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Recenzia rozprawy doktorskiej mgr Anny Samelak-Gzajki pt. ,,Adaptacja i
zastosowanie multipleksowej zale2nej od ligacji amplifikacji sond oraz emulsyjnego

PCR w badaniach populacyinych polimorfizmu liczby kopii DNA u ro6lin, na
przy kladzie m ode I owej ro6 I i ny dwu I i6c i e n nej Ar a b i d o ps i s th a I i a n a"

Praca doktorska Pani mgr Anny Samelak-Czajki dotyczy zagadnieh zutiqzanych z analizq
polimorfizmu liczby kopii DNA u roSlin. Podjgcie takiej tematyki znajduje swoje uzasadnienie

ze wzglgdu na ograniczonq wiedze na temat polimorfizmu CNV u roSlin, w por6wnaniu z

badaniami na modelu ludzkim. Warto podkreSlic, 2e zagadnienie to wydaje sig by6 szczeg6lnie

istotne dla roSlin, kt6re wykaz$qolbzymiq plastycznoSc genomu i wigkszq anizeli zwierzgla

odpornoS6 na zmiany struktury materialu genetycznego. Szczeg6lny nacisk w prezentowanej

pracy poloZony zostal na aspekt metodyczny. W mojej opiniijest to dobry kierunek, poniewaz

pomimo znacznego postgpu w poznawaniu budowy genom6w analiza sekwencji

poMarzajqcych siq, a do takich nalezy zaliczye polimorfizm liczby kopii, wciqz stanowi

wyzwanie dla badaczy, zwlaszcza w ujqciu populacyjnym, w kt6rym badanych i

por6wnywanych jest wiele ekotyp6wiodmian. Ztych wlaSnie wzglqd6w uwa2am, 2e tematyka

rozprawy zostala dobrze dobrana, bqdqc oryginalnq i jednocze5nie waznq z poznawczego

punktu widzenia. Temat pracy precyzyjnie okre5la przedmiot dociekah, i chociaz wydaje sig

stosunkowo dlugi, wynika to z wieloczlonowych nazw zastosowanych technik badawczych.

Rozprawa zostala przygotowana w formie zbioru trzech artykul6w: jest to jeden artykul

przeglqdowy oruz dwie prace oryginalne. Wszystkie tzy prace opublikowano w bardzo

dobrych czasopismach z listy filadelfijskiej, tj. Theoretical and Advanced Genetics, Frontiers in

Ptant Science oraz BMC Genomrbs. Publikacje poprzedza streszczenie w jqzyku polskim i

angielskim , atal<2e skr6cony opis wynik6w pracy doktorskiej. Do rozprawy dolqczono r6wniez

o5wiadczenia wspolautor6w dotyczqce ich udzialu w przygotowaniu poszczeg6lnych

publikacji.

Praca przeglqdowaw Theoreticaland Advanced Geneticsstanowigruntownq analizq zar6wno

technik, jak i dotychczasowych dokonah z zakresu polimorfizmu liczby kopii u ro5lin. W

pienrszej czgsci autorzy pokr6tce omawiajq podejScia molekularne slu2qce ocenie
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polimorfizmu cNV, by za chwilg pzejs6 do wnikliwej i wieloplaszczrznowej oceny tego
fenomenu u roslin w skali populacyjn ej. poza pzeglqdem dokonan r6znych zespol6* n" ty,
polu, autorzy szetzq zattzymujq siq nad znaczeniem polimorfizmu cNV w ewolucji gen6w
roslinnych, kladqc szczeg6lny nacisk na charakterystykg region6w chromosomowyc-utenow
szczeg6lnie podatnych na cNV oraz poznane dotychczas przyklady wplywu cNV na adaptacjg
srodowiskowq i selekcjq w procesie hodowli roslin. praca zostala bardzo entuzjastycznie
ptzyieta przez srodowisko naukowe, o czym swiadczy bardzo duaa jak na tematyke roslinnq
liczba cytowani - 78 wedlug Googte schotar. Na uwagq zaslugujq r6wnie2 obszerne tabele
zamieszczone w tej pracy, kt6re wedle oswiadczefi autor6w zostaly spozqd zone ptzez
Kandydatke. Ponadto, Doktorantka wyszukiwala iopracowywala dane zwiqzane z badaniami
zmiennosci liczby kopii u roslin. Podsumowujqc wydaje sig, 2e udzial Doktorantki w
przygotowaniu tej pracy byl istotny, cho6 zapewne kluczowq rolg odegral w tym przypadku
pierwszy autor publikacji.

Drugi artykul ma charakter metodyczny i zostal opublikowany we Frontiers in ptant science.
Praca stanowi szczeg6lowy protokol pzeprowadzania analiz pzy u2yciu techniki MLPA. Na
uwagg zasluguje fakt optymalizacji tego protokolu w bardzo pzystgpny spos6b, umo2liwiajqcy
jego zastosowanie r6wniez pzez osoby niebqdqce specjalistami w zakresie biologii
molekularnej. W tym celu do protokolu dolqczono szereg u2ytecznyci nazgdzi, np. skoroszyt
Excel pozwalajqcy na p6lautomatyczne projektowanie sond molekulamych na potzeby
techniki MLPA. Zaprezentowane w protokole dane w sekcji ,,Anticipated results" zostaly dobze
zaplanowane obejmujqc zar6wno zestawy gen6w niewykazujqcych zmiennoSci liczby kopii,
nastqpnie zestawy bialleliczne pod kqtem liczby kopii oraz zestawy multialleliczne.
Sprawdzone zostalo r6wnie2 jaki wplyw na wyniki ma obecnosd dodatkowych,
niespecyficznych miejsc wiqzania sond. Zaprezentowane przyklady dobrze korespondujq do
potencjalnych sytuacji eksperymentalnych, w kt6rych mogq znale2i sie u2ytkownicy techniki
MLPA. W tej pracy Pani mgrAnna Samelak-Czajka jest pierwszym autorem, co samo w sobie
podkreSla jej wklad w pzygotowanie publikacji. Z informacji zawaftych w artykule mo2emy
dowiedziei siq r6wniez, ze Doktorantka odpowiadala za przygotowanie pr6b DNA,
przeprowadzenie doSwiadczeh MLPA, ich analizq, oraz pzygotowanie wstgpnej wersji
manuskryptu.

Ostatni artykul wlqczony do rozprawy doktorskiej ukazal sig w BA,fC Genetics. Przedstawiono
w nim analizq polimorfizm6w CNV dla regionu ok. 26 kpz, obejmujqcego 5 gen6w.
Zastosowano dwa r62ne, komplementame podejScia badawcze: analize I\,LPA oraz technikg
emulsyjnego PCR, a zbadano niemalq liczbg 189 linii Arabdopsis thaliana. Dodatkowo,
autozy przeprowadzili analizy filogenetyczne stwierdzajqc, 2e opisywane przez nich
polimorfizmy liczby kopii zachodzily wielokrotnie i niezaleznie w r62nych liniach. Wa2nym
moim zdaniem osiqgnigciem jest bardzo wnikliwa analiza regionu CNV_61 1 zawierajqcego
geny AI3G78530 i AT3G18535 w kontek6cie mechanizm6w jego powstawania/usuwania w
populacjach A. thaliana. Autorom udaft: siq odtwozy6 te procesy a weryfikacja
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eksperymentalna punkt6w rekombinacji (,,breakpoint6w") w pelni potwierdzila postawione

hipotezy. Wynik ten jest wa2ny dla poglgbienia naszego zrozumienia praw zqdzqcych
ewolucjq genom6w roSlinnych. Udzial doktorantki w przygotowaniu pracy ocenilbym jako

bardzo znaczqcy, polegal on na izolacji DNA ze wszystkich linii, pzeprowadzeniu

do6wiadczeh MLPA jak i ddPCR, wsp6lanalizie otzymanych wynik6w a takze przygotowaniu

materialu do analiz SNP.

Zadnych wqtpliwoSci nie budzi r6wniez to, 2e wlqczone do rozprawy doKorskiej artykuly

stanowiE zbi6r sp6jny pod wzgledem tematycznym. Bardzo podoba mi siQ fakt, 2e ka2da z

tzech publikacji ma zupelnie inny charakter: pierusza praca jest pracq przeglqdowq, w kt6rej

Doktorantka wraz z Kolegami przedstawia problem badawczy zwiqzany z polimorfizmem

liczby kopii w genomach roSlinnych. Ta praca stanowi odpowiednik wstepu w tradycyjne.i pracy

doktorskiej. Druga praca ma charakter czysto metodyczny ijest niejako odpowiednikiem

rozdzialu i/taterialy i Metody w konwencjonalnej dysertacji doktorskiej. Tzeba jednak

podkreslii jej dodatkowy wyfiiat zwiEzany z opracowaniem uzytecznego protokolu

doSwiadczeh MLPA. Nie jest to zatem odtvv6rcze zastosowanie opublikowanej wczeSniej

techniki, ale jej daleko idqca adaptacja i optymalizacja na potrzeby konkretnego zadania

badawczego wymagajqca jej glQbokiego zrozumienia. Ostatnia praca jest z kolei

ekwiwalentem czesci wynikowej rozpraw doktorskich, poniewaz stanowi eksperymentalne

rozuiqzanie postawionego problemu badawczego. Mozna zatem powiedzie6' 2e

przedstawiona do oceny tozprawa stanowi zbi6r publikacji naukowych, kt6re jednoczesnie

ukladajq sie w strukturg organizacyjnq konwencjonalnej pracy doktorskiej.

Przedstawione publikacje z calq pewnosciq zostaly szczeg6lowo ocenione przez

edytor6w/recenzent6w renomowanych periodyk6w, w kt6rych sie ukazaly, trudno wiec

dopatrzec sie jakichkolwiek uchybiefi w materialach wchodzqcych w sklad rozprawy

doktorskiej. Niemniej w trakcie studiowania prac nasunQlo mi siq kilka pytafl, kt6re chcialbym

zada6 Doktorantce podczas obrony doktorskiej:

1) W pracy pzeglqdowej Doktorantka om6wila podejscia jakie sq stosowane w analizie

polimorfizmu liczby kopii. Praca ta jednak powstala stosunkowo dawno, w roku 2012. W

migdzyczasie bardzo dynamicznie rozwinely sig r6znego rodzaju wariacje na temat technik

sekwencjonowania wysokopzepustowego, wlqczalqc w to sekwencjonowanie nacelowane

(ang. targeted sequencing). czy Doktorantka moglaby pokr6tce podzielic siq swoimi

przemysleniami w zakresie potencjalnego zastosowania tych podejs6 do analizy polimorfizmu

liczby kopii?

2) Jakie inne zastosowania, poza badaniami CNV, widzi Kandydatka w odniesieniu do metod

MLPV i ddPcR? Przy roslinach transgenicznych czqsto stosuje sie technike hybrydyzacji

Southerna do ustalenia liczby kopii transgenu. Czy metody studiowane przez Doktorantke

moglyby stanowic alternatywg dla tej relatywnie niedokladnej techniki?
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3) W ostatniej pracy zaprezenlowanej w BMC Geneflcs do analizy polimorfizmow CNV

wybrano grupQ genow z chromosomu 3. Obejmuje ona trzy geny wykazuiqce polimorfizm

liczby kopii- MSH2, AT3G18530i AT3G18535. O ile MSH2jest waznym elementem systemu

naprawy niedopasowan DNA, wedle mojej wiedzy nie istniejq przeslanki, ktore moglyby

wskazywa6 naznaczenie polimorfizmu tego genu w ewolucji eukariontow. Dwa pozostale geny

w og6le sq bardzo slabo poznane. Zastanawiam siq zatem, skqd wlaSnie taki wybor obiektu

badan - w publikacji uzasadnienie jest doSc zdawkowe. Czy nie bardziej interesujqce byloby

wybranie grupy genow, u ktorych polimorfizm CNV ma dobrze umocowane w naszej wiedzy

implikacje dla ewolucji, np. geny odpornoSci na patogeny?

W podsumowaniu stwierdzam, 2e przedstawiona mi do recenzji praca Pani mgr Anny

Samelak-Czajki pt. ,,Adaptacja i zastosowanie multipleksowej zale2nei od ligacji amplifikacji

sond oraz emulsyjnego PCR w badaniach populacyjnych polimorfizmu liczby kopii DNA u

roSlin, na przykladzie modelowej roSliny dwuliSciennej Arabidopsisthaliana" spelnia wszystkie

wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wnoszg do Rady Naukowej lnstytutu Chemii

Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Anny Samelak-Czajki do dalszych

etap6w przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysokq warto6c rozpruwy i oryginalnoSc

zaprezentowanych wynik6w wnioskujg o jej wyroznienie stosownq nagrodq.

Piotr Zi6lkowski
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