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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Samelak-Czajki pt. ,,Adaptacja i
zastosowanie multipleksowej zaleznej od ligacji amplifikacji sond oraz emulsyjnego
PCR w badaniach populacyjnych polimorfizmu liczby kopii DNA u roslin, na
przyktadzie modelowej rosliny dwulisciennej Arabidopsis thaliana”

Praca doktorska Pani mgr Anny Samelak-Czajki dotyczy zagadnien zwigzanych z analizg
polimorfizmu liczby kopii DNA u roslin. Podjecie takiej tematyki znajduje swoje uzasadnienie
ze wzgledu na ograniczong wiedze na temat polimorfizmu CNV u roslin, w poréwnaniu z
badaniami na modelu ludzkim. Warto podkresli¢, ze zagadnienie to wydaje sie by¢ szczegodlnie
istotne dla roslin, ktére wykazujg olbrzymig plastyczno$¢ genomu i wiekszg anizeli zwierzeta
odpornos$¢é na zmiany struktury materiatu genetycznego. Szczegdiny nacisk w prezentowanej
pracy potozony zostat na aspekt metodyczny. W mojej opinii jest to dobry kierunek, poniewaz
pomimo znacznego postepu w poznawaniu budowy genoméw analiza sekwencii
powtarzajgcych sie, a do takich nalezy zaliczy¢ polimorfizm liczby kopii, wcigz stanowi
wyzwanie dla badaczy, zwlaszcza w ujeciu populacyjnym, w ktérym badanych i
poréwnywanych jest wiele ekotypéw/odmian. Z tych wiasnie wzgledéw uwazam, ze tematyka
rozprawy zostata dobrze dobrana, bedac oryginalng i jednoczesnie wazng z poznawczego
punktu widzenia. Temat pracy precyzyjnie okresla przedmiot dociekan, i chociaz wydaje sig
stosunkowo dtugi, wynika to z wielocztonowych nazw zastosowanych technik badawczych.

Rozprawa zostata przygotowana w formie zbioru trzech artykutdéw: jest to jeden artykut
przegladowy oraz dwie prace oryginalne. Wszystkie trzy prace opublikowano w bardzo
dobrych czasopismach z listy filadelfijskiej, tj. Theoretical and Advanced Genetics, Frontiers in
Plant Science oraz BMC Genomics. Publikacje poprzedza streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, a takze skrocony opis wynikéw pracy doktorskiej. Do rozprawy dotgczono réwniez
o$wiadczenia wspotautoréow dotyczgce ich udziatu w przygotowaniu poszczegolnych
publikaciji.

Praca przegladowa w Theoretical and Advanced Genetics stanowi gruntowng analizg zaréwno
technik, jak i dotychczasowych dokonan z zakresu polimorfizmu liczby kopii u roslin. W
pierwszej czeséci autorzy pokrotce omawiajg podejscia molekularne stuzace ocenie
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polimorfizmu CNV, by za chwile przej$¢ do wnikliwej i wieloptaszczyznowej oceny tego
fenomenu u roslin w skali populacyjnej. Poza przegladem dokonan réznych zespotéw na tym
polu, autorzy szerzej zatrzymujg sie nad znaczeniem polimorfizmu CNV w ewolucji genéw
roslinnych, ktadac szczegdlny nacisk na charakterystyke regionéw chromosomowych/genéw
szczegdlnie podatnych na CNV oraz poznane dotychczas przyktady wptywu CNV na adaptacje
srodowiskowg i selekcje w procesie hodowli roslin. Praca zostata bardzo entuzjastycznie
przyjeta przez srodowisko naukowe, o czym $wiadczy bardzo duza jak na tematyke roslinng
liczba cytowani — 78 wedlug Google Scholar. Na uwage zastuguja réwniez obszerne tabele
zamieszczone w tej pracy, ktoére wedle oswiadczen autorow zostaty sporzadzone przez
Kandydatke. Ponadto, Doktorantka wyszukiwata i opracowywata dane zwigzane z badaniami
zmiennosci liczby kopii u roslin. Podsumowujgc wydaje sie, ze udziat Doktorantki w
przygotowaniu tej pracy byt istotny, cho¢ zapewne kluczowg role odegrat w tym przypadku
pierwszy autor publikacii.

Drugi artykut ma charakter metodyczny i zostat opublikowany we Frontiers in Plant Science.
Praca stanowi szczegdtowy protokot przeprowadzania analiz przy uzyciu techniki MLPA. Na
uwage zastuguje fakt optymalizacji tego protokotu w bardzo przystepny sposob, umozliwiajgcy
jego zastosowanie réwniez przez osoby niebedgce specjalistami w zakresie biologii
molekularej. W tym celu do protokotu dotgczono szereg uzytecznych narzedzi, np. skoroszyt
Excel pozwalajacy na pétautomatyczne projektowanie sond molekulamych na potrzeby
techniki MLPA. Zaprezentowane w protokole dane w sekcji ,Anticipated results” zostaty dobrze
zaplanowane obejmujgc zarowno zestawy gendéw niewykazujgcych zmiennosci liczby kopii,
nastepnie zestawy bialleliczne pod katem liczby kopii oraz zestawy multialleliczne.
Sprawdzone zostato réwniez jaki wptyw na wyniki ma obecno$é dodatkowych,
niespecyficznych miejsc wigzania sond. Zaprezentowane przyktady dobrze korespondujg do
potencjalnych sytuacji eksperymentalnych, w ktérych moga znalez¢ sie uzytkownicy techniki
MLPA. W tej pracy Pani mgr Anna Samelak-Czajka jest pierwszym autorem, co samo w sobie
podkresla jej wktad w przygotowanie publikacji. Z informacji zawartych w artykule mozemy
dowiedzie¢ sie rowniez, ze Doktorantka odpowiadata za przygotowanie prob DNA,
przeprowadzenie doswiadczen MLPA, ich analize, oraz przygotowanie wstepnej wersji
manuskryptu.

Ostatni artykut wigczony do rozprawy doktorskiej ukazat sie w BMC Genetics. Przedstawiono
w nim analize polimorfizméw CNV dla regionu ok. 26 kpz, obejmujgcego 5 gendw.
Zastosowano dwa rozne, komplementarmne podej$cia badawcze: analize MLPA oraz technike
emulsyjnego PCR, a zbadano niematlg liczbe 189 linii Arabidopsis thaliana. Dodatkowo,
autorzy przeprowadzili analizy filogenetyczne stwierdzajgc, Zze opisywane przez nich
polimorfizmy liczby kopii zachodzity wielokrotnie i niezaleznie w réznych liniach. Waznym
moim zdaniem osiggnigciem jest bardzo wnikliwa analiza regionu CNV_611 zawierajagcego
geny AT3G18530 i AT3G18535 w kontekscie mechanizmoéw jego powstawania/usuwania w
populacjach A. thaliana. Autorom udalo sie odtworzy¢é te procesy a weryfikacja
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eksperymentalna punktéw rekombinacji (,breakpointéw”) w petni potwierdzita postawione
hipotezy. Wynik ten jest wazny dla poglebienia naszego zrozumienia praw rzadzacych
ewolucjg genoméw roslinnych. Udziat doktorantki w przygotowaniu pracy ocenitbym jako
bardzo znaczacy, polegat on na izolacji DNA ze wszystkich linii, przeprowadzeniu
doswiadczen MLPA jak i ddPCR, wspétanalizie otrzymanych wynikéw a takze przygotowaniu
materiatu do analiz SNP.

Zadnych watpliwosci nie budzi rowniez to, ze wigczone do rozprawy doktorskie] artykuty
stanowig zbiér spojny pod wzgledem tematycznym. Bardzo podoba mi sig fakt, ze kazda z
trzech publikacji ma zupetnie inny charakter: pierwsza praca jest pracg przeglagdowa, w ktorej
Doktorantka wraz z Kolegami przedstawia problem badawczy zwigzany z polimorfizmem
liczby kopii w genomach roslinnych. Ta praca stanowi odpowiednik wstepu w tradycyjnej pracy
doktorskiej. Druga praca ma charakter czysto metodyczny i jest niejako odpowiednikiem
rozdziatu Materialy i Metody w konwencjonalnej dysertacji doktorskiej. Trzeba jednak
podkreslic jej dodatkowy wymiar zwigzany z opracowaniem uzytecznego protokotu
doswiadczenn MLPA. Nie jest to zatem odtworcze zastosowanie opublikowanej wczesniej
techniki, ale jej daleko idgca adaptacja i optymalizacja na potrzeby konkretnego zadania
badawczego wymagajaca jej glebokiego zrozumienia. Ostatnia praca jest z kolei
ekwiwalentem czesci wynikowej rozpraw doktorskich, poniewaz stanowi eksperymentalne
rozwigzanie postawionego problemu badawczego. Mozna zatem powiedzie¢, ze
przedstawiona do oceny rozprawa stanowi zbior publikacji naukowych, ktore jednoczesnie
uktadajg sie w strukture organizacyjng konwencjonalnej pracy doktorskiej.

Przedstawione publikacje z catg pewnoscig zostaly szczegotowo ocenione przez
edytorow/recenzentéw renomowanych periodykéw, w ktérych sie ukazaty, trudno wiec
dopatrze¢ sie jakichkolwiek uchybien w materiatach wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej. Niemniej w trakcie studiowania prac nasuneto mi si¢ kilka pytan, ktore chciatbym
zada¢ Doktorantce podczas obrony doktorskiej:

1) W pracy przegladowej Doktorantka oméwita podejscia jakie sg stosowane w analizie
polimorfizmu liczby kopii. Praca ta jednak powstata stosunkowo dawno, w roku 2012. W
miedzyczasie bardzo dynamicznie rozwinety si¢ réznego rodzaju wariacje na temat technik
sekwencjonowania wysokoprzepustowego, wigczajgc w to sekwencjonowanie nacelowane
(ang. targeted sequencing). Czy Doktorantka mogtaby pokrotce podzielic sig swoimi
przemysleniami w zakresie potencjalnego zastosowania tych podejs¢ do analizy polimorfizmu
liczby kopii?

2) Jakie inne zastosowania, poza badaniami CNV, widzi Kandydatka w odniesieniu do metod
MLPV i ddPCR? Przy roslinach transgenicznych czesto stosuje sig technike hybrydyzaciji
Southerna do ustalenia liczby kopii transgenu. Czy metody studiowane przez Doktorantke
mogtyby stanowi¢ alternatywe dla tej relatywnie niedoktadnej techniki?
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3) W ostatniej pracy zaprezentowanej w BMC Genetics do analizy polimorfizmow CNV
wybrano grupe genéw z chromosomu 3. Obejmuje ona trzy geny wykazujgce polimorfizm
liczby kopii — MSH2, AT3G18530i AT3G18535. O ile MSH2 jest waznym elementem systemu
naprawy niedopasowan DNA, wedle mojej wiedzy nie istniejg przestanki, ktére mogtyby
wskazywacé na znaczenie polimorfizmu tego genu w ewolucji eukariontéw. Dwa pozostate geny
w ogole sg bardzo stabo poznane. Zastanawiam si¢ zatem, skad wiasnie taki wybor obiektu
badan — w publikacji uzasadnienie jest do$¢ zdawkowe. Czy nie bardziej interesujgce bytoby
wybranie grupy genéw, u ktérych polimorfizm CNV ma dobrze umocowane w naszej wiedzy
implikacje dla ewolucji, np. geny odpornosci na patogeny?

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca Pani mgr Anny
Samelak-Czajki pt. ,Adaptacja i zastosowanie multipleksowej zaleznej od ligacji amplifikacji
sond oraz emulsyjnego PCR w badaniach populacyjnych polimorfizmu liczby kopii DNA u
roslin, na przyktadzie modelowej rosliny dwulisciennej Arabidopsis thaliana” spetnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Anny Samelak-Czajki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysokg warto$¢ rozprawy i oryginalnosc
zaprezentowanych wynikéw wnioskuje o jej wyréznienie stosowng nagroda.
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