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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ewy Sybilskiej
»Molekularne mechanizmy sygnalizacji kwasu abscysynowego (ABA) podczas kielkowania
ziarniakow jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.) ze szczegolnym uwzglednieniem roli

jadrowego kompleksu wigzacego czapeczke mRNA (CBC)”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. Agaty
Daszkowskiej-Golec prof. US w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Rozprawa ma forme zbioru opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutow naukowych (art. 187 ust. 3, Dz.U.2024.1571 t.j.), zawiera dwa streszczenia;
wykaz skrotow; autoreferat z stosownym wprowadzeniem; cel i zalozenia rozprawy; materiat
badawczy, warunki eksperymentalne i metody; omdwienie i dyskusje najwazniejszych wynikow;
wnioski 1 spis literatury. Do rozprawy zalaczono trzy spdjne tematycznie prace wieloautorskie
opublikowane recenzowanych czasopismach: Frontiers in Plant Science, Scientific Reports oraz BMC

Plant Biology.

1. Frontiers in Plant Science (2023) 14:1144990. Sybilska E and Daszkowska-Golec. Alternative
splicing in ABA signaling during seed germination.

2. Scientific Reports (2024) 14, 18278. Sybilska, E., Collin, A., Sadat Haddadi, B. et al. The cap-
binding complex modulates ABA-responsive transcript splicing during germination in barley
(Hordeum vulgare).

3. BMC Plant Biology (2025) 25, 619. Sybilska, E., Haddadi, B.S., Mur, L.A.J. ef al. Mapping the

molecular signature of ABA-regulated gene expression in germinating barley embryos.

Dwuautorska publikacja Kandydatki w Frontiers in Plant Science ma charakter pracy przegladowe;.
Pozostale dwie publikacje naukowe to prace eksperymentalne, wieloautorskie. Z tresci zatgczonych

o$wiadczen wynika, ze udzial Kandydatki w powstawaniu prac byl znaczacy, a w przypadku prac
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eksperymentalnych — wiodacy. Na tej podstawie stwierdzam, ze jej wklad jest wystarczajacy do
dokonania oceny zgodnie z obowigzujacymi przepisami prawa, a rozprawa speinia wymogi formalne.

Oceny dokonuje na podstawie art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 18 lipca
2018 r. z p6zn. zmianami, uwzgledniajac prezentacje wiedzy teoretycznej Kandydatki, jej umiejetnosé

samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz oryginalnos$¢ rozwigzania problemu naukowego.

Ocena prezentacji wiedzy teoretycznej

Rozprawa doktorska porusza istotne zagadnienia jakim jest poznanie molekularnych mechanizméw
zaleznych od ABA, podczas kielkowania ziarniakdéw jeczmienia zwyczajnego z perspektywy
funkcjonowania kompleksu wigzacego czapeczke (CBC). Autorka rzetelnie i dogtebnie wprowadza w
tematyke rozprawy opisujac rolg ABA podczas kietkowania nasion oraz role kompleksu CBC jako
regulatora odpowiedzi na ABA podczas kietkowania i w regulacji alternatywnego splicingu.
Wprowadzenie rozszerzone jest o tresci zawarte w pracy przegladowej wchodzacej w sktad rozprawy.
Problematyka, obejmujaca rolg¢ ABA i kompleksu CBC w procesie kietkowania nasion, przedstawiona
jest w sposob spojny, logiczny 1 zrozumiaty. Co istotne, Kandydatka potrafi wskaza¢ luki w istniejace]
wiedzy, co pozwala jej sformulowa¢ problem badawczy i1 odpowiednie hipotezy. Cel pracy ma
charakter poznawczy. Czg$¢ ta jest klarowna, cho¢ miejscami zawiera niewielkie niedociagnig¢cia
jezykowe. Materiat badawczy, warunki eksperymentalne i metody s3 opisane w sposob rzetelny 1
konsekwentny, umozliwiaja powtorzenie eksperymentow. Informacje te zawarte sg zarOwno w
autoreferacie, jak 1 w odpowiednich rozdziatach prac wlaczonych w rozprawe. Rozprawa doktorska
zawiera wigc stosowny opis materialu badawczego, jego zrédto oraz warunki traktowania.

Rozdzial ,,Omowienie i dyskusja najwazniejszych wynikow” odnosi si¢ do merytorycznej zawarto$ci
prac eksperymentalnych wchodzacych w sktad rozprawy. Tytul tego rozdziatu jest do$¢ niefortunny —
rolag recenzenta jest ocena zawartosci w odniesieniu do wymagan ustawowych. Zatem ocenie
podlegaja wszystkie przedtozone dokonania Kandydatki, w odniesieniu do o$wiadczen wspotautorow.
Ta czes$¢ pracy jest dobrze ustrukturyzowana: odniesiona do konkretnych publikacji i skonfrontowana
z hipotezami badawczymi zawartymi w celu pracy. Sformutowane Wnioski sa zwigzte, konkretne 1 co
wazniejsze, jasno oddzielone od dyskusji — w mojej opinii moglyby by¢ powigzane z hipotezami.

Literatura zarbwno w opracowaniu Kandydatki jak i w zalaczonych artykutach jest poprawnie

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293
tel. +48 61 829 5972

ludwika@amu.edu.pl _



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Pracownia Biotechnologii

uAM Wydzial Biologii, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

cytowana, zgodnie z zasadami stosowanymi w pismiennictwie naukowym. Kopie artykutow
stanowigce podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora, zostaly dofgczone do tresci rozprawy
doktorskie;j.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska Kandydatki spelnia w mojej opinii wymagania ustawowe
odnoszace si¢ do prezentacji ogolnej wiedzy teoretycznej osoby ubiegajacej si¢ o stopien doktora w

dyscyplinie nauki biologiczne.

Ocena umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

W ramach realizacji rozprawy doktorskiej Kandydatka podjeta si¢ wymagajacej tematyki badawczej
obejmujace prace z ro$ling uprawng jaka jest jeczmien zwyczajny — gatunek o istotnym znaczeniu
agronomicznym. Tego rodzaju material badawczy stawia szczegdlne wyzwania organizacyjne i
metodologiczne, a jego wykorzystanie wigzalo si¢ z konieczno$cig duzego nakladu pracy oraz
konsekwentnego zaangazowania ze strony Autorki. Pragn¢ podkres§li¢, ze warsztat badawczy
Kandydatki do stopnia doktora jest imponujacy. Zadania badawcze zostaly zrealizowane z
wykorzystaniem uznanych i1 nowoczesnych metod, obejmujacych procedury selekcji mutantow
TILLING 1 ich fenotypowania, analizy transkryptomiczne — zarowno klasyczne, jak 1 przestrzenne —
oraz analizy metabolomiczne. Zastosowano podejsScia bioinformatyczne, w tym integracj¢ danych
transkryptomicznych i metabolomicznych, co pozwolito na uzyskanie wszechstronnego obrazu
badanych proceséw biologicznych. Opis metod i powigzanych z nimi eksperymentow wskazuje, ze
zostaly skrupulatnie zaplanowane 1 zrealizowane. Wnioski z przeprowadzonych eksperymentéw sa
uzasadnione naukowo i przekonujace. Co istotne, Kandydatka jest pierwszym autorem wszystkich
publikacji, a jej tworczy wkiad odegrat kluczowa role w procesie ich powstawania. Dyskusja wynikow
jest zwiezla, ciekawa 1 oryginalna w podej$ciu do probleméw naukowych. Ta cze$¢ pracy wskazuje na
dobrg znajomos$¢ tematyki badawczej przez Kandydatke.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Kandydatki spetnia, a w wielu aspektach przewyzsza wymagania
ustawowe odnoszace si¢ do prezentacji umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej
osoby ubiegajacej si¢ o stopien doktora w dyscyplinie nauki biologiczne. Autorka rozprawy wykazata

si¢ doskonata znajomoscig metod badawczych 1 podejs¢ eksperymentalnych. Praca §wiadczy o
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dojrzatosci naukowej Kandydatki, jej samodzielno$ci badawczej oraz znaczacym potencjale do

dalszego rozwoju w karierze naukowe;j.

Oryginalno$¢ rozwiazania problemu badawczego

W pracy Sybilska i in., 2024 Autorska testowala dwie hipotezy badawcze, ktére odnosity si¢ do
funkcji kompleksu CBC. Hipoteza 1- kompleks CBC uczestniczy w regulacji alternatywnego splicingu
w odpowiedzi na ABA, potencjalnie modulujac ekspresje gendéw kontrolujacych kietkowanie
ziarniakow oraz Hipoteza 2 - Kompleks CBC reguluje wzajemne oddzialywania migdzy ABA a
innymi fitohormonami kontrolujac zdolno$¢ do kietkowania ziarniakoéw jeczmienia. Na podstawie
otrzymanych wynikéw Autorka stwierdzita, ze podwojny mutant hvebp20.ab/hvebp80.b  jest
niewrazliwy na ABA. Szukajac przyczyny obserwowanego fenotypu przeprowadzila analizg
transkryptomiczng, a wsréd wyodrebnionych grup genow (klastrow) zidentyfikowata jeden zestaw
(klaster C8), ktory charakteryzowat si¢ odmiennym kierunkiem w profilu transkrypcji, z przeciwnym
wzorem u mutanta podwojnego w odniesieniu do mutantow pojedynczych. Analiza umozliwita zatem
identyfikacj¢ gendw powigzanych z niewrazliwoscia na ABA u mutanta podwojnego. Autorka
potwierdzita hipoteze 1 1 wykazata, ze ABA istotnie wplywa na transkrypcje u badanym uktadzie
eksperymentalnym, co przejawia si¢ zmiang liczby genéw o zrdznicowanej ekspresji (DEG),
transkryptow o zrdznicowanej ekspresji (DET), gendéw alternatywnie skladanych (DAS) oraz
transkryptow roznicowo wykorzystywanych (DTU). Szczego6lnie wyrazny efekt zaobserwowano u
podwdjnego mutanta hvebp20.ab/hvebp80.b, u ktérego stwierdzono podwyzszong aktywnos$¢
transkrypcyjng oraz czg¢stsze zdarzenia alternatywnego splicingu. W analizie DEG w tym genotypie
odnotowano istotne wzbogacenie genow zwigzanych z obrébka RNA. Dodatkowo, analizy
bioinformatyczne ujawnily potencjalne interakcje pomiedzy kompleksem CBC a czynnikami
splicingowymi. Analiza alternatywnego splicingu u podwojnego mutanta wskazata na najwyzsza
liczb¢ DET oraz istotnie podwyzszong liczbe transkryptow typu PTC (premature termination codon)
oraz transkryptéw podlegajacych $Sciezce NMD (nonsense-mediated decay). Autorka potwierdzita
rowniez hipoteze 2, opierajac si¢ na wykazanych réznicach w profilu transkrypcyjnym podwdjnego

mutanta, obejmujacych geny zwigzane z regulacja szlaku brasinosteroidow. Dodatkowym argumentem
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jest obserwowana podwyzszona zawarto$¢ prekursora brasinosteroidow (BR), co wskazuje na nasilone
procesy biosyntezy BR, a w konsekwencji na aktywacje szlaku sygnalowego tego hormonu.

W oparciu o wyniki zawarte w pracy Sybilska i in., (2025) Kandydatka testowata i w konluzji przyjeta
dwie kolejne hipotezy. Hipoteza 3 zaktadata, ze ABA indukuje specyficzne zmiany zar6wno ekspresji
genow jak 1 w metabolizmie kietkujacych zarodkow jeczmienia petnigc role sygnatu molekularnego,
koordynujacego reakcje adaptacyjne oraz interakcje fitohormonalne w odpowiedzi na stres
srodowiskowy. W celu jej weryfikacji traktowala ABA kietkujace zarodki odmiany ,,Sebastian”. W
wyniku analiz stwierdzita, ze ABA dziala jako represor transkrypcji genow w procesie kietkowania
oraz zidentyfikowata klasyczne czynniki transkrypcyjne zaangazowane w ten proces. Zastosowanie
analizy Gene Ontology pozwolito na wyodrgbnienie nadreprezentowanych kategorii genow.
Zaobserwowano, ze ABA hamuje transkrypcje okreslonych grup genow zwigzanych z procesami
metabolicznymi 1 strukturalnymi, a takze — zgodnie z oczekiwaniami — zidentyfikowano geny
regulowane przez ABA, powigzane z reakcjami adaptacyjnymi na warunki stresowe. Uzyskane wyniki
transkryptomiczne zostaty ponadto skorelowane z profilem metabolicznym kietkujacych zarodkéw
jeczmienia traktowanych ABA; wyodrebnione metabolity (32) powigzano z 35 DEGs.

Hipoteza 4 zakladala, ze ABA wykazuje tkankowa specyficzno$¢ dziatania w roéznych obszarach
kietkujacych zarodkow jeczmienia. W wyniku przeprowadzonych analiz Autorka zidentyfikowata 49
transkryptow sposrod 1586 DEG: 30 ulegato transkrypcji w koleoptylu (w tym 14 specyficznie), 20 w
tarczce, 16 w korzeniu zarodkowym, 12 w mezokotylu (migdzywezlu zarodkowym), 9 DEG w liciu
zarodkowym oraz 2 w liScieniach. Uzyskane wyniki wskazuja na istotng role koleoptylu w odpowiedzi
na dziatanie ABA podczas procesu kietkowania, podkreslajac jego znaczenie w tym procesie.

W konkluzji, do najwazniejszych wynikow rozprawy zaliczam:

1. wykazanie, ze w przeciwienstwie do Arabidopsis thaliana, gdzie w regulacje alternatywnego
splicingu najprawdopodobniej zaangazowany jest gldéwnie czynnik CBP80, u kietkujacego
jeczmienia w proces ten zaangazowany jest caly kompleks CBC, co wskazuje na istnienie
odmiennych mechanizméw regulacji alternatywnego splicingu u zb6z;

2. uzyskanie szczegotowego profilu transkrypcyjnego dla wyodrebnionych rejondéw tkanek w
obrebie kietkujacego zarodka jeczmienia, co stanowi istotny wktad w poznanie molekularnych

podstaw wczesnych etapow rozwoju tej rosliny.
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Do najwazniejszych efektow pracy zaliczam:

1. opracowanie referencyjnego transkryptomu jeczmienia dla kietkujacych zarodkéw, co z

pewnoscig przyczyni si¢ do badan nad mechanizmami alternatywnego splicingu.

Podsumowujgc, rozprawa autorstwa mgr Ewy Sybilskiej zdecydowanie stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i1 cechuje si¢ wysoka oryginalnosciag w podej$ciu do problemu
badawczego. Kandydatka samodzielnie sformulowata hipotezy dotyczace roli ABA 1 kompleksu CBC
w procesie kietkowania nasion jeczmienia, ktore wypetniajg istotng luke¢ w dotychczasowe;j literaturze.
Zastosowane podejscie metodologiczne, obejmujace integracje analiz transkryptomicznych,
metabolomicznych oraz bioinformatycznych, pozwolito na uzyskanie unikalnego i kompleksowego
obrazu proceséw biologicznych i1 zalezno$ci migdzy fitohormonami podczas kietkowania. Interpretacja
wynikow zostata przeprowadzona w sposob tworczy, prowadzac do sformulowania wnioskow
dotyczacych roli ABA i kompleksu CBC w regulacji kietkowania u jgczmienia. Praca wnosi istotny

wktad do dziedziny nauk biologicznych i otwiera nowe kierunki do dalszych badan.

Uwagi

Kandydatka do stopnia doktora nie ustrzegla si¢ pewnych niedociagnie¢ jezykowych, uzycia zargonu
czy drobnych niescistosci, m.in. uzywanie pojecia ,.ekspresja genu”, wylacznie w odniesieniu do
analiz transkryptomicznych. Mimo wszystko w pracy wystapita niewielka liczba potkni¢¢ jezykowych

nieprecyzyjnych okreslen i nie wptywaja one na ogolng wartos¢ rozprawy.

Podczas obrony prosze o ustosunkowanie si¢ do nastgpujacej kwestii:

Na str. 36 Autorka stwierdza ,,Zaobserwowane zmiany podkreslajg kluczowg role ABA jako
molekularnego przelqcznika, ktory w warunkach stresu abiotycznego inicjuje przeprogramowanie
aktywnosci komorkowej z procesow wzrostowych na mechanizmy sprzyjajqgce przetrwaniu”. Nie moge
zgodzi¢ si¢ z tym stwierdzeniem, w mojej opinii jest to nadinterpretacja. ABA nie jest ,,przelacznikiem
molekularnym”. W kontekscie procesOw sygnalizacyjnych - ABA jest ligandem - forma aktywna ABA
wigze si¢ z receptorem 1 indukuje odpowiedz komodrkowa. Za przetaczniki mozna uznaé receptory
ABA, ktore maja rozng specyfike¢ 1 konformacje. Ponadto wszystkie doswiadczenia zostaty

przeprowadzone w warunkach traktowania ABA, a nie w warunkach stresu abiotycznego.
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Kietkowanie jest procesem rozwojowym, nie stresowym, a Autorka nie wprowadzita do
eksperymentéw czynnikdéw stresowych. Nalezy tez podkresli¢, ze ABA dziata w sposob zalezny od
stezenia — niskie dawki moga stymulowa¢ wzrost, natomiast wysokie go hamuja. W pracy
zastosowano stezenia wyzsze od fizjologicznych, ktére moga jedynie imitowaé warunki stresowe
zwigzane z podwyzszonym poziomem ABA. Z tego wzgledu obecnos¢ kategorii GO zwigzanych ze
stresem nie jest zaskakujaca i wymaga ostrozniejszej interpretacji. Prosze Autorke o odniesienie si¢ do

tej kwestii i doprecyzowanie uzytych sformutowan.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Ewy Sybilskiej to
wielowatkowe oryginalne i nowatorskie opracowanie o wysokim znaczeniu naukowym w dziedzinie.
Zgloszone powyzej uwagi i komentarze stanowig zalazek do dalszej dyskusji. Wktad Kandydatki w
rozw0j badan nad molekularnymi mechanizmami zaleznymi od ABA podczas kietkowania nasion
jeczmienia, z uwzglednieniem roli kompleksu CBC, oceniam bardzo wysoko. Praca spelnia warunki
okreslone w art. art. 187 Ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce, tekst
jednolity: Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 1 na tej podstawie wnosze¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie
Kandydatki do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy, identyfikacje¢ odmiennych mechanizméow
regulacji splicingu genow u zbo6z; wuzyskanie unikatowych profili transkrypcyjnych dla
wyodrebnionych rejonéw tkanek w obrebie kietkujacego zarodka jeczmienia, co znaczaco poszerza
wiedz¢ o molekularnych podstawach wczesnych etapdw rozwoju tej rosliny; oraz nowatorskie
powigzanie wynikow transkryptomicznych 1 metabolicznych wnosz¢ o wyroznienie rozprawy

stosowng nagrodg.
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