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MikroRNA (miRNA) to male niekodujgce RNA, petnigce kluczowa rolg w regulacji ekspresji
gendéw kodujacych mRNA, a takze w mechanizmie interferencji RNA, polegajagcym na
hamowaniu translacji lub indukcji degradacji docelowych mRNA, zawierajacych sekwencje
komplementarne do miRNA. Regulacja ekspresji genow za posrednictwem miRNA jest
zjawiskiem powszechnym u roslin i zwierzat, a odkrycie i ustalenie roli zaangazowanych w
ten proces bialek uhonorowano w 2006 roku nagroda Nobla. Zmiany ilosciowe mRNA
genow wywotlane dziataniem miRNA zalezg od m.in. stanu komérki i odzwierciedlajg
dynamike jej odpowiedzi na np. czynniki stresowe. Rozprawa doktorska Pani Magister
Elzbiety Kai poswigcona zostata opisowi czasteczek miRNA zidentyfikowanych u jabtoni
odmiany ,,Gala”, ze szczegélnym uwzglednieniem miRNA warunkujacych rézne fenotypy
jabtoni w zaleznosci od zastosowanej podkiadki. W sadownictwie przeszczepianie jabloni na
rosliny okreslane mianem podkladek, jest sposobem na zmiang/polepszenie cech
fenotypowych. Rodzaj podktadki ma wptyw na wiele cech rosliny przeszczepianej (zrazu)
m.in. pokroj, wigor, wielkos¢ plonu oraz odpornos¢ na stresy zaréwno bio- jak 1 abiotyczne.
Mechanizmy lezace u podstaw regulacji cech fenotypowych zrazu przez podkiadke nie sg do
kofica poznane, wiadomo jednak, ze rodzaj podktadki wptywa na profil transkryptéw w
pedach zrazu. W swietle odkry¢ dtugodystansowego transportu czasteczek takich jak miRNA
w rodlinie, mozna postawi¢ hipotezg, ze to one wlasnie przemieszczajac si¢ miedzy podktadka
a zrazem modulujg ekspresj¢ gendow. W rozprawie uwage zwrécono takze na miRNA
warunkujgce odpornos¢ jabloni na zaraze ogniowa i potencjalnie biorgcych udziat w
odpowiedzi na infekcje bakterii Erwinia amylovora.  Identyfikacje tychze miRNA oparto
glownie na metodach glebokiego sekwencjonowania i analizach bioinformatycznych.
Poziomy ekspresji wybranych miRNA weryfikowano przy uzyciu metod eksperymentalnych.

Przeprowadzone badania znacznie poszerzyly katalog znanych dla jabloni czgsteczek



miRNA. W calym projekcie przewidzianych zostalo 427 prekursoréw oraz 378 unikatowych
dojrzatych czgsteczek miRNA, z czego az 323 to czasteczki wezesniej nieznane.
Ocena formalna rozprawy

Formalna strona pracy nie budzi zastrzezen. Rozprawa skonstruowana zostata w
sposob tradycyjny. Otwierajg jg streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Oba teksty w
sposob zwarty i rzeczowy opisujg zalozenia, sposob realizacji oraz znaczenie badan. Wstep
selektywnie wprowadza czytelnika w zagadnienie definiujac podstawowe pojecia, takie jak
biogeneza i funkcja czasteczek mikroRNA, metody ich identyfikacji oraz obecny stan wiedzy
o miRNA u jabloni. Autorka poswigca w nim uwage znaczeniu uprawy jabloni w Polsce,
opisuje rolg i zasadno$¢ szczepien tego drzewa oraz problem zarazy ogniowej, bakteryjnej
choroby odpowiedzialnej za szkody w sadownictwie. Ta cze$¢ tekstu uzupelniona jest
pogladowymi rysunkami (str. 11 i 17). Nastepny rozdzial to precyzyjnie zdefiniowany (13
linii), jak na ztozonos$¢ zjawiska jakim jest identyfikacja miRNA, cel pracy. Kolejne sekcje to:
Materialty i Metody, Wyniki, Dyskusja oraz Wnioski koncowe. Rozprawe zamykaja
Suplement z informacja o prekursorach zidentyfikowanych miRNA, Spis rysunkoéw, Spis
tabel oraz Spis literatury. Do pracy nie dotagczono materialtow w wersji elektroniczne;j.
Swoistym dopelnieniem rozprawy w wersji elektronicznej jest ogélnodostgpna baza danych

http://lemur.amu.edu.pl/share/apple miRNAs/.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca napisana jest zwiezle z zachowaniem wiasciwych proporcji pomigdzy
poszczegdlnymi rozdziatami. Dostrzeglem w pracy pewna liczbe blgdow stylistycznych i
edytorskich (np. linia 29 str. 16, linia 24 str. 30, linia 28/1 str. 31/32). Autorka czasem dos¢
swobodnie/niepotrzebnie rozwija w tekscie angielskie skroty np. linia 12 str. 27 (godziny po
nacieciu?) , linia 2 str. 34 (PCR), linia 14 str. 30 (tzw. CDS), linia 17 str. 36 (losowe startery).
Niekiedy brak jest polskich okreslen/opisu/rozwiniecia np. linia 11 str. 30. Niepotrzebne sa
takze zargonowe sformutowania oraz angielskie zapozyczenia np. ,,reakcja DNazowania™ str.
32, czy ,,zadnotowano” str. 18 oraz ,,program zwracat tylko transkrypty docelowe” str. 30.
Jako$¢ rysunkow (Rys. 16, Rys. 17 str. 67) moglta by by¢ lepsza (Co oznaczaja kreskowania
na stupkach? Brak informacji o tym w legendzie.). Calo$¢ rozprawy to 105 stron tekstu, 20
rysunkow, 17 tabel, 212 cytowane publikacje.
Ocena merytoryczna rozprawy

W pracy doktorskiej mgr Elzbiety Kai wyodrebni¢ mozna sze$¢ zasadniczych czesci.
Pierwszg z nich jest Wstep, ktory Autorka rozpoczyna od wprowadzenia pojecia czasteczek

miRNA i ich biogenezy oraz funkcji. Zasadnie zestawiono w formie poréwnania réznice
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migdzy roslinnymi a zwierzecymi miRNA. Uwypuklono odmiennosci zaréwno od strony
strukturalnej jak i procesu biogenezy. Ten ostatni dobrze dla czytelnika ilustruje rysunek 1.
W tekscie Autorka przytacza takze szereg przyktadow proceséw regulowanych przez
zidentyfikowane roslinne czasteczki miRNA (m.in. rozwoj organéw, odpowiedz na stres itp.).

W ogblnej natury Wstepie (zasadniczo dedykowanemu gléwnie miRNA) troche zbyt
duzymi, specjalistycznymi skrétami nazewnictwa matych niekodujacych czasteczek RNA
(sRNA) sg okreslenia: typu, siRNA, ta-siRNA, ml-siRNA oraz miRNA* . Wprowadzenie ich
wszystkich razem, praktycznie w jednym zdaniu (linia 28/29 str. 13), bez stowa komentarza
moze budzi¢ zaktopotanie. W podrozdziale poswigconym metodom identyfikacji czasteczek
miRNA praktycznym bylo by wyrozni¢/zestawi¢ ze sobg te eksperymentalne, stuzace
identyfikacji nowych miRNA np. klonowanie razem z sekwencjonowaniem nowej generacji
oraz te stuzace do $ledzenia obecnosci/zmian poziomu ekspresji juz znanych miRNA np.
tancuchowy reakcje polimerazy z analiza przyrostu produktu w czasie rzeczywistym (ang.
RT-PCR) razem z metodami hybrydyzacji. W tekscie metody te, nie wiedzie¢ czemu, sg
wymieszane. W opisie metod identyfikacji, do$¢ szczegdtowym w odniesieniu do strony
eksperymentalnej, ubogo wypadaja metody in silico. Brak informacji jak in silico mozna
poszukiwaé/identyfikowa¢  potencjalne miRNA. W kolejnych podrozdziatach Wstepu
Autorka rzeczowo odnosi si¢ do obecnego stanu wiedzy o miRNA u jabtoni, pozycjonuje
Polske jako producenta jablek na $wiecie oraz przybliza czytelnikowi znaczenie zakazen
Erwinia amylovora w sadownictwie.

W rozdziale Cel pracy Autorka definiuje obszar swoich zainteresowan jako podjecie
proby kompleksowe; identyfikacji miRNA u jabloni odmiany ,,Gala” i okreslenie zaleznych
od podktadki réznic w ich ckspresji, ze szczegdlnym uwzglednieniem miRNA
zaangazowanych w ksztattowanie odpornosci na zarazg ogniows. Identyfikacja ta podzielona
jest na dwa etapy, ktore roznicujg miRNA odpowiednio w zaleznosci od rodzaju podktadki
lub zakazenia drzew bakteria Erwinia amylovora.

Kolejng czes¢ rozprawy stanowi opis Materiatow i Metod wykorzystanych podczas
realizacji prezentowanych badan. Ten fragment pracy to 12 stron. W duzej mierze specyfika
badan (np. analizy sekwencjonowania RNA nowej generacjl) wymusza stosowanie
dedykowanych rozwiazan bioinformatycznych. Ich opis jest bardzo skrétowy co wynika, by¢
moze, z komercyjnego charakteru stosowanego oprogramowania. Autorski wklad w analizy
bioinformatyczne wystepuje w postaci skryptu zamieszczonego jako rysunek 3. W opisie
metod eksperymentalnych czasem dogc specyficznie rozmieszczono pewne informacje.

Powoduje to konsternacje w interpretacji np. rysunku 4 (str. 35). Przedstawia on przyktadowe

3



produkty fancuchowej reakcji polimerazy, jednak z opisu w tekscie oraz legendy w tej czedci
pracy nie wynika np. skad taka a nie inna liczba prob. To znajduje swoje wyjasnienie dopiero
w sekeji Wyniki (str. 39 linia 23), w ktérej znajduje sie notabene wyodrebniony podrozdziat
(4.1.1) zatytulowany Material biologiczny (str. 39). Ten podrozdziat razem z podrozdziatem
w paragrafie 4.2.1 winny moim zdaniem znalez¢ si¢ w sekcji Materiaty i Metody.
Tradycyjnie, gtéwny trzon pracy stanowig rozdziaty, w ktorych przedstawione i
omowione zostaty wyniki badan. Te ostatnie podzielono na dwie wyrazne grupy dedykowane
identyfikacji: (i) mikroRNA u zdrowych jabtoni utworzonych na réznych podktadkach oraz
(i) mikroRNA powigzanych z odpowiedzig na infekcj¢ Erwinia amylovora. W
prowadzonych badaniach istotne okazaly si¢ eksperymenty/analizy bioinformatyczne
optymalizujace  wybor/identyfikacje miRNA z otrzymanych  bibliotek poddanych
sekwencjonowaniu. Identyfikacje czasteczek miRNA specyficznych dla podkfadek zdrowych
jabtoni przeprowadzono w oparciu o jasno przedstawiony analityczny schemat postepowania i
na podstawie ogélnie przyjetych kryteriow definiujgcych roslinne miRNA. Rezultatem Jest
m.in. poznanie 252 prekursorow miRNA, z czego wigkszo$¢ (138) stanowiag czasteczki
specyficzne dla jabloni, a wsérdd nich az 78 nowych. Glgbokie sekwencjonowanie pozwolito
na znalezienie takze nielicznych miRNA roznicujacych podkladki. Obecnosé dojrzatych
miRNA powstajacych z prekursorow potwierdzano metodg tancuchowej reakcji polimerazy
badZz poszukujac znacznikéw sekwencji ulegajacych ekspresji (tzw. sekwencji EST ang.
Expressed Sequence Tags). Wydajnosé tych metod jest jednak znikoma. Budzi to bardziej
ogolne pytanie o niski poziom ekspresji  gatunkowo specyficznych miRNA. Czym
uwarunkowany moze by¢ ten fenomen? Poréwnujac  ze soba dwie metody badan poziomu
ekspresji miRNA zaproponowane w pracy chciatbym zapyta¢ takze czy poza miR227N
podjeto prébe identyfikacji tancuchowsg reakeja polimerazy z analizg przyrostu produktu w
czasie rzeczywistym wykorzystujacg startery typu spinki (ang. stem-loop RT-PCR)
transkryptow dla  miR260N, miR285N, miR132M oraz miR200N (zidentyfikowanych
wezesniej metodg klasycznej tancuchowej reakeji polimerazy)? Jegli nie, to dlaczego?
Trudne w interpretacji jest zestawienie przyktadowych wynikow glebokiego
sekwencjonowania i tancuchowej reakcji polimerazy z analizg przyrostu produktu w czasie
rzeczywistym na rysunku 11. Brak na nim wartosci zalozonego poziomu istotnosci
statystycznej na przedstawionych wykresach, a odchylenia standardowe s3 tylko dla prob z
glebokiego sekwencjonowania. Zastanawiam si¢ czy testu Anova dla danej grupy préb nie
mozna by wesprze¢ testem Tukeya (Rozsadnej Istotnej Roznicy), ktory pokazatby réznice

pomigdzy poszczegdlnymi podktadkami.



Bardzo ciekawe s3 wyniki dedykowane identyfikacji miRNA powigzanych z
odpowiedzig jabloni na infekcje  bakteria  Erwinia amylovora. Inne podejicie
bioinformatyczne w przypadku materialu infekowanego skutkuje poznaniem az 330 loci
miRNA (233 nowych). Podobnie jak dla miRNA u zdrowych jabloni tylko dla nielicznych ze
zidentyfikowanych (9) potwierdzono ekspresje metoda lancuchowej reakcji polimerazy.
Poréwnanie prob inokulowanych z kontrolnymi oraz migdzy réznymi podktadkami pozwolito
wyodrebni¢ szereg (20) miRNA potencjalnie zaangazowanych w odpowiedZ na zaraze
ogniowa. Rola tych ostatnich jest szeroko omawiana w dyskus;ji.

Dyskusja jest rozdziatem bardzo dobrze uzupetniajgcym wyniki. Zawiera refleksje o
niemalze kazdym aspekcie pracy. Od typowo technicznych jak np. metody identyfikacji
miRNA do préb interpretacji funkcji/roli jaka moga petni¢ poszczegdlne miRNA w badanym
materiale/procesach. Identyfikacje czasteczek miRNA specyficznych dla podkfadek oraz
zaangazowanych w odpowiedZ jabtoni na zakazenie bakteryjne przeprowadzono réznymi
metodami i brak jest wyraznego stwierdzenia dlaczego. Intrygujace otwarcie stanowia analizy
nadreprezentacji terminéw ontologii genéw dla prawdopodobnych transkryptow docelowych
identyfikowanych miRNA. Dla zdrowych drzew rosngcych na r6znych podktadkach sugeruja
one, iz w kategoriach ontologicznych takich jak proces, funkcja molekularna czy element
komérkowy dominuja wséréd nich skladowe wazne dla mechanizméw obronnych
odpowiednio: odpowiedz obronna, transportery ABC, proteasom. W jaki sposoéb interpretuje
Pani te wyniki? Czy mozna pokusi¢ si¢ w tym przypadku o réwnie zgrabna hipoteze jak ta w
odniesieniu do roli wybranych czasteczek miRNA w ksztaltowaniu odpornosci na zaraze
ogniowg oraz odpowiedzi na zakazenie bakteryjne?

Wymienione tutaj drobne uchybienia nie wptywajg w istotny sposéb na moja oceng
pracy. Stanowi ona zwartg logiczna calosé. Zaréwno sposob przygotowania, jak i zawartosé
merytoryczna rozprawy pozwalajg sadzié, ze jej Autorka jest sprawnym badaczem
posiadajacym szeroka i ugruntowang wiedze o tym jak identyfikowaé miRNA. Nie
pokusitbym si¢ o glebsze wnioski biologiczne na podstawie uzyskanych wynikow ale bez
watpienia stanowig one istotny wklad w gromadzenie wiedzy o miRNA jabloni. Uwazam, ze
praca spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, stad wnosze o dopuszczenie

Magister Elzbiety Kai do dalszych etapéw przewodu.





