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1. Podstawy formalne recenzji

Podstawsg formalng recenzji jest decyzja Rady Naukowej Instytu Chemii Bioorganicznej PAN z
dnia 1 sierpnia 2023 r powotujaca recenzentow pracy pt. “Udzial polimorfizmu liczby kopii w
ksztaltowaniu wewnatrzgatunkowej zmienno$ci strukturalnej metabolicznych klastrow genéw u
Arabidopsis thaliana™.

Przedstawiona praca doktorska zostata zrealizowana w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Zmieriko, prof. IChB PAN przy wykorzystaniu srodkéw finansowych
z projektu  NCN/OPUS/2014/13/B/NZ2/03837 pt. "Poszukiwanie mechanizméw indukujacych
polimorfizm liczby kopii duzych fragmentéw genomu oraz zwigzkéw tego zjawiska z tworzeniem i
ewolucjg metabolicznych klastrow gendéw". Wyniki realizacji pracy doktorskiej wtaczono do trzech
wieloautorskich publikacji recenzowanych w czasopismach Frontiers in Plant Sciences oraz Plant Cell.
Wszystkie prace sg pracami oryginalnymi, w jednej z nich Kandydatka jest autorem wiodacym. Dorobek
Doktorantki obejmuje ponadto wspétautorstwo dwu publikacji niewchodzacych w sktad pracy.

Rozprawie towarzyszy zestaw o$wiadczen wspétautoréw prac wehodzacych w sktad cyklu. Z
o$wiadczen tych mozna wnioskowa¢, ze mgr inz. Matgorzata Marszatek-Zenczak odegrata istotng role
w przeprowadzeniu opisanych badan jak réwniez brata udziat przygotowaniu samych publikacji na
poszczegolnych etapach edycji. W $wietle przedstawionych danych, dobor tych prac nie budzi moich
watpliwosci. Wobec braku istotnych niedociagnie¢ procesu recenzenckiego opublikowanych prac
recenzowanych, nie widze zatem koniecznosci omawiania ich strony edytorskiej w dalszej cze$ci mojej
oceny.
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2. Ocena

Zlozona praca zostala opatrzona obszernym autoreferatem stanowigcym wstep do analizowanych
probleméw (zaréwno identyfikacji wariantow strukturalnych, w tym wariantéw kopijnosci; jak i
zroznicowania pod tym wzgledem klastrow metabolicznych). Autorka w liczacym 35 stron
autoreferacie (nie liczac sekcji technicznych), w sposéb przekrojowy podsumowuje uzyskane wyniki
badarl, jak rowniez ich podstawy praktyczne i teoretyczne oraz znaczenie. Pewien niedosyt budzi sekcja
podsumowujaca, w ktérej chetnie przeczytalbym wigcej na temat perspektyw dalszych badan oraz
nowych narzedzi w niezwykle dynamicznie rozwijajacej sie dziedzinie jaka sa studia nad
zréznicowaniem strukturalnym i sekwencyjnym (pan)genoméw roslinnych.

W cyklu zgloszonych prac, pierwsze dwie stanowig fundament warsztatu odpowiednio

eksperymentalnego i bioinformatycznego wykorzystanego przez Doktorantke najpetniej w ostatniej
publikacji cyklu.

W pierwszej z prezentowanych prac “MLPA-Based Analysis of Copy Number Variation in Plant
Populations” (Frontiers in Plant Science, 2017), rola Doktorantki obejmowata optymalizacje ilogci
matrycy do rozwijanego zastosowania technik MLPA w badaniach Arabidopsis thaliana. Udziat
Autorki mimo zwigzlego opisu, oceniam jako kluczowy dla efektywnego i powtarzalnego zastosowania
techniki w badaniach kopijnosci u Arabidopsis (patrz ponizej). Nalezy podkreslié, ze uzycie MLPA w
analizach kopijnosci u rzodkiewnika miato w duzym stopniu charakter pionierski. Co niezwykle istotne,
zweryfikowany i zoptymalizowany protokét stanowi podstawe eksperymentalnej weryfikacji wynikow
bioinformatycznych w trzeciej pracy osiagniecia (analizy MLPA prowadzone dla 13 genéw w 232
liniach, uzupelnione dodatkowo o analizy droplet digital PCR).

W drugiej pracy pt. “AthCNV: A Map of DNA Copy Number Variations in the Arabidopsis
Genome” (Plant Cell, 2020), ilo$ciowy wktad Doktorantki w stworzenie bazy i powstanie publikacji byt
zdecydowanie wigkszy. Utworzony przez autoréw katalog duzych indeli (o dtugosci 50-499 pz) oraz
regiondw o zmiennej liczbie kopii w ponad 1000 naturalnych linii Arabidopsis jest niezwykle
przydatnym zasobem w poréwnawczych analizach zmiennosci strukturalnej genomu krzyzowych. W
pracy, Kandydatka wykonata zar6wno wigkszo$¢ analiz wariantéw strukturalnych z wykorzystaniem 4
z 7 opisywanych narzedzi, jak i opracowala podsumowania calosci wynikéw z wykorzystaniem
autorskiego srodowiska integracji danych. Wykonata réwniez analizy GWAS i PCA, zawarte zarowno
w tej jak i ostatniej publikacji. W kontekscie catosci cyklu, jej wkitad stanowi fundament niezbednego
warsztatu bioinformatycznego oraz (jako udostepniona spolecznosci naukowej baza danych) istotny
przyczynek do zrozumienia zakresu zréznicowania strukturalnego genomu réznych linii rzodkiewnika,
réwniez w kontekscie ewolucyjnym.

Trzecia z przedstawionych prac “Analysis of Arabidopsis non-reference accessions reveals high
diversity of metabolic gene clusters and discovers new candidate cluster members” (Frontiers in Plant
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Science, 2023) zastuguje na szczegélne wyrdznienie. Synteza wykorzystywanych uprzednio technik
bioinformatycznych i eksperymentalnych umozliwita Doktorantce szczegétowe okreslenie
zrznicowania strukturalnego klastréw metabolicznych Arabidopsis thaliana. Warto podkreslié, iz dla
szczegblowo przebadanych gendéw, zaobserwowano wysokg zgodno$¢ wynikéw analiz
bioinformatycznych i eksperymentalnych (98,8%). Szczegétowe wnioski dotycza czterech klastrow
biosyntezy terpenoidéw (tirucalladienolu, marneralu, thalianolu i arabidiolu/baruolu). Sposréd
wymienionych, klastry biosyntez tirucalladienolu i marneralu wykazaly jedynie minimalne
zroznicowanie. W przeciwienstwie do powyzszych, skupiska genéw zwiazanych z biosynteza
odpowiednio thalianolu i arabidiolu/baruolu charakteryzowato wysokie zréznicowanie strukturalne.

W tym ostatnim klastrze, zidentyfikowano dlugg insercje zawierajaca dywergentne duplikaty
genéw CPY705A2 oraz BARSI - identyfikujagc w ten spos6b nowa, prawdopodobnie funkcjonalna
syntaz¢ oksydoskwalenowg BARS2. Wyniki uzyskane przez Doktorantke wskazuja na intensywnosé
zmian ewolucyjnych klastra datowang na okres po rozdzieleniu linii gatunkowych Arabidopsis thaliana
1 4. lyrata i odzwierciedlong w zréznicowaniu obecnych populacji rzodkiewnika.

Wyniki badaf potwierdzity ponadto zmieniong ekspresje klastra w liniach rzodkiewnika
zawierajacych insercj¢. Co znamienne, wspomniane linie wydaje sie charakteryzowa¢ odmienny
fenotyp (dynamika wzrostu systemu korzeniowego) oraz preferencje $rodowiskowe (ciepte strefy
klimatyczne). Mimo braku silniejszego potwierdzenia statystycznego, badania te ze wszech miar
zastuguja na dalsze rozwinigcie. Na uwage, moim zdaniem, zastuguja réwniez sprawne wykorzystanie
dyskretnego kodowania zmian typu CNV w analizie asocjacyjnej oraz identyfikacja prawdopodobnej
subfunkcjonalizacji pary BARS1/BARS?2 na drodze zmian profilu ekspresii.

Wobec wicloautorskiej natury prac, nalezy podkresli¢ iz autorski wkiad Doktorantki jest jasno
okreslony. Tym samym wpisuje si¢ w nature osiggniecia jako syntezy wspéttworzonych warsztatow
eksperymentalnego i bioinformatycznego, w celu lepszego poznania ewolucji klastrow metabolicznych
u roslin. Zwlaszcza ostatnia praca, obszerna i syntetyczna, laczaca techniki eksperymentalne i
bioinformatyczne, w udanej analizie skomplikowanego zagadnienia ewolucyjnego, zashuguje moim
zdaniem na szczego6lne wyrdznienie.

Opré6cz omowionych powyzej prac wehodzacych w sklad rozprawy doktorskiej, Kandydatka jest
réwniez wspotautorkag dwu kolejnych prac (International Journal of Molecular Sciences, 2021;
Functional& Integrative Genomics, 2023) dotyczacych odpowiednio polimorfizméw genu EGFR w
kontekscie chemioterapii drobnokomorkowych guzéw tkanki plucnej oraz zréznicowania kopijnosci
gendw mikroRNA u Arabidopsis thaliana. Rosngca aktywno$é publikacyjna w ostatnich latach
dodatkowo $wiadczy o dojrzatosci naukowej i interdyscyplinarnym potencjale Autorki.
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3. Pytania i uwagi

Z recenzenckiego obowiazku, pragng zwroci¢ uwage Autorki na kilka punktow, ktore wzbudzity
w trakcie lektury moje zastrzezenia. Jako czytelnikowi, sekcja 1.2 wprowadzenia (Identyfikacja
wariantéw strukturalnych w genomie czlowieka i ich zwigzek z fenotypem) wydaje sie stosunkowo
luzno zwigzana z pozostalymi i relatywnie zbedna. Pozostate sekcje tekstu wydajg sie wyczerpujace,
napisane zwigzlym i klarownym j¢zykiem i opatrzone licznymi odniesieniami literaturowymi.

W sekcji 1.6 wprowadzenia Autorka definiuje metabolity wtorne jako zwigzki, ktore “nie sg
niezbgdne dla wzrostu i rozwoju samej roéliny” i “odgrywaja duza role w komunikacji miedzy ro$ling
a $rodowiskiem”. Ze wzgledu na nasze rosngce zrozumienie roli tych metabolitéw w srodowisku
naturalnym, sugerowalbym dokladniejsza kwalifikacje tego rodzaju definicji. Zwigzki te nie sa
wprawdzie niezbedne w konktescie przezycia w warunkach $cisle kontrolowanych, jednak w warunkach
naturalnych (tj. konkurencji o ograniczone zasoby $rodowiskowe) mogg odgrywaé jak najbardziej
kluczowa rol¢. Kwalifikacja powyzsza jest tym istotniejsza ze wzgledu na udokumentowany wplyw

zwigzkow takich jak marneral na istotne cechy rozwojowe komorki (m.in. cytowana przez autorke praca
Guo i in. 2012).

Jak wspomniatem wczesniej, pewien niedosyt budzi podsumowanie autoreferatu (rozdziat 4),
bylbym wiec Kandydatce wdzigczny za podzielenie si¢ swojg oceng perspektyw i wyzwan stojacych
przed analizami pangenomu roslinnego podczas obrony rozprawy.

Podczas lektury pracy nasunety mi sie nastepujgce dodatkowe pytania:

1) W ostatnich kilku latach zidentyfikowano istotnie wiekszg liczbe przypuszczalnych klastréw
biosyntezy w genomach ro$linnych. W pracy opisujacej narzedzie plantiSMASH stuzace
identyfikacji klastrow na podstawie sekwencji (Kautsar i in. 2017), w genomie Arabidopsis
zidentyfikowano miedzy 31 a 114 klastrow kandydackich (w zaleznosci od przyjetych
pozioméw odcigcia). Czy wykonano jakie$ analizy wstepne (np. bioinformatyczng ocene z
wykorzystaniem AthCNV, co sugeruje tre$¢ trzeciej pracy) na pozostatych klastrach
kandydackich rzodkiewnika? Jesli tak, jakie byly ich wyniki?

2) W odniesieniu do wniosku pracy dotyczacego zmiennosci gendw kodujgcych syntazy terpenowe
lub cytochromy P450 (w kontrascie do loci niesparowanych). Czy wykonywano réwniez analizy
presji selekcyjnej (np. z wykorzystaniem stosunkowo odpornej na bledy nadszacowania
metodyki, opisanej w pracy Davydow i in. 2019; https://doi.org/10.1093/molbev/msz04¢)?
Analizy selekcji moglyby w tym kontekécie dostarczy¢ cennych informacji o funkcji
adaptacyjnej poszczegdlnych zmian SNP.

Powyzsze uwagi i pytania, w najmniejszym stopniu nie obnizajg oceny przedstawionej pracy,
stanowigc wyraz ciekawosci naukowej oraz przemyslen recenzenta.
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6. Whnioski koncowe

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelia 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 warunkéw przeprowadzania
czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o
nadanie tytulu profesora (Dz.U. 2018 poz. 261) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Malgorzaty Marszalek-Zenczak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, wnoszg o rozpatrzenie mozliwosci wyr6znienia pracy.

dr hab. Grzegdrz Koczyk
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