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RECITNZ.IA
rozprawy doktorskiei Pana mgr. Jakuba Kuczyflskiego

pt: "Identification and characterization of changes in soyhcan rniltNA biosynthesis in
response to low temperature stress".

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hatr. Tomasza Twardowskiego
oraz prof. ICHB PAN, dr hah. Agat.v Tyczewskiej.

Podstaw4 formaln4 niniejszej recenzjijest pismo Sekretarza Rady Naukor.ve.j inslytutn
Chemii Bioorganicznei PAN, Pani dr Joanny Banasiak. ',v kt6rym to zostalam poinfbrmowana.
2e w dniu 27 wrzelnia2023 r. Rada Nat*or,va IChl] PAN powolala nioj4 osobg na recenzenta
rozprawy doktorskiej pana mgr. .lakuba Kuczyriskiego pt. "ldcntificaticxr and characterization
of changes in soybean miRNA biosynthesis in re.sponse to lt-rr,v 1em1;erature stress". Prorn,rtorem
pracy jest prof. dr hab. 'fomasz 'l'r.vardowski" a prornotorern pomocniczym -iest dr hah. z\gata
Tyczewska. Przew6d doktorski pana n1gr. Jakurha Kuczyriskiego zostal otwarty w-clniu I I nraja
2017 r. w dziedzinie - nauki Scisle i przyrodnic,ze i dyscyplinie - nauki biologicene

OCENA FORMALNA

Na przedto2on4 do oceny rozprawg doktorska Parra mgr. .lakuba Kuczyriskiego, zat-vtulowan4:

,,ldentification and characterization ol'changes in soybean miRNA biosynthesis in rr-sponse to
low temperature stress", sklada sig jedna praca przegl4dowa i dwie prace oryginalne,
opublikowane w czasopismach naukorvyclr z listy filadelfiiskiej o laoznym wskazniku Inrpact
factor rownym 8,132:

l. Tyczewska A, Gracz J, Kuczyriski .1. 'l-rvarclowski 'l-. Deciphering the soybcan
molecular stress response via high-throughput approaches. Acta Biochimica Polonica,
2416, $$\631-643.

2. Kuczyfiski J, Twardowski J', Nar.vracala J. [iracz-Bernaciak J, 
.fyezewska 

A. Chilling
stress tolerance of tw-o soya bean cultivars: Phenotl,pic aud rnolt--cular responses.
Journal of Agronomy and Crop Science. 2020. 2{)6:759-772.

3. Kuczyrflski J, Gracz-Bernaciak .1"'l'wardo*'ski T'. Karlor,vski WM, 'lyczeu,ska A. Cold
stress-induced miRNA and degradome changes in ltlur so1'lrean varieties dilI'oring in
chilling resistance. Journal of Agr'.lrorn-v and {lrop Scien ce" 2A22. 208: 777 -794.



W pracy przegl4dowej opubli kowane.i rv .,\cta lliochimica Polonica l)oktorant.iest trzecint w
kolejnoSci autorem, a w dw6ch pracach oryginalnych opublikowanych w .lournal of Agronomy
and Crop Science jest pierwszym autorcnr. 7-, d<tlqcz,onych osw'iadczefi wsp6iautorow
powyZszych publikacj i, oraz z clar),'ch zamieszcz'nvch w rozdziale ALJI-I-IOR
CONTRIBUTIONS prac opublikowanych w Jounral ol'Agrononry and crop Science rvynika,
ze Doktorant bral udzial w prowadzen i u cloiw,i aclczen i anal izi e wyn i k6w eksperymentaln 1,ch,
odpowiedzialny byl teZ za opraaorvanie graficzne uzyskanych danych, przygotowanie
pierwotnych wersji manuskrypl6w i dalsze ic:h edytowarrie. Na tei podstawie moinn s4dzi6,
i2 wklad Pana mgr. Jakuba Kuczyriskiego rv prace stanolviqce podstan,g rozpralvy
doktorskiej jest znacz4cy.

rza
prowadzil. Zamieszczenie tej infolmac.ii dalobl. lepszy pogl4d zar6rvno na stopieri
zaangahowania Pana mgr. Jakuba l(uczyriskiego u.prowadzone badania. ale tak2e na zclobyte
w trakcie realizacji pracy doktorskiej r-uniejqtnoSci i zakres opanowan,vch metocl oraz technik
badawczyc,h.

aptocztrzechpowyzej wymienionych prac stanowi4cvch podstawg rozprawy doktorskiej,
Pan mgr Jakub Kuczyfrski przedstawil dodatkowq dokumentac.iE sporz qdzonE gt6wnie rv
jgzyku angielskim i zawierujEcq nastgpuiace clane:

- strona tytulowa

- 
podzigkowania

- lrodlo finansowania badan

- spis treSci

- lista publikacji wchodz4cych w sklad rozprawy doktorskiei

-- streszczenie w jgzyku polskim

- streszczenie w jEzyku angielskim

- wprowadzenie w tematykq badawcz4

- cele badari

- opis materiaiu roSlinnego u2ytego w badaniach

- krotki opis publikacji wchodzEcychw sklad rozprawy doktorskiej

- wnioski

- wykaz stosowanych skr6t6w

- 
spis literatury

- oSwiadczeniawsp6lautor6w w jgzyku polskim

- 
kopie publikacji wchodz4cych rv sklad rozpraw)i doktorskiej.

Na podstawie przedstawionej dokumentacji strvierdznm, iL prz-vjgta i zaprezentowana
forma dysertacji jest kompletna, uporz4dkowana i czytelna, a zatem spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim w my6l Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tptule w zakresie sztuki (Dz. U. 220A3
r. Nr 65, poz. 595 z p6f;n. zm.).

OCENA MERYTORYCZNA

Tematyka badawcza niniejsze.i pracy' doktorskiej clolycz-v zagadnieri zwta'zarrych z
wa1n4 ekonomicznie roSlin4 str4czkowej .iak4.iest so,ia lGl1,c:ine max (L..) Men'.1. Ta
charakteryzuj4ca sig wysokimi wartoSciami odzytvczylni roSIina. o cluzym potencjale
gospodarczym, rolniczym i Srodowiskowyrn. uirrarw'iana.iest gkiu.nie w'Ameryce P6lnocnej i
Poludniowej orazw Chinach. W Europie produt:entami soi sq przede wszystkim takie kr4je jak:
Francja, Wlochy, Rumunia, Chorwac.ia i tlkraina. Natorniast og6lny poziom produkcji soi w
Europie jest znacz4co niski z u,uvagi na niespm-v.iaj4ce lvz-rostolr,'i i plonowaniu te.i roSliny
warunki pogodowe i klimat. Dotychczasor,ve zabiegi badaczl'. hodor.vc6w i oslatecznie



rolnik6w nad popraw4 jakoSci plonowania i podniesienia pozionru uprawy soi w fiuropie s4
jednak niewystarczajEce, zwlaszcza w obliczu rrasil a.i4cych sig zmian pogodowych
klimatycznych, aw konsekwencji pojawiaj4cych sig stres6w biotycznvch abiertycznych
Jednym z takich czynnik6w stresowych. kt6re limitujE proclukcjg soi r,v Europie .iest stres
zwtEzany z niskimi temperaturami. Ten rvla(nie aspekt rvpl-vwu stresu chlodu na roSiiny soi stal
sig tlem rozwa1afi naukowych Pana mgr. Jakuba Kucz,r,iiskiego. W szczegolnoSci Doktorant
skoncentrowal sig na poznaniu roli rnaiych czqsteczek RNA (r-nicroRNA) w odpowiedzi roSlin
sol na wspominany czynnik stresu. Wiedzata nloze posluZyi do opracowania nowoczesnych
technologii uzyskiwania odmian soi tolerujqcych niskie temperatury i o podniesionych
parametrach plonowania. W konsekwenc.ii prorvadzone pruez. I)oktoranta badania mogE
przyczynii sig do wzrostu pozionru produkcji soi w lruropie i pokryci.azap<tftzebowania rynku
europejskiego na sojq i produktyjej pochodne.

Z kilku

ora'z

'z ral

ln
trend

la
badat'r zdo roli microltNA w

na chlodu i roSlin
uprawnej z udzialem microRNA.

Pan mgr Jakub Kuczyriski w ramach pracy doktorskiej zdefiniowal _ieden gl6wny cel
badawczy, kt6rym bylo okreSlenie zmian r,v biosyntczie miRNA u soi w odpowiedzi na stres
niskiej temperatury i zaplanowal trzy z,adania tradawcze: i) okreslenie rvplyrvu stresu chlodu na
fenotyp soi w warunkach polouych i laboratorvinych; ii) identyfikacja miRNA
zaangaiowanych w odpowied2 soi na stres chiodu; iii) identyfikacja gen6w docelowych dla
miRNA zaangahowanych w odpowiedZ soi na stres chtodu. Szkoda" jednak. 2e Doktorant nie
sforrnulowal hipotez), badawcze i .

poruszanei tematlice niniej szej publikacj il I) roszg o komentarz.

W publikacji nr 2 (Kuczyfrski J, Twardorvski 'l'. Narvracala .[. Gracz-Bemaciak .1,

Tyczew'ska A. Chilling stress tolerance of tr.vo so',,a bean cultirrars: Phenotypic and rrolecular
responses. Jourual of Agronomy and Crop Science, 2020" 20(t:759-772) matcrial roslinny do
badari stanowily dwie odmiany soi uprawnej (Augusta. i Fiskebi'V) odporne na stres niskich
temperatur. Celem pracy bylo por6wnanie pararnetrdw'l'enotypow5,ch (morfo-fizjologicznych
r zwi4zanych z plonowaniem roSlin) oraz wzorc6lv ekspresji rniRNA u obu odmian soi
poddanych stresowi chlodu, w 3 r6zr-rych l'azach rozwo.iu i wzrastaj4cych w u,arunkach

I

Stql tez tqUrat)rka badarvcza podjgta p12qZ_EA1Q

W publikacji nr 1 (Tyczewska A, (iracz J. Kuczvriski .1.'frvardor.vski T. Deciphering
the soybean molecular stress response via high-throughput approaches. Acta Biochimica
Polonica, 2016, $($: 631-643) Pan mgr .lakub Kuczyrlski przedstawil dotychczasowy stan
wiedzy w zakresie wykorzystania wysokoprzepuslou,ych technik stosowanych do analizy
molekularnych mechanizm6w odpowiedzi soi na stres hiotyczny i abiotyczll,v. Praca ta.iest
swego rcdzaju wstgpem teoretycznym do ternaty'ki ocenianej pracy doktorskiej i zawiera
przeglqd literatury w zakresie analiz transkr'-vplornicznych (mltNA i miRNA) oraz
proteomicznych wykorzystywanych do badania reakcji soi na stres suszr-, okresor.vego
zalewania, chlodu, zasolenia, niedoboru fosforu, atakle odpornoSci na choroby wywolywane
przez F. oxysporum,nicienie.czy SMV"- r*,,irusa lnozaiki soi. Praca.iest bardzo interesuj4ca,
szczeg6lowo i w spos6b wyczerpuj4cy przedstawia dotychczasowe osi4gnigcia w w/w
tematyce. Szkodajednak. ze Autorz),. wtf m tlottorant nie po
zwi4zan]rch z analizami metabolomicznyrni. kt6re r6_rvnie2 bazt{E na w}zsokoprzepustorvych
metodach spektrometrii mas. Warto r6u'nie2 miec na uwadze. izpracata zostala opublikowana
w 2016 roku i zawiera dane literaturowe z zakresu iat 1988 - 2016. W zwiqzku z niezwykl)rm
postEpem w pracach badawczych. a tak2e roz-w-ojem noi,vvch tgchnoloqii i metod analitycznych.
okres od 2016 do 2023 roku jest stosunkowo dlugi. Jak obecnie ksztaltuje sig lruieilza w



kontrolowanych oraz polowych. W prac-v wvkazano, ze stres chlodu ma rvplyrv na tvzrost i

rozw6j obydwu badanych odmian soi, pr.'zy cz1,m reakc.ia tych odmian byla nieco r62na -
odmiana Augusta wykazala og6lnie wyZszS'stopieti lolerancji na stres chlodu. Analiza profili
ekspresji wybranych miRNA (miR169, miR3t9, miR397. miR398) udokumentowala udzial
tych molekul w'odpowiedzi soi na stres niskich tenrperatur. a dodatkowa analiza ekspresji
gen6w docelowych wraz z analiz4 ekspres.ji niiRNr\ potwierdzila odmienn4 reakcjq: obu
odmian na stres niskich temperatur.
Pytania, uwagi i komentarze:
- proszq o wyjaSnienie dlaczego w niniejszej pracy zastosow'ano rvyl4cznie odmiany uznanc za
odporne na stres niskich temperatur i nie wprowadzono genotyp6u'rvra2liw.ych?
- jak moglyby ksztaltowa6 sig wyniki anarlizr'- profili ekspresji miRt.r-r\ i ich gen6rv docelorvych
u roSlin wzrastaj4cych w warunkach polowvclr. w stosunku do tych wzrastaj4cych rv l'itotronie
i poddanych kontrolowanemu stresowi niskich tcmperatur?
- czy podjgto pr6bg korelacji wynik6w z obserwacji t'enotypowych z danymi ekspresji miRNA?
- proszg o uzupelnienie ile powt6rzeir technicznych/biologicznych (liczba osobnik6w)
zastosowano w analizach morfo-frzjologicznych i moleknlarnych?; co stanorvilo pr6bg w
reakcj i ddPCR (liczba osobnik6w)?

W publikacji nr 3 (Kuczyriski J, Gracz-Bernaciak .1, l'wardor,vski "l', Karlowski WM,
'Iyczewska A. Cold stress-induced miRNA and degradome changes in fbur soybean i,,arieties
differing in chilling resistance. Journal o1'Agronorny and Crop Science"2022,208 177-794)
material roSlinny stanowily trzy odmiany soi uprarvnej or;rz genotyp dziki Gl.t'cine so.ia o
zrolnicowanej odpornoSci na stres chlodu. RoSliny wzrastal_v w warunkach kontrolowany'ch w
fitotronach i poddawano je stresowi chlodu w drvoch rdr2nych lazach wzrostu. W pracy tej
podjgto sig identyfikacji miRNA i ich gen6w docelowych zaangaaowanych w, reakcie soi na
stres clrlodu u 4 genotyp6w tych roSlin, zroZnic<>wanych pocl wzglgdem odpomoSci na niskie
temperatury. Przeprowadzono sekw'enc.ionovi,anie miRNA i sekwencjonou,anie degradomu, a

analizg ekspresji miRNA i gen6w docelow.vcl.r przeprowadzono metod4 ddPCIt oraz real-time
PCR. Badania doprowadzily do identyfikacji 762 znanych ju2 czqsteczek miRNA i 18 nou,ych
czqsteczekmiRNA, jako tych, kt6re potenc'ialnie mogtl bvczwiqz,ane z odpowiedzi4soi na stres
niskich temperatur. Analiza degradomu umo2liwila natomiast wykrycie potencjalnych gen6w
docelowych dla wyselekcjonowanych na podstawie analiz.v r62r-ricowei miRNA. Stwierdzono
na podstawie anahzy GO i adnotac.f i do bazy KLIGG. ze te docelorve gen)' zaangazowane s4 w
mechanizmy obronne/odpornoSciowe roSlin na stresy alliotyczne.
Pytania, uwagi i komentarze:
- jak w formie skali ksztaltuje sig odpornoSd badanych genotyp6w na stres chlodu'l
- czy badane genotypy na podstawie analiz. morlb-ilzjologicznych mozna okreSlic.iako odporne
lub wra2liwe na stres niskich temperatur'/
- dlaczego do analizy ekspresji gen6w docelowych rtie zastosolvano analizS' ddPCR, a real-time
PCR?
- czy warunki uprawy roSlin w fitotronach tryty' calkor,vicic stcrylne?;.i;rk przygotowano glebg

do uprawy?
- czy zidentyfikowane miRNA i ich geny docelorve znane s4 jako te z,aangalowane w inne
reakcje obronne/odpornoSciowe roSlin. np. lra stresy biotyczne?; .ieSli tak, to proszq podad

przyktady.
- jak wykorzystalby Pan zdobyt4 wiedze do opract.rwauia norv5,cli genotyp6w soi odpornych na

stres niskich temperatur?
- jak mo2na by wykorzystac zdobyt4 r,viedzE do ochrony upraw obecnych odmian soi przed
stresem chlodu?

Pan mgr Jakub Kuczyflski na porlstawie przeprorvadzonych badafi sfonnulorval trz5,

u,nioski. Jako najwa2nieisze w moiej opinii sq nastqpuiqce stwierdzeni4:
1. Stres chlodu mial wplyw na wzrost i rozw6.i odmian soi Augusta i Fiskeby V, przy czym
odmiana Augusta charakteryzowala sig lepszymi parametrami plonorvania niz odmiana

I

I



!
Fiskeby V, co moZe mie(, zwiEzek z odrniemr4 reakcjq badany.'ch genotyp6w na stres chlodu na
poziomie molekularnym.
2. Analizaprofili ekspresji miRNA i gen6w clocelowych wykazala. 2e millNA s4 kluczorwmi
regulatorami reakcji soi na stres zwiqzany z niskq tenrperatur4.
3. Analizapotencjalnych gen6w docelowych dla zidentyfrkowanych miRNA o zr6znicowanei
ekspresji wykazala,2e wiele ztych gen6w jest porvi4zanych z mechanizmami reakcii roSlin na

stres abiotyczny, takimi iak usuwanie reaktywnych lbnn tlenu. biosynteza flar,vonoid6w i
regulacj a potencj alu osmotyczne go.

PODSUMOWANIE
Przedstawion4 do recenz,ii pracq doktorskel oc.enian-r bardzo wysoko i uwa2am. 2e jest

ona w'artoSciowym opracowaniem naukowy'm, w!ogzqc)'m nolve. istotne odkrycia poz-rvalaj4ce

lepiej poznac rolg miRNA w odpowiedzi roSlin soi na niskie temperatury. OryginalnoSc
ninieiszej pracy zawiera siE w zidentylikowaniu i potwierdzeniu udzialu miRNA w regulacje
gen6u, zaangahowanych w reakc.ie odpornoSciorve soi na stres chlodu. Niezwykle istotnym
aspektem tej pracy jest uzyskanie wiedzy. kt6ra nro2e byi rvykorzystana w opracowaniu
nowych technik zar6wno umo2liwiaj4cych r.v-vprorvadzenie odpornych odnrian soi,.iak r6tvniez
innowacyjnych podejSi ochrony upraw soi przed niekorzystrrymi czynnikarni Srodowiskow'-vmi
z wykorzystaniem miRNA. W zwiqzku zp<lwyZszym, opr6cz istotnego wkladu w obecny stan

wiedzy na temat mechanizm6w-epigenetLcznych zaangazowan)rclt w reakcje roSlin uprawnych.
w tym soi, na stres wvniki ninieiszei Dracy doktorskiei a wa2ne T.naczeme

praktlzczne. gltiwnie dla rolnictwa.

Stwierdzam zatem,, te przedstawiona do rccenzji rozprawa doktorska spclnia
warunki okreSlone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i t-vtule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003, nr 65 poz. 595, ze zm.)

oraz w Rozporz4dzeniu Ministra Nauki i Szkolnictw'a lVyiszego z dnia 19 stycznia 2018

r. w'sprawie szczegrilowego trybu i rvarunk6rv przcprowadzania czynnoSci w przervodzie
doktorskim, w postgpowaniu hatrititacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu
profesora (Dz.U. 2018 poz. 261\ i wnioskujg do Rady Naukorvej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr. Jakuba Kuczyriskiego do dalszych etap6w
przewodu doktorskiego.

.!"
Poznari, dnia 5 grudnia 2023 r hah. Lidia (]R PAN
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