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MikroRNA (miRNA) to male niekoduj4ce RNA, pelni4ce kluczow4 rolg w regulacji ekspresji

gen6w koduj4cych mRNA, a tak2e w mechanizmie interferencji RNA, polegaj4cym na

hamowaniu translacji lub indukcji degradacji docelowych mRNA, zawieraj1cvch sekwencje

komplementarne do miRNA. Regulacja ekspresji gen6w za poSrednictwem miRNA jest

zjawiskiem powszechnym u roSlin i zwierzqt, a odkrycie i ustalenie roli zaangazowanych w

ten proces bialek uhonorowano w 2006 roku nagrod4 Nobla. Zmiany iloSciowe pRNA

gen6w wywolane dzialaniem miRNA zale2E od m.in. stanu kom6rki i odzwierciedlaj4

dynamikg jej odpowiedzi na np. czynniki stresowe. Rozprawa doktorska Pani Magister

Elzbiety Kai poSwigcona zostala opisowi czqsteczek miRNA zidentyfikowanych u jabloni

odmiany ,,Gala", ze szczegolnym uwzglgdnieniem miRNA warunkuj4cych r62ne fenotypy
jabloni w zale2noSci od zastosowanej podkladki. W sadownictwie przeszczepianie jabloni na

roSliny okreslane mianem podkladek, jest sposobem na zmiang/polepszenie cech

fenotypowych. Rodzaj podkladki ma wplyw na wiele cech roSliny przeszczepianej (zrazu)

m.in. pokr6j, wigor, wielkoSi plonu oraz odpornoSc na stresy zar6wno bio- jak i abiotyczne.

Mechanizmy lezqce u podstaw regulacji cech fenotypowych zrazu przez podkladkg nie sq do

korica poznane, wiadomo jednak, 2e rodzaj podkladki wplywa na profil transkrypt6w w

pgdach zrazu. W Swietle odkryd dlugodystansowego transportu cz4steczek takich jak miRNA

w roSlinie, mohna postawid hipotezg, ze to one wlaSnie przemieszczaj4c sig migdzy podkladk4

a ztazem moduluj4 ekspresjg gen6w. W rozprawie uwagg zwr6cono takze na miRNA

warunkuj4ce odpornoSi jabloni na zarazg ogniow4 i potencjalnie bior4cych udzial w
odpowiedzi na infekcjg bakterii Erwinia amylovora. Identyfikacjg tychZe miRNA oparto

gl6wnie na metodach glgbokiego sekwencjonowania i analizach bioinformatycznych.

Poziomy ekspresji wybranych miRNA weryfikowano przy u2yciu metod eksperymentalnych.

Przeprowadzone badania znacznie poszerzyly katalog znanych dla jabloni czEsteczek



miRNA. W calym projekcie przewidzianych zostalo 427 prekursor6w oraz378 unikatowych

dojrzalych czqsteczek miRNA, z czego a2 323 to czqsteczki wczeSniej nieznane.

Ocena formalna rozprawy

Formalna strona pracy nie budzi zastrzelen. Rozprawa skonstruowana zostala w

spos6b tradycyjny. Otwierajq jq streszczenia w jgzyku polskim i angielskim. Oba teksty w

spos6b zwarty i rzeczowy opisuj4 zalohenia, spos6b realizacji orM znaczenie badari. Wstgp

selektywnie wprowadza czytelnika w zagadnienie definiuj4c podstawowe pojgcia, takie jak

biogeneza i funkcja czqsteczek mikroRNA, metody ich identyfikacji oraz obecny stan wiedzy

o miRNA u jabloni. Autorka poSwigca w nim uwagg znaczeniu uprawy jabloni w Polsce,

opisuje rolg i zasadnoSi szczepien tego drzewa oraz problem zarazy ogniowej, bakteryjnej

choroby odpowiedzialnej za szkody w sadownictwie. Ta czES(, tekstu uzupelniona jest

pogl4dowymi rysunkami (str. ll i 17). Nastgpny rozdzialto precyzyjnie zdefiniowany (13

linii), jak nazlo2onoS6 zjawiska jakim jest identyfikacja miRNA, cel pracy. Kolejne sekcje to:

Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja oraz Wnioski koircowe. Rozprawg zamykajq

Suplement z informacj4 o prekursorach zidentyfikowanych miRNA, Spis rysunk6w, Spis

tabel oraz Spis literatury. Do pracy nie dol4czono material6w w wersji elektronicznej.

Swoistym dopelnieniem rozprawy w wersji elektronicznej jest og6lnodostgpna baza danych

http ://lemur. amu. edu. pllshare/apple_miRNAs/.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca napisana jest zwig2le z zachowaniem wlaSciwych proporcji pomigdzy

poszczeg6lnymi rozdzialami. Dostrzeglem w pracy pewn4 liczbg blgd6w stylistycznych i

edytorskich (np. linia 29 str. 16, linia 24 str.30, linia 28ll str. 31132). Autorka czasem doS6

swobodnie/niepotrzebnie rozwija w tekScie angielskie skroty np. linia 12 str. 27 (godziny po

naciEciu?) , linia 2 str. 34 (PCR), linia l4 str. 30 (tzw. CDS), linia 17 str. 36 (losowe startery).

Niekiedy brak jest polskich okreSlerVopisu/rozwinigcia np. linia l l str. 30. Niepotrzebne sq

takae Zargonowe sformulowania oraz angielskie zapoLyczenia np. ,,reakcja DNazowania" str.

32, czy ,,zadnotowano" str. 18 oraz,,program zwracal tylko transkrypty docelowe" str. 30.

JakoSd rysunk6w (Rys. 16, Rys. 17 str. 67) mogLa by byc lepsza (Co oznaczaj4 kreskowania

na slupkach? Brak informacji o tym w legendzie.). CaloSd rozprary to 105 stron tekstu, 20

rysunk6w, 17 tabel,2l2 cytowane publikacje.

Ocena meryto ryc zna r ozprawy

W pracy doktorskiej mgr Elzbiety Kai wyodrgbnic moZna szeilc zasadniczych czgSci.

Pierwsz4 z nichjest Wstgp, kt6ry Autorka rozpoczyna od wprowadzenia pojgcia czqsteczek

miRNA i ich biogenezy oraz funkcji. Zasadnie zestawiono w formie por6wnania roLnice



migdzy roSlinnymi a zwierzgcymi miRNA. Uwypuklono odmiennosci zar6wno od strony
strukturalnej jak i procesu biogenezy. Ten ostatni dobrze dla czytelnika ilustruje rysunek l.
W tekScie Autorka przytacza takle szereg przyklad6w proces6w regulowan ych przez
zidentyfikowane roSlinne czEsteczki miRNA (m.in. rozwoj organ6w, odpowiedz na stres itp.).

W og6lnej natury Wstgpie (zasadniczo dedykowanemu gl6wnie miRNA) trochg zbyt
duzymi, specjalistycznymi skr6tami nazewnictwa malych niekoduj4cych cz4steczek RNA
(sRNA) s4 okreSlenia: typu, siRNA, ta-siRNA, ml-siRNA oraz miRNA* . Wprowadzenie ich
wszystkich razem' praktycznie w jednym zdaniu (linia28129 str. l3), bez slowa komentarza
mo2e budzii zaklopotanie. W podrozdziale poSwigconym metodom identyfikacj i czqsteczek
miRNA praktycznym bylo by wyro2nillzestawic ze sob4 te eksperymentalne, slu7qce
identyfikacji nowych miRNA np. klonowanie razem z sekwencjonowaniem nowej generacji
oraz te sluzqce do Sledzenia obecnoSci/zmian poziomu ekspresji juz znanych miRNA np.
laricuchow4 reakcjg polimerazy z analiz4 przyrostu produktu w czasie rzeczywistym (ang.
RT-PCR) razem z metodami hybrydyzacji. W tekScie metody te, nie wiedziei czemu, s4

wymieszane. W opisie metod identyfikacji, doSi szczegolowym w odniesieniu do strony
eksperymentalnej, ubogo wypadaj4 metody in silico. Brak informacji jak in silico mo2na
poszukiwad/identyfikowa6 potencjalne miRNA. W kolejnych podroz dzialach Wstgpu
Autorka rzeczowo odnosi sig do obecnego stanu wiedzy o miRNA u jabloni, pozycjonuje
PolskE jako producenta jablek na Swiecie oraz przybli?a czytelnikowi znaczenie zaka2en
Erwinia amylovora w sadownictwie.

W rozdziale Cel pracy Autorka definiuje obszar swoich zainteresowari jako podjgcie
pr6by kompleksowej identyfikacji miRNA u jabloni odmiany ,,Gala,, i okreSleni e zale1nych
od podkladki rohnic w ich ekspresji, ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem miRNA
zaangaaowanych w ksztaltowanie odpornoSci na zarazQ ogniow4. Identyfikacja ta podzielona
jest na dwa etapy' kt6re r6znicuj4 miRNA odpowiednio w zaleanoSci od rodzaju podkladki
lub zakalenia drzew bakteri4 Erwinia amylovora.

Kolejn4 czgsc tozprawy stanowi opis Materiai6w i Metod wykorzystanych podczas
tealizacji prezentowanych badari. Ten fragment pracy to 12 stron. W duzej mierze specyfika
badan (np' analizy sekwencjonowania RNA nowej generacji) wymusza stosowanie
dedykowanychtozwiEzari bioinforrnatycznych. Ich opis jest bardzoskr6towy co wynika, by6
mo2e, z komercyjnego charakteru stosowanego oprogramowania. Autorski wklad w analizy
bioinformatyczne wystgpuje w postaci skryptu zamieszczonego jako rysunek 3. w opisie
metod eksperymentalnych czasem do6i specyficznie rozmiesz czono pewne informacje.
Powoduje to konstemacjg w interpretacji np. rysunku 4 (str. 35). przedstawia on przykladowe



produkty laricuchowej reakcji polimerazy, jednak z opisu w tekScie oraz legendy w tej czgsci
pracy nie wynika np. sk4d taka a nie inna liczbapr6b. To znajduje swoje wyjaSnienie dopiero
w sekcji Wyniki (str. 39 linia23), w kt6rej znajduje sig notabene wyodrgbniony podrozdzial
(4'l'1) zatytulowany Material biologiczny (str. 39). Ten podrozdzial razem z podrozdzialem

w paragrafie 4.2'l winny moim zdaniem znale26 sig w sekcji Materialy i Metody.
Tradycyjnie, gl6wny trzon pracy stanowi4 rozdzialy, w kt6rych przedstawione i

om6wione zostaly wyniki badari. Te ostatnie podzielono na dwie v,ryra1ne grupy dedykowane
identyfikacji: (i) mikroRNA u zdrowych jabloni utworzonych na roanych podkladkach oraz
(ii) mikroRNA powi4zanych z odpowiedzi4 na infekcjg Erwinia amylovora. w
prowadzonych badaniach istotne okazaly siQ eksperymentylanalizy bioinformatyczne
optymalizuj4ce wyb6r/identyfikacjg miRNA z orrzymanych bibliotek poddanych
sekwencjonowaniu' Identyfikacj g cz4steczek miRNA specyficznych dla podkladek zdrowych
jabloni przeprowadzono w oparciu o jasno przedstawiony analityczny schemat postgpowania i
na podstawie og6lnie przyjgtych kryteri6w definiuj4cych rodlinne miRNA. Rezultatem jest
m'in' poznanie 252 prekursor6w miRNA, z czego wigkszo5i (138) stanowiq cz4steczki
specyficzne dla jabloni, a wSr6d nich a2 78 nowych. Glgbokie sekwencjonowanie pozwolilo
na znalezienie tak2e nielicznych miRNA r62nicuj4cych podkladki. ObecnoS6 dojrzalych
miRNA powstaj4cych z prekursor6w potwierdzano metod4 laricuchowej reakcji polimerazy
b4dZ poszukuj4c znacznik6w sekwencji ulegaj4cych ekspresji (tzw. sekwencji EST ang.

Expressed Sequence Tags). Wydajnosi tych metod jest jednak znikoma. Budzi to bardziej
og6lne pytanie o niski poziom ekspresji gatunkowo specyficznych miRNA. Czym
uwarunkowany moZe byd ten fenomen? Por6wnuj4c ze sob4 dwie metody badari poziomu
ekspresji miRNA zaproponowane w pracy chcialbym zapyla(, tak2e czy poza miR227N
podjgto pr6bq identyfikacji laricuchow4 reakcj4 polimerazy z analizq, przyrostu produktu w
czasie rzeczywistym wykorzystui4c4 startery typu spinki (ang. stem-loop RT-pcR)
transkrypt6w dla miR260N, miR285N, miRl32M oraz mituOON (zidentyfrkowanych
wczeSniej metod4 klasycznej laricuchowej reakcji polimerazy)? JeSli nie, to dlaczego?

Trudne w interpretacji jest zestawienie przykladowych wynik6w glgbokiego
sekwencjonowania i laricuchowej reakcji polimerazy z analiz4 przyrostu produktu w czasie
rzeczywistym na rysunku I l. Brak na nim wartoSci zalolonego poziomu istotnoSci
statystycznej na przedstawionych wykresach, a odchylenia standardowe sQ tylko dla prob z
glgbokiego sekwencjonowania. Zastarnwiam sig czy testu Anova dla danej grupy pr6b nie
moana by wesprze6 testem Tukeya (Rozs4dnej Istotnej R62nicy), kt6ry poka zalby ro1nice
pomigdzy poszczegolnymi podkladkami.



Bardzo ciekawe s4 wyniki dedykowane identyfikacji miRNA powi4zanych z
odpowiedzi4 jabloni na infekcjg bakteri4 Erwinia amylovora. Inne podejscie
bioinformatyczne w przypadku materialu infekowanego skutkuje poznaniem az 330 loci
miRNA (233 nowych). Podobnie jak dla miRNA u zdrowych jabtoni tylko dla nielicznych ze
zidentyfikowanych (9) potwierdzono ekspresjg metod4 laricuchowej reakcji polimerazy.
Por6wnanie pr6b inokulowanych z kontrolnymi oraz migdzy r62nymi podkladkami pozwolilo
wyodrgbnii szereg (20) miRNA potencjalnie zaangazowanych w odpowi edL na zarazQ

ogniow4. Rola tych ostatnich jest szeroko omawiana w dyskusji.

Dyskusja jest rozdzialembardzo dobrze uzupelniaj4cym wyniki. Zawiera refleksje o
niemalze kazdym aspekcie pracy. Od typowo technicznych jak np. metody identyfikacji
miRNA do pr6b interpretacji funkcji/roli jaka mogq pelni6 poszczeg6lne miRNA w badanym

materiale/procesach. Identyfikacj g czEsteczek miRNA specyficznych dla podkladek oraz

zaangahowanvch w odpowiedZ jabloni na zaka2enie bakteryjne przeprowadzono rc2nymi
metodami i brak jest wyraznego stwierdzenia dlaczego. Intryguj4ce otwarcie stanowiq analizy

nadreprezentacji termin6w ontologii gen6w dla prawdopodobnych transkrypt6w docelowych

identyfikowanych miRNA. Dla zdrowych drzew rosn4cych na r62nych podkladkach sugerujq

one, i2 w kategoriach ontologicznych takich jak proces, funkcja molekularna czy element

kom6rkowy dominuj4 wSr6d nich skladowe waane dla mechanizm6w obronnych

odpowiednio: odpowiedZ obronna, transportery ABC, proteasom. W jaki spos6b interpretuje

Pani te wyniki? Czy mo2na pokusii sig w tym przypadku o r6wnie zgrabn4hipotezg jak ta w

odniesieniu do roli wybranych czqsteczek miRNA w ksztaltowaniu odpomo6ci na zarMQ

o gn i o w4 o raz o dp o w ie dzi na zaka2eni e b akteryj ne ?

Wymienione tutaj drobne uchybienia nie wplywaj4 w istotny spos6b na moj4 oceng

pracy' Stanowi ona zwartq logicznq caloSi. Zarowno spos6b przygotowania, jak i zawarto$i

merytoryczna rozprawy pozwalaj4 s1dzic, 2e jej Autorka jest sprawnym badaczem

posiadaj4cym szerok4 i ugruntowan4 wiedzg o tym jak identyfikowa6 miRNA. Nie

pokusilbym sig o glEbsze wnioski biologiczne na podstawie uzyskanych wynik6w ale bez

w4tpienia stanowiq one istotny wklad w gromadzenie wiedzy o miRNA jabloni. tJwa1am, Le

praca spelnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, st4d wnoszg o dopuszczenie

Magister El2biety Kai do dalszych etap6w przewodu. J




