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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr. Jakuba Kuczynskiego
pt: "Identification and characterization of changes in soybean miRNA biosynthesis in
response to low temperature stress",
wykonanej pod kierunkiem pref. dr hab. Tomasza Twardowskiego
oraz prof. ICHB PAN, dr hab. Agaty Tyczewskiej.

Podstawg formalna niniejszej recenzji jest pismo Sekretarza Rady Naukowej Instvtutu
Chemii Bioorganicznej PAN, Pani dr Joanny Banasiak, w ktorym to zostatam poinformowana,
ze w dniu 27 wrzesnia 2023 r. Rada Naukowa IChB PAN powolala moja osobe na recenzenta
rozprawy doktorskiej pana mgr. Jakuba Kuczyniskiego pt. "Identification and characterization
of changes in soybean miRNA biosynthesis in response to low temperature stress". Promotorem
pracy jest prof. dr hab. Tomasz Twardowski, a promotorem pomocniczym jest dr hab. Agata
Tyczewska. Przewod doktorski pana mgr. Jakuba Kuczynskiego zostal otwarty w dniu 11 maja
2017 r. w dziedzinie - nauki $ciste 1 przyrodnicze i dyscyplinie - nauki biologiczne

OCENA FORMALNA

Na przedlozona do oceny rozprawe doktorskg Pana mgr. Jakuba Kuczynskiego, zatytulowang:
,Identification and characterization of changes in soybean miRNA biosynthesis in response to
low temperature stress”, sklada si¢ jedma praca przegigdowa i dwie prace oryginalne,
opublikowane w czasopismach naukowych 7 listy filadelfijskiej o fgcznym wskazniku Impact
factor rownym 8,132:

1. Tyczewska A, Gracz J, Kuczynski J, Twardowski T. Deciphering the soybean
molecular stress response via high-throughput approaches. Acta Biochimica Polonica,
2016, 63(4): 631-643.

2. Kueczynski J, Twardowski T, Nawracala J, Gracz-Bernaciak J, Tyczewska A. Chilling
stress tolerance of two soya bean cultivars: Phenotypic and molecular responses.
Journal of Agronomy and Crop Science, 2020. 206: 759-772.

3. Kuczynski J, Gracz-Bernaciak J, Twardowski T, Kartowski WM, Tyczewska A. Cold
stress-induced miRNA and degradome changes in four soybean varieties differing in
chilling resistance. Journal of Agronomy and Crop Science, 2022, 208: 777-794.



W pracy przegladowej opublikowanej w Acta Biochimica Polonica Doktorant jest trzecim w
kolejnosci autorem, a w dwoch pracach oryginalnych opublikowanych w Journal of Agronomy
and Crop Science jest pierwszym autorem. 7 dotaczonych oswiadczen wspélautorow
powyzszych publikacji, oraz z danych zamieszezonych w  rozdziale AUTHOR
CONTRIBUTIONS prac opublikowanych w Journal of Agronomy and Crop Science wynika,
ze Doktorant brat udzial w prowadzeniu doswiadczen i analizie wynikow eksperymentalnych,
odpowiedzialny byt tez za opracowanie graficzne uzyskanych danych, przygotowanie
pierwotnych wersji manuskryptéw i dalsze ich edytowanie. Na tej podstawie mozna sgdzié,
iz wklad Pana mgr. Jakuba Kuczynskiego w prace stanowigce podstawe rozprawy
doktorskiej jest znaczacy. Szkoda jednak. iz Doktorant nie wskazal szczegodtowo. ktore z
doswiadczen realizowal oraz jakie analizy i za pomoca jakich technik. czv podejs¢ badawczvch
prowadzil. Zamieszczenie tej informacji daloby lepszy poglad zaréwno na stopien
zaangazowania Pana mgr. Jakuba Kuczynskiego w prowadzone badania, ale takze na zdobyte
w trakcie realizacji pracy doktorskiej umiejetnosci i zakres opanowanych metod oraz technik
badawczych.

Oprocz trzech powyzej wymienionych prac stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej,
Pan mgr Jakub Kuczynski przedstawil dodatkowa dokumentacje sporzadzona gléwnie w
jezyku angielskim i zawierajgca nastepujace dane:

— strona tytulowa

— podzigkowania

— zrodlo finansowania badan

— spis tresci

— lista publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskie;

— streszczenie w jezyku polskim

— streszczenie w jezyku angielskim

— wprowadzenie w tematyke badawczy

— cele badan

— opis materiatu roslinnego uzytego w badaniach

— krotki opis publikacji wehodzacych w sklad rozprawy doktorskiej

— whnioski

— wykaz stosowanych skrotow

— spis literatury

— oswiadczenia wspotautorow w jezyku polskim

— kopie publikacji wehodzgeych w sklad rozprawy doktorskiej.

Na podstawie przedstawionej dokumentacji stwierdzam, iz przyje¢ta i zaprezentowana
forma dysertacji jest kompletna, uporzgdkowana i czytelna, a zatem spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim w mys$l Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003
r. Nr 65, poz. 595 z pézn. zm.).

OCENA MERYTORYCZNA

Tematyka badawcza niniejszej pracy doktorskiej dotyczy zagadnien zwigzanych z
wazng ekonomicznie rosling strgczkowej jaka jest soja [Glycine max (L.) Merr.]. Ta
charakteryzujaca si¢ wysokimi wartosciami odzywczymi roslina, o duzym potencjale
gospodarczym, rolniczym i srodowiskowym, uprawiana jest glownie w Ameryce Polnocnej i
Potudniowej oraz w Chinach. W Europie producentami soi sg przede wszystkim takie kraje jak:
Francja, Wlochy, Rumunia, Chorwacja i Ukraina. Natomiast ogolny poziom produkcji soi w
Europie jest znaczaco niski z uwagi na niesprzyjajace wzrostowi i plonowaniu tej rosliny
warunki pogodowe i1 klimat. Dotychczasowe zabiegi badaczy, hodowcow i ostatecznie



rolnik6w nad poprawg jakosci plonowania i podniesienia poziomu uprawy soi w Europie sa
Jednak niewystarczajace, zwlaszcza w obliczu nasilajgcych si¢ zmian pogodowych i
klimatycznych, a w konsekwencji pojawiajacych si¢ stresow biotycznych i abiotycznych.
Jednym z takich czynnikow stresowych, ktore limitujg produkcje soi w Europie jest stres
zwigzany z niskimi temperaturami. Ten wiasnie aspekt wplywu stresu chtodu na roéliny soi stat
si¢ them rozwazan naukowych Pana mgr. Jakuba Kuczynskiego. W szczegolnosei Doktorant
skoncentrowat si¢ na poznaniu roli malych czasteczek RNA (microRNA) w odpowiedzi roélin
soi na wspominany czynnik stresu. Wiedza ta moze postuzy¢ do opracowania nowoczesnych
technologii uzyskiwania odmian soi tolerujacych niskie temperatury 1 o podniesionych
parametrach plonowania. W konsekwencji prowadzone przez Doktoranta badania moga
przyczyni¢ si¢ do wzrostu poziomu produkcji soi w Europie i pokrycia zapotrzebowania rynku
europejskiego na soje i produkty jej pochodne. Stad tez tematyka badawcza podieta przez Pana
mgr. Jakuba Kuczyniskiego w ramach pracy doktorskiej jest w mojej ocenie niezwykle aktualna
i wazna z perspektywy kilku dziedzin zycia, stownie tych zwiazanych z rolnictwem i
bezpieczenstwem zywnosciowym. albowiem wpisuje sie w europejskie 1 Swiatowe trendy
nowoczesnego rolnictwa oraz_strategie zarzadzania uprawami. Podstawa innowacvinosci
prezentowanych badan jest natomiast zdobycie wiedzy na temat roli microRNA w odpowiedzi
soi na warunki stresu chtodu i poznanie mechanizmow reakeii odpornosciowych tej rosliny
uprawnej z udziatem microRNA.

Pan mgr Jakub Kuczynski w ramach pracy doktorskiej zdefiniowat jeden gtowny cel
badawczy, ktérym bylo okreslenic zmian w biosyntezie miRNA u soi w odpowiedzi na stres
niskiej temperatury i zaplanowal trzy zadania badawcze: i) okreslenic wplywu stresu chlodu na
fenotyp soi w warunkach polowych i laboratoryjnych; ii) identyfikacja miRNA
zaangazowanych w odpowiedz soi na stres chlodu; iii) identyfikacja genéw docelowych dla
miRNA zaangazowanych w odpowiedZ soi na stres chtodu. Szkoda. jednak. ze Doktorant nie
sformutowat hipotezy badawczej.

W publikacji nr 1 (Tyczewska A, Gracz J. Kuczynski J. Twardowski T. Deciphering
the soybean molecular stress response via high-throughput approaches. Acta Biochimica
Polonica, 2016, 63(4): 631-643) Pan mgr Jakub Kuczynski przedstawil dotychczasowy stan
wiedzy w zakresie wykorzystania wysokoprzepustowych technik stosowanych do analizy
molekularnych mechanizméw odpowiedzi soi na stres biotyczny i abiotyczny. Praca ta jest
swego rodzaju wstepem teoretycznym do tematyki ocenianej pracy doktorskiej i zawiera
przeglad literatury w zakresie analiz (ranskryptomicznych (mRNA i miRNA) oraz
proteomicznych wykorzystywanych do badania reakcji soi na stres suszy, okresowego
zalewania, chlodu, zasolenia, niedoboru fosforu, a takze odpornosci na choroby wywolywane
przez F. oxysporum, nicienie, czy SMV -~ wirusa mozaiki soi. Praca jest bardzo interesujaca,
szczegblowo 1 w sposob wyczerpujacy przedstawia dotychczasowe osiagniecia w w/w
tematyce. Szkoda jednak, ze Autorzy, w tym Doktorant nie pokusili sie 0 omowienie zagadnien
zwigzanych z analizami metabolomicznymi. ktore rOwniez bazuja na wysokoprzepustowych
metodach spekirometrii mas. Warto rowniez mie¢ na uwadze, iz praca ta zostala opublikowana
w 2016 roku i zawiera dane literaturowe z zakresu lat 1988 — 2016. W zwigzku z niezwyklym
postepem w pracach badawczych, a takze rozwojem nowych technologii i metod analitycznvch,
okres od 2016 do 2023 roku jest stosunkowo diugi. Jak obecnie ksztaltuje sie wiedza w
poruszanej tematyce niniejszej publikacji? Prosz¢ o komentarz.

W publikacji nr 2 (Kuczynski J, Twardowski T, Nawracata J, Gracz-Bernaciak J,
Tyczewska A. Chilling stress tolerance of two soya bean cultivars: Phenotypic and molecular
responses. Journal of Agronomy and Crop Science, 2020, 206: 759-772) materiat roslinny do
badan stanowily dwie odmiany soi uprawnej (Augusta, i Fiskeby V) odporne na stres niskich
temperatur. Celem pracy bylo porownanie parametrow fenotypowych (morfo-fizjologicznych
1 zwigzanych z plonowaniem roslin) oraz wzorcow ekspresji miRNA u obu odmian soi
poddanych stresowi chtodu, w 3 roznych fazach rozwoju i1 wzrastajacych w warunkach



kontrolowanych oraz polowych. W pracy wykazano, 7e stres chtodu ma wplyw na wzrost i
rozwdj obydwu badanych odmian soi, przy czym reakcja tych odmian byla nieco rézna —
odmiana Augusta wykazata ogdlniec wyzszy stopien tolerancji na stres chlodu. Analiza profili
ekspresji wybranych miRNA (miR169, miR319, miR397, miR398) udokumentowata udziat
tych molekut w odpowiedzi soi na stres niskich temperatur, a dodatkowa analiza ckspresji
gendw docelowych wraz z analiza ekspresji miRNA potwierdzila odmienng reakcje obu
odmian na stres niskich temperatur.

Pytania, uwagi i komentarze:

- prosz¢ o wyjasnienie dlaczego w niniejszej pracy zastosowano wylacznie odmiany uznane za
odporne na stres niskich temperatur i nie wprowadzono genotypow wrazliwych?

- jak moglyby ksztattowac si¢ wyniki analizy profili ekspresji miRNA i ich genow docelowych
u roslin wzrastajacych w warunkach polowych. w stosunku do tych wzrastajgcych w fitotronie
1 poddanych kontrolowanemu stresowi niskich temperatur?

- czy podjeto probe korelacji wynikow z obserwacji fenotypowych z danymi ekspresji miRNA?
- prosz¢ o uzupehlienie ile powtdrzen technicznych/biologicznych (liczba osobnikow)
zastosowano w analizach morfo-fizjologicznych i molekularnych?; co stanowilo probe w
reakcji ddPCR (liczba osobnikdw)?

W publikacji nr 3 (Kuczynski J, Gracz-Bernaciak J, Twardowski T, Kartowski WM,
Tyczewska A. Cold stress-induced miRNA and degradome changes in four soybean varieties
differing in chilling resistance. Journal of Agronomy and Crop Science, 2022, 208: 777-794)
material roslinny stanowity trzy odmiany soi uprawnej oraz genotyp dziki Glycine soja o
zroznicowanej odpornosci na stres chtodu. Rosliny wzrastaly w warunkach kontrolowanych w
fitotronach i poddawano je stresowi chtodu w dwoch réznych fazach wzrostu. W pracy tej
podjeto si¢ identyfikacji miRNA i ich genow docelowych zaangazowanych w reakcje soi na
stres chlodu u 4 genotypow tych roslin, zroznicowanych pod wzgledem odpornosci na niskie
temperatury. Przeprowadzono sekwencjonowanie miRNA i sekwencjonowanie degradomu, a
analize ekspresji miRNA i genéw docelowych przeprowadzono metoda ddPCR oraz real-time
PCR. Badania doprowadzity do identyfikacji 162 znanych juz czgsteczek miRNA i 18 nowych
czasteczek miRNA, jako tych, ktore potencjalnie mogg by¢ zwigzane z odpowiedzig soi na stres
niskich temperatur. Analiza degradomu umozliwita natomiast wykrycie potencjalnych genoéw
docelowych dla wyselekcjonowanych na podstawie analizy roznicowej miRNA. Stwierdzono
na podstawie analizy GO i adnotacji do bazy KEGG, ze te docelowe geny zaangazowane sg w
mechanizmy obronne/odpornosciowe roslin na stresy abiotyczne.

Pytania, uwagi i komentarze:

- jak w formie skali ksztattuje si¢ odpornos$¢ badanych genotypoéw na stres chtodu?

- czy badane genotypy na podstawie analiz morfo-fizjologicznych mozna okresli¢ jako odporne
lub wrazliwe na stres niskich temperatur?

- dlaczego do analizy ekspresji genow docelowych nie zastosowano analizy ddPCR, a real-time
PCR?

- czy warunki uprawy roslin w fitotronach byty calkowicie sterylne?; jak przygotowano glebe
do uprawy?

- czy zidentyfikowane miRNA i ich geny docelowe znane sa jako te zaangazowane w inne
reakcje obronne/odpornosciowe roslin, np. na stresy biotyczne?; jesli tak, to prosze podac
przyktady.

- jak wykorzystatby Pan zdobytg wiedze do opracowania nowych genotypow soi odpornych na
stres niskich temperatur?

- jak mozna by wykorzysta¢ zdobyta wiedz¢ do ochrony upraw obecnych odmian soi przed
stresem chtodu?

Pan mgr Jakub Kuczynski na podstawie przeprowadzonych badan sformulowal trzy
wnioski. Jako najwazniejsze w mojej opinii sa nastepujace stwierdzenia:
1. Stres chtodu mial wplyw na wzrost i rozw6j odmian soi Augusta i Fiskeby V, przy czym
odmiana Augusta charakteryzowala sie lepszymi parametrami plonowania niz odmiana




Fiskeby V, co moze mie¢ zwigzek z odmienng reakcja badanych genotypow na stres chtodu na
poziomie molekularnym.

2. Analiza profili ekspresji miRNA i genow docelowych wykazala, ze miRNA sg kluczowymi
regulatorami reakcji soi na stres zwigzany z niskg temperaturg.

3. Analiza potencjalnych genow docelowych dla zidentyfikowanych miRNA o zréznicowanej
ekspresji wykazata, ze wiele z tych genow jest powiazanych z mechanizmami reakeji roslin na
stres abiotyczny, takimi jak usuwanie reaktywnych form tlenu, biosynteza flawonoidow 1
regulacja potencjatlu osmotycznego.

PODSUMOWANIE

Przedstawiong do recenzji prace doktorska oceniam bardzo wysoko i uwazam, ze jest
ona warto$ciowym opracowaniem naukowym, wnoszgcym nowe, istotne odkrycia pozwalajace
lepiej pozna¢ role miRNA w odpowiedzi roslin soi na niskie temperatury. Oryginalnosé
niniejszej pracy zawiera sie w zidentyfikowaniu i potwierdzeniu udzialu miRNA w regulacje
genow zaangazowanych w reakcje odpornosciowe soi na stres chtodu. Niezwykle istotnym
aspektem tej pracy jest uzyskanie wiedzy, ktora moze by¢ wykorzystana w opracowaniu
nowych technik zaréwno umozliwiajacych wyprowadzenie odpornych odmian soi, jak rowniez
innowacyjnych podej$¢ ochrony upraw soi przed niekorzystnymi czynnikami srodowiskowymi
z wykorzystaniem miRNA. W zwiagzku z powyzszym, oprocz istotnego wkladu w obecny stan
wiedzy na temat mechanizmow epigenetycznych zaangazowanych w reakcje roslin uprawnych,
w_tym soi, na stres chlodu, wyniki niniejszej pracy doktorskiej maja_wazne znaczenie
praktyczne. gldwnie dla rolnictwa.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003, nr 65 poz. 595, ze zm.)
oraz w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego z dnia 19 stycznia 2018
r. w sprawie szczegélowego trybu i warunkow przeprowadzania czynno$ci w przewodzie
doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w post¢powaniu o nadanie tytulu
profesora (Dz.U. 2018 poz. 261) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr. Jakuba Kuczynskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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