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Ocena pracy doktorskiej mgr inz. Anastasii Satyr

»Variation of the receptor-like protein gene family in the Arabidopsis thaliana genome revealed

by nanopore sequencing and de novo assemblies”

Niniejsza ocena zostala wykonana na podstawie zlecenia zgodnego z uchwala Rady Naukowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o powofaniu recenzentow w przewodzie doktorskim

mgr inz. Anastasii Satyr z dnia 5 grudnia 2025 r.

1. Zakres pracy

Praca doktorska mgr inz. Anastasii Satyr opisuje wyniki badan majacych na celu scharakteryzowanie
zmiennosci sekwencji genow nalezacych do rodziny Receptor-Like Protein (RLP) w wybranych
akcesjach Arabidopsis thaliana. Gléwna hipoteza badawcza mowita, ze cel ten moze by¢ osiagniety
poprzez poznanie, z odpowiednig dokladnoscig, genomoéw badanych rodlin za pomoca
sekwencjonowania. Realizacja badan obejmowala opracowanie protokotu ekstrakcji genomowego
DNA, sekwencjonowanie DNA metoda nanoporows, sktadanie i adnotacje genomow, ocene jakosci

uzyskanych sekwencji oraz analiz¢ polimorfizmu genéw RLP.

2. Opis formalny pracy

Praca sktada si¢ z szedciu rozdziatow, o ukladzie typowym dla rozpraw doktorskich. Wstep
rozpoczyna omdwienie mechanizméw reakcji roslin na czynniki chorobotwércze i przedstawienie
glownych rodzin gendéw odpornosci, w tym genéw RLP, oraz roli wariantéw strukturalnych
1 transpozondéw w zmiennosci genomoOw. Nastgpnie przedstawione sg metody identyfikacji
wariantow strukturalnych korzystajace z hybrydyzacji lub sekwencjonowania, ze szczegblnym
uwzglednieniem metody nanoporowe]j dostarczajacej diugich odczytow DNA, dla ktorej opisane sa
takze metody ekstrakcji DNA i narzedzia do analizy danych. Wstep obejmuje tez przeglad literatury
dotyczacej analizy wariantow strukturalnych w A. thaliana i opis kolejnych uzyskanych genomow
referencyjnych tej rosliny. Rozdzialy 2 i 3 to, odpowiednio, przedstawienie celow prowadzonych
badan i wykorzystanych materialdow i metod. Opisany jest sposob uprawy roslin, ekstrakcji DNA
i przygotowania bibliotek do sekwencjonowania, po czym przedstawione sa narzedzia
bioinformatyczne uzyte w kolejnych krokach analizy danych. Po przedstawieniu wynikow w rozdziale
4 nastepuje dyskusja, zakonczona sformulowaniem dziesigciu wnioskéw. Spis literatury liczy 192

pozycje, za$ cata praca 119 stron.



3. Ocena sposobu realizacji

Wspotczesne metody sekwencjonowania DNA pozwalaja na szeroko zakrojone badania polimorfizmu
genow 1 zmiennosci catych genomdéw pomigdzy formami roslinnymi. Jest to celowe szczegdlnie dla
gendw lub rodzin genéw determinujacych istotne wiasnosci roslin, takie jak odpornos¢ na choroby.
Recenzowana rozprawa opisuje badania wpisujace si¢ w ten nurt. ‘

Informacje przedstawione w czesci wstepnej pokazuja, ze szczegdtowy dobor tematyki badan
odbywat si¢ na podstawie szerokiej analizy interesujacych klas genéw oraz wiadomosci o ich znanych
i postulowanych funkcjach. Metodyka badan zostata dobrana na podstawie przegladu dostepnych
obecnie technik sekwencjonowania, a wybdr techniki nanoporowej jest dobrze uzasadniony. Jako
material badawczy zostaly wybrane akcesje A. thaliana, dla ktérych zlozenia genomodw nie byly
dostepne, pochodzace z réznych regionéw geograficznych. Uwage zwraca wyczerpujace opracowanie
rezultatdw badan nad zmiennoscig strukturalna w Arabidopsis prowadzonych na przestrzeni lat 2007-
2025, ktore pozwolito na dobranie materiatu i metodyki. Wybor metod i narz¢dzi przetwarzania
danych zostal poczyniony sposrdd wielu dostepnych programoéw wilasciwych dla analizy dhugich
odczytéw DNA; narzedzia te s3 dobrze opisane, wraz z podaniem zastosowanych wartosci ich
parametrow,

Przebieg i wyniki badan sg opisane w sposdb wyczerpujacy. Opracowany protokot ekstrakeji
DNA okazat si¢ skuteczny, co pokazuja przedstawione w Tab. 7 i 9 charakterystyki liczby, dtugosci
i jakosci odczytdéw w uzyskanych zbiorach danych oraz dobre pokrycie genomu. Zaobserwowano
pewna zmiennos¢ charakterystyk pomiedzy akcesjami, lecz wydaje sig, Ze byta ona na dopuszczalnym
poziomie.

Sktadanie genomoéw wykonano najpierw za pomocg pigeiu réznych narzedzi dla jednej
z badanych akcesji. W wyniku poréwnania otrzymanych zbiorow kontigdw do dalszych obliczen
wybrano narzedzia Canu i Flye, ktore dostarczyly najdiuzszych kontigéw, o najkorzystniejszych
parametrach N50 i L50. Wyniki skladania otrzymane tymi narzgdziami dla wszystkich o$miu akcesji
oceniono szczegotowo pod wzgledem liczby i dlugosci kontigdéw oraz parametrow finalnie
otrzymanych (z wykorzystaniem genomu referencyjnego ekotypu Col) skafoldéw. Nastegpnie oceniono
cale genomy — pod wzgledem zawartosci genéw (Busco) oraz kompletnosci regionow telomerowych
i centromerowych.

Kolejnym etapem pracy byla adnotacja genomoéow pod wzgledem zawartosci gendw,
wykonana poprzez odnalezienie genéw obecnych w genomie referencyjnym oraz adnotacje de novo.
Na tej podstawie szczegdlowo przeanalizowano polimorfizm genéw RLP pomigdzy badanymi
akcesjami, prezentujac wszystkie zaobserwowane warianty strukturalne. Warianty przedstawiono
i przedyskutowano w odniesieniu do pojedynczych gendw oraz skupien gendw, na poziomie
sekwencji DNA i kodowanych biatek. W analizie polimorfizméw i poziomdéw ekspresji gendéw
postugiwano sie¢ dostgpnymi publicznie zbiorami krotkich odezytow RNA.

Na podstawie powyzszego nalezy stwierdzi¢, ze zaplanowanie i przygotowanie badan odbyto
si¢ w sposob prawidlowy, na podstawie szerokiego przegladu dostepnej wiedzy. Opracowany ciag

dziatan badawczych byt spdjny. Analizy danych zostaly wykonane za pomoca wlasciwych narzedzi
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bioinformatycznych. Uwage zwraca bardzo wnikliwe podejscie do oceny jakosci uzyskanych danych
sekwencyjnych oraz genoméw powstalych przez skiadanie odczytow. Analiza jakoSci jest
wielostronna i pokazata, ze wyniki mogly postuzy¢ do wnioskowania na temat polimorfizmu wybranej
rodziny genow. Bardzo wnikliwa jest rowniez analiza wariantdw strukturalnych.

Dyskusja wynikow dotyczy, w pierwszej czescei, zagadnieﬁ.zwiqzanych z sekwencjonowaniem
nanoporowym i skladaniem genoméw - w odniesieniu do uzyskanych wynikéw, w aspekcie ich
jakosci oraz mozliwych innych zastosowan. Druga czes¢ dyskusji zawiera uwagi na temat
zaobserwowanej zmiennosci genéw RLP, w aspekcie podzialu genow ze wzgledu na postulowane
funkcje oraz lokalizacje jako gendéw izolowanych lub w obrebie skupien. Elementy dyskusji badz
pordwnania z wynikami uzyskanymi przez innych autordéw sa tez umieszczone w kilku miejscach
w rozdziale 4. Konczace prace konkluzje sg dobrze umotywowane trescia pracy.

Podsumowujgc oceng merytoryczng nalezy stwierdzi¢, ze w przeprowazonych badaniach
zrealizowano postawiony cel polegajacy na konstrukcji dobrej jakosci sekwencji genomowych
wybranych akcesji 4. thaliana i analizy tych sekwencji pod wzglgdem zmiennosci genéw RLP
wynikajgcej z obecnosci wariantow strukturalnych. Badania przeprowadzono za pomocg prawidlowo
dobranych metod laboratoryjnych. Zastosowane narzedzia obliczeniowe zostaly dobrze dobrane
i uzyte. Jakkolwiek sa one stosowane obecnie w wielu projektach badawczych, to jednak zawsze
stawiaja wyzwania wynikajace z charakterystyki dostepnego materialu  biologicznego

i wygenerowanych danych, tak wigc analizy tego typu sa dalekie od rutynowych.

4. Pytania

- Transformacja danych surowych na odczyty nukleotydow jest waznym etapem przetwarzania
danych. Czy na tym etapie testowano inne opcje narzedzia guppy, np. tryb ,,super dokladny™; jezeli
tak, to jak wypadto poréwnanie doktadnosci i kosztow obliczen?

- W pierwszym kroku analizy, testowano wykorzystanie pigciu assemblerdw dla danych z jednej
akcesji. Dwa z nich, HASLR i SPAdes, daty wyniki znacznie gorsze od pozostatych. Czy mozna to
wyjasni¢ ich innym przeznaczeniam lub jakimis znanymi wiasnosciami?

- W analizie danych dla o$miu akcesji zastosowano dwa narzedzia: Canu i Flye. W kilku miejscach
nastgpuje poréwnanie wynikow uzyskanych tymi assemblerami, m.in. pod wzgledem dokladnosci w
regionach powtarzalnych (s. 69), ciggtosci (dla niektorych akcesji, str. 72), polimorfizméw (s. 80).
Czy te rdznice mozna wyjasni¢ przez jakie$s wilasnosci metodyki lub algorytmoéw zastosowanych w

tych programach?

5. Uwagi stylistyczne i terminologiczne

Praca jest napisana zrozumialym i precyzyjnym jezykiem, prostym - na ile to mozliwe w opisie
wynikow badan naukowych uzyskanych zaawansowanymi narzedziami. Zauwazylem drobne bledy
w streszczeniu w j. polskim (np. ,,sekwencjonowanie dlugich odezytéw” — lepiej ,,sekwencjonowanie

dtugich odcinkow™, ,.w regionach powtérzonych™ — lepiej ,regionach charakteryzujgcych sie



powtarzalnoscig sekwencji”). Ponadto na str. 45/3 winno by¢ “plant cultivation” zamiast “plant

breeding”, zas na str. 65/15 jest zbedny tekst ,,in the multiple challenge”.

6. Konkluzja

Recenzowana praca zawiera nowe wyniki naukowe poszerzajace wiedzg o polimorfizmie genéw RLP
w A. thaliana 1 pangenomie tej rosliny. Wyniki zostaty uzyskane z wykorzystaniem protokotu, ktéry
moze by¢ zastosowany w wielu innych sytuacjach. Nastapito juz wykorzystanie wynikoéw z tej pracy
w innych zagadnieniach. Badania wymagaly opanowania zaréwno technik eksperymentalnych, jak
i wielu procedur analizy danych. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscig prowadzenia badan w obu
tych obszarach i interpretacji ich wynikéw. Na podkreslenie zastuguje dociekliwosé rozwazan
zwigzanych z oceng jakosci danych i rezultatbw oraz mozliwym znaczeniem znalezionych
polimorfizmow.

W zwigzku z tym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spenia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora
w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr inz. Anastasii Satyr do dalszych etapow postgpowania

o nadanie stopnia doktora.
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