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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Marszatek-Zenczak
pt. ,Udziat polimorfizmu liczby kopii w ksztatltowaniu wewnatrzgatunkowej zmiennosci
strukturalnej metabolicznych klastrow genéw u Arabidopsis thaliana”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani Matgorzaty Marszatek-Zenczak dotyczy
szeroko badanego w zespole Pani dr hab. Agnieszki Zmienko zagadnienia zmiennosci liczby
kopii u Arabidopsis thaliana. Zagadnienie to do niedawna bylo poznane tylko w bardzo
niewielkim stopniu, poniewaz w przeciwienstwie do polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw
(SNP), polimorfizm liczby kopii jest znacznie trudniejszy w identyfikacji w oparciu o dominujgca
obecnie technologie sekwencjonowania wysokoprzepustowego opartg na krotkich odczytach.
W przypadku pracy Pani Marszatek-Zenczak akcent zostat postawiony na analize zmienno$ci
strukturalnej metabolicznych klastréw gendw, co jest szczegodlnie interesujgce z naukowego
punktu widzenia, dostarcza bowiem nowej wiedzy na temat genezy, ewolucji funkcjonalnej i
zmiennosci populacyjnej bardzo specyficznej klasy gendw roslinnych.

Rozprawa ma forme zbioru trzech artykutow oryginalnych, w ktérych Pani Marszatek-Zenczak
odgrywa role pierwszego (w jednej pracy) badz drugiego (w dwéch publikacjach) autora.
Wszystkie prace ukazaty sie w renomowanych czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej:
dwa z nich we Frontiers in Plant Science a jeden w Plant Cell. Poniewaz publikacje sg
wieloautorskie, Kandydatka do stopnia doktora opatrzyta catg rozprawe autoreferatem, w
ktorym pokrotce opisane i przedyskutowane sg uzyskane przez nig wyniki. Poza oméwieniem
wynikow badan, autoreferat obejmuje takze Wprowadzenie, klarownie zdefiniowany Cel Pracy,
a takze Podsumowanie i perspektywy. Uwazam, ze autoreferat jest przygotowany znakomicie:
napisany jest bardzo przejrzystym i tadnym jezykiem, z duzg dbatoscig o styl wypowiedzi, w
sposob logiczny przedstawiajgc poszczegolne zagadnienia i tgczac je w jedng spojng catosc.
Co warto podkresli¢, Doktorantka w autoreferacie nie stroni od licznych odniesiern do nowych
trendéw w badaniach genoméw eukariotycznych, szeroko dyskutujgc najnowsze publikacje a
nawet preprinty dotyczace sekwencjonowania przy uzyciu technologii opartych na dtugich
odczytach, takich jak PacBio czy Oxford Nanopore Sequencing. Pozwala jej to na spojrzenie
na swoje badania w sposob krytyczny, dostrzegajgc ich ograniczenia i jasno definiujgc dalsze
perspektywy postepu nauki w tym zakresie. Swiadczy to o duzej dojrzatosci naukowe;
Doktorantki i nabycia przez nig umiejetnosci wnikliwej analizy literatury naukowe;.
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Chociaz w autoreferacie trudno znalez¢ btedy rzeczowe czy logiczne, z racji mojej roli
recenzenta rozprawy pozwole sobie zwrocicé uwage na kilkukrotnie pojawiajgce sie
stwierdzenia o charakterze deterministycznym: Na przyktad:

Strona 30: ,W rezultacie grupowanie gendéw moze by¢ cechg skrajnej selekcji, dazacej do
wspotdziedziczenia i optymalizacji najlepszych kombinacji genow dla nowych szlakéw
metabolicznych, ktére zapewniajg selektywne korzysci (...)."

Strona 39: ,Rdéznice te mogg by¢ skutkiem pozytywnej selekcji w kierunku utrzymania
ciggtego klastra genow.”

Selekcja naturalna, podobnie jak ewolucja, nie sg procesami ukierunkowanymi, ani tez nie
majg z gory okreslonego celu. Dlatego w przyszto$ci Kandydatka powinna unika¢ stosowania
deterministycznych sformutowan wypowiadajac sie w podobnych kontekstach.

W dalszej czesci swojej pracy Doktorantka zamiescita kopie artykutow, ktore wechodzg w sktad
jej pracy doktorskiej, wraz z dotgczonymi do nich suplementami. Pierwszy artykut,
opublikowany we Frontiers in Plant Science, jest pracg metodyczng, ktérej celem byta
optymalizacja metody multipleksowej amplifikacji zaleznej od ligacji (MLPA) na potrzeby
eksperymentalnej weryfikacji zmiennosci liczby kopii gendw. Przedstawiony w tej pracy
protokot byt nastepnie wykorzystywany w kolejnych publikacjach Zespotu. Rola Pani
Matgorzaty Marszatek-Zenczak w jego powstaniu byta stosunkowo skromna, polegata bowiem
gtéwnie na okresleniu optymalnych zakresow stezen matrycy DNA uzywanych do analiz.

Drugi artykut, w ktérym Doktorantka wystepuje jako drugi autor, zostata opublikowana w
jednym z najwazniejszych czasopism z zakresu biologii molekularnej roslin, tj. w Plant Cell.
Praca obejmuje wielopoziomowa i bardzo rozbudowang analize zmiennosci liczby kopii genow
u A. thaliana, przeprowadzong w oparciu o ponad tysigc zsekwencjonowanych linii tego
gatunku. Analiza opierata sie o ztozony ,pipeline”, ktory w oparciu o kilka réoznych narzedzi
bioinformatycznych identyfikowat regiony CNV. £gcznie odkryto ponad 70 tys. duzych indeli i
ponad 34 tys. regiondw CNV. Przeprowadzone przez zespoét badania pozwolity na dokonanie
szeregu odkry¢ dotyczacych struktury genomu Arabidopsis pozwalajgc na wyciggniecie
waznych wnioskéw odnosnie jego funkcjonowania i ewolucji w skali populacyjnej. Rola
Doktorantki w tej pracy, zgodnie z informacjami zawartymi w autoreferacie jak i
oswiadczeniami autorow, byta bardzo duza: Kandydatka brata czynny udziat w planowaniu
badan i w wykonaniu znacznej czesci analiz bioinformatycznych, zwtaszcza w optymalizaciji
parametrow i kryteridw filtracji dla niektérych zastosowanych narzedzi, a takze, co wydaje sie
szczegolnie istotne, opracowaniu autorskiego podejscia do integracji wynikow uzyskanych z
réznych programow. Pozwolito to na stworzenie algorytmu do identyfikacji CNV, ktérego
wysokg uzytecznos¢  potwierdzono  eksperymentalnie. Pani  Marszatek-Zenczak
przeprowadzita takze analize statystyczng wszystkich wynikow ujetych w publikacji, wtgczajac
w to analizy PCA, oraz zaangazowata sie w przeprowadzanie analizy GWAS — wkrétce stata
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sie ekspertem w tym zakresie a nabyte umiejetnosci z powodzeniem wykorzystata takze w
kolejnej pracy.

Ostatnia praca, wchodzgca w skfad rozprawy doktorskiej, zostata opublikowana w biezgcym
roku w czasopismie Frontiers in Plant Science i w niej Pani Marszatek-Zenhczak jest pierwszym
autorem. Biorgc pod uwage tytut dysertacji oraz udziat Doktorantki w powstaniu tej publikacji
nalezy uznac¢ jg za najwazniejszg w jej dorobku. Praca jest swoistg kontynuacjg analiz
przeprowadzonych w publikacji z Plant Cell, ale z wyraznym ukierunkowaniem na zmiennos¢
metabolicznych klastrow genowych. Pomimo lokalizacji wszystkich czterech klastréw w
obrebie najbardziej zmiennych regionow chromosomowych, poszczegolne klastry wykazujg
duze zréznicowanie w zakresie polimorfizmu strukturalnego. Doktorantka wigze te réznice w
zmiennosci ze znaczeniem biologicznym poszczegodlnych szlakéw dla funkcjonowania rosliny.
Tak wiec najwazniejszy funkcjonalnie klaster marneralu charakteryzuje sie niemal catkowitg
konserwacjg strukturalng, podczas gdy klaster thalianolu wystepuje w dwdch wersjach
strukturalnych, zwigzanych z zajsciem niewielkiej inwersji w czesci linii. Najwazniejszy moim
zdaniem wynik zostat uzyskany dla klastru arabidiolu/baruolu, gdzie Doktorantka odkryta
nowa, niewystepujagca w genomie referencyjnym i nieznang wczesniej pare genow,
wystepujgca jednakze w znacznej liczbie linii. W zwigzku z tym odkryciem Kandydatka
przeprowadzita szerokg charakterystyke efektow wyodrebnienia sie tej nowej podjednostki
strukturalnej w ksztattowaniu zmiennosci fenotypowej i adaptacji do warunkow
Srodowiskowych. Sg to istotne wyniki, ktére rzucajg nowe Swiatto na ewolucje genomow
roslinnych w zakresie powstawania i ewolucji genow.

W trakcie studiowania rozprawy doktorskiej Pani Marszatek-Zehczak nasuneto mi sie kilka
pytan, ktére chciatbym przedyskutowac w trakcie obrony rozprawy:

1. W schemacie przedstawionym na Rys. 1.1 pokazano, ze zmiennos¢ genetyczna wptywa
na zmienno$¢ epigenetyczng. Czy jest mozliwa relacja odwrotna i czy mozna
zaproponowac¢ mechanizmy, ktére mogtyby jg wywotywacé?

2. We Wprowadzeniu Doktorantka forsuje hipoteze, ze organizacja gendéw szlaku
metabolicznego w klastry sprzyja koregulacji ich ekspresji. Jednak fakt, ze dla
zdecydowanej wiekszosci gendéw oddzielna lokalizacja nie jest przeszkodg w
synchronizacji transkrypcji sugeruje, ze nie jest to element kluczowy dla istnienia takich
klastrow. Zatem czy organizacja klastrowa ma jakiekolwiek zalety w genomach
eukariotycznych? A moze jest raczej efektem szczegdlnego sposobu powstawania tego
typu szlakdw syntezy metabolitéw wtérnych?

3. Kontynuujgc w tym temacie: opisujgc zmiennosc¢ strukturalng klastra thalianolu
Doktorantka proponuje, ze wersja ciggta klastra znajduje sie w trakcie utrwalania w
populacjach A. thaliana w zwigzku z ich domniemang przewagg ewolucyjng. Czy jednak
fakt, ze wszystkie opisane u Arabidopsis klastry sg specyficzne jedynie dla tego gatunku,
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ewentualnie rodzaju, brak natomiast klastréw o silnie konserwowanym uktadzie genow, nie
sugeruje jednak, ze w diuzszej perspektywie czasowej ulegng one rozpadowi, podobnie
jak wiekszos¢ innych gendw? A moze znane sg przypadki klastrow metabolicznych o
zachowanej strukturze?

4. Poza klastrami metabolicznymi inng grupg genow, ktora czesto wystepuje w postaci rodzin
tandemowych u roslin sg geny odpornosci na patogeny. Jakie sg podobienstwa i réznice
dotyczace ewolucji i funkcjonowania tych dwéch typéw klastrow genowych?

5. Lynch and Conery w 2000 roku wykazali bardzo wysokg czesto$¢ zdarzen duplikacji
genow przy jednoczesnym relatywnie szybkim zanikaniu ich zduplikowanych kopii w ciggu
kilku milionéw lat po powstaniu (Lynch and Conery, Science, 2000). Zaledwie niewielki
utamek nowo powstatych gendw ma szanse na utrwalenie w genomie w toku
subfunkcjonalizacji lub neofunkcjonalizacji. W jakim stopniu Pani wyniki dotyczgce
zmiennosci strukturalnej klastrow metabolicznych potwierdzajg te obserwacje?

6. Czy moze Pani zaproponowa¢ mechanizmy genetyczne, ktére prowadzg do powstawania
i ewolucji nowych regionéw CNV?

Chociaz pierwsze dwie publikacje sg tematycznie znacznie szersze niz ostatnia praca,
koncentrujgca sie na zmienno$ci klastréw metabolicznych, nie mam watpliwosci, ze wszystkie
prace stanowig spojny i wartosciowy naukowo cykl. Podsumowujgc moja recenzje chciatbym
podkresli¢ bogaty i zaawansowany warsztat bioinformatyczny zastosowany przez Doktorantke
w jej badaniach oraz gtebokg znajomos$¢ najnowszej literatury w zakresie analizy genomow
eukariotycznych. Osobiscie jestem bardzo ciekawy dyskusji z Doktorantkg na temat ewoluciji
strukturalnej rodzin genowych, ktérg odbedziemy w trakcie obrony pracy!

Nie mam watpliwosci, ze w swojej rozprawie Pani mgr inz. Marszatek-Zenczak podjeta istotny
problem badawczy oraz przedstawita w sposob satysfakcjonujacy jego rozwigzanie. Dlatego
z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca Pani Matgorzaty
Marszatek-Zenczak pt. ,Udziat polimorfizmu liczby kopii w ksztattowaniu wewnatrzgatunkowej
zmiennosci strukturalnej metabolicznych klastrow genow u Arabidopsis thaliana” spetnia
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 Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w
sprawie szczegotowego trybu i warunkdéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie
doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora
(Dz.U. 2018 poz. 261) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o
dopuszczenie Pani Matgorzaty Marszatek-Zenczak do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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