane
obrazy; podobnie zdjecia z Fig. 64 sg nie uwzglednione w tekscie; nie wiadomo co pokazujg strzatki.

-str. 128 — na Fig. 65 i 66: brakuje zdjecia kontroli (WT) , ktére jest konieczne aby wnioskowaé o zmianach
fenotypowych u mutanta; jakos¢ zdjec jest staba.

Btedy edycyjne:

- lista skrétow jest niekompletna, np. brak sgRNA, R.T;
- str. 115: opis w tekscie dotyczy Fig. 49, a nie 48;

- czesty btad to brak spacji np. przed numerem figury i tabel (np. Tab.8-10, str. 50 i inne), albo przy podawaniu
danych liczbowych, np. 500ul zamiast 500 pl (str. 48 i inne), 740nm (str. 48 i inne), 10ml (str. 50 i inne); brak
spacji po kropce konczacej zdanie np. str. 54 i inne;

- Rozdziat LITERATURE zawierajacy spis cytowanych publikacji naukowych jest wyedytowany niestarannie,
wielkos¢ liter w tytutach prac jest rézna (czasem kazde stowo z duzej litery, w innych tytutach, nie) kolejne
prace nie sg wyrdznione (np. przez odstep miedzy wierszami, czy tzw. ,,wystajgcy pierwszy wiersz”), co bardzo
utrudnia wyszukiwanie prac na liscie;

-sposdb cytowania publikacji w tekscie nieprawidtowy: zamiast nazwiska tylko pierwszego autora, czesto
podawane jest kilka nazwisk z listy wieloautorskiej (np. str. 10, 42, 43),
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Whniosek korncowy

Powyzsze komentarze i uwagi krytyczne nie wptywajg w sposéb istotny na mojg wysokg ocene wartosci
merytorycznej rozprawy doktorskiej pracy p. mgr Haliny Pietrykowskiej i wktadu opisanych w niej badan w
we wspotczesng nauke. Przedstawiona do oceny praca jest dowodem, ze mgr H. Pietrykowska potrafi
formutowac interesujgce i aktualne dla nauki pytania i dysponuje imponujgco rozlegtym warsztatem
badawczym z zakresu najnowszych metod biologii molekularnej roslin. W wyniku szeregu pracochtonnych
doswiadczen przeprowadzonych we wspétpracy z innymi osrodkami Doktorantka zgromadzita interesujgce
wyniki, ktére stanowig podstawe do dalszych badan nad mechanizmami miRNA-zaleznej kontroli proceséw
rozmnazania u roslin. Wyniki uzyskane w rozprawie doktorskiej mgr Haliny Pietrykowskiej istotnie rozszerzaja
wiedze o roli miRNA w regulacji procesdw rozwojowych u roslin nizszych, a w szczegdélnosci rozmnazania
generatywnego u Marchntia polymorpha. Mam nadzieje, ze cze$¢ opisanych w manuskrypcie wynikdw,
przede wszystkim te wskazujgce na udziat modutu miR11889-DUSP12 w rozwoju organéw reprodukcyjnych
u M. polymorha, zostang wkrétce zostang opublikowane w czasopismie o szerokim zasiegu, a komentarze
zamieszczone w recenzji pomoga w przygotowaniu tej publikacji.

Niniejszym stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr Haliny Pietrykowskiej spetnia wymogi warunkéw
okreslonych w art.13 ust.1 Ustawy a dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. Poz. 1789). Wobec powyiszego
wnosze do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr
Haliny Pietrykowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Matgorzata D. Gaj
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