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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anastasii Satyr pt. ,,Variation of the receptor-like protein
gene family in the Arabidopsis thaliana genome revealed by nanopore sequencing and de

novo assemblies”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Anastasii Satyr wykonana zostata pod kierunkiem dr hab.
Agnieszki Zmienko w Zakladzie Genomiki Roslin Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Praca
skupia sie na badaniach wzorcow zmiennoéci strukturalnej (SV) w rodzinie genéw RLP w o$miu
zréznicowanych liniach Arabidopsis thaliana, z wykorzystaniem sekwencjonowania diugich odczytow oraz
sktadaniem sekwencji genomowych de novo.

Gtownymi celami pracy doktorskiej byty:

e opracowanie zoptymalizowanego protokotu izolacji wysokoczasteczkowego DNA (HMW DNA) z lisci
Arabidopsis;

e zsekwencjonowanie oraz zlozenie de novo wysokiej jakosci sekwencji genomowych dla o$miu wybranych
linii Arabidopsis;

e identyfikacja, adnotacja oraz poréwnanie regionow obejmujgcych geny RLP, w celu analizy ich
zmiennosci strukturalnej oraz identyfikacji nowych wariantow genéw RLP.

W wyniku realizacji pracy wszystkie powyzsze cele zostaly osiggniete.

Wstep pracy jest obszerny, logiczny i wzorowo udokumentowany. Stanowi klarowne i rzetelne wprowadzenie
do problematyki naturalnej zmiennosci genetycznej roslin, ze szczeg6inym uwzglednieniem wariantow
strukturalnych (SV) oraz ich roli w funkcjonowaniu systemu odpornosciowego. Autorka charakteryzuje
organizacje odpornosci roslin typu PTI oraz ETl — oraz szczegbtowo charakteryzuje role receptorow PRR, a
zwlaszcza rodzin RLP i RLK, w rozpoznawaniu sygnatow pochodzgcych od patogendw i aktywowaniu

odpowiedzi wewngtrzkomorkowych. Istotng cze$¢ rozdziatu po$wieca rowniez znaczeniu wariantow
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strukturalnych jako kluczowego zrodta zréznicowania genomow roslinnych. Uzasadnienie wyboru Arabidopsis
thaliana jako organizmu modelowego zastosowanego w pracy zostalo przeprowadzone kompetentnie i
spojnie, z odwotaniem do bogatej zmiennosci naturainej i szerokiego zakresu dostgpnych danych
genomowych. Autorka wyczerpujaco opisuje dotychczasowy stan wiedzy w tym zakresie oraz klarownie
uzasadnia koniecznosé zastosowania w swojej pracy sekwencjonowania dtugimi odczytami. Wstep stanowi
silny fundament merytoryczny rozprawy, wyraznie nakreslajac kontekst biologiczny i metodologiczny pracy
wraz z uzasadnieniem wyboru narzedzi i strategii badawczych. Pod wzgledem struktury, argumentacji i
kompletnosci prezentuje wysoki poziom naukowy i dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia analizowane
w dalszych czesciach pracy.

Nastepnie w sposob klarowny, konkretny i adekwatny do zakresu rozprawy Autorka przedstawia cele
badawcze, po czym w kolejnym rozdziale zamieszcza szczegdlowy i kompletny opis procedur
eksperymentalnych oraz metod bioinformatycznych zastosowanych w trakcie realizacji pracy. Autorka zwigzle
przedstawia wszystkie etapy pracy — od przygotowania materiatu biologicznego, poprzez sekwencjonowanie,
az po zaawansowane analizy bicinformatyczne. Pomimo zwigztosci, opisy s3 kompletne a ich szczegotowos¢
pozwala na jednoznaczng ocene rzetelnosci uzyskanych wynikow.

Gtowng czesé pracy stanowi rozdziat 4, w ktorym przedstawione zostaty uzyskane wyniki. Rozdziat zaczyna
sic od opisu zoptymalizowanego protokotu izolacji wysokoczagsteczkowego DNA, ktory zostat
zoptymalizowany dla celéw pracy (szczegblowo przedstawionego w Zatgczniku 1). Umozliwit on uzyskanie
diugich fragmentéw genomowego DNA niezbednych dia sekwencjonowania Nanopore. Wysoka jakos¢
uzyskanego materiatu znalazta swoje odbicie w przedstawionych wynikach sekwencjonowania Nanopore —
dla kazdej linii uzyskano $rednio 14,5 Gb, z pokryciem zazwyczaj przekraczajgcym 90x. Odczyty
charakteryzowaly sie znaczng dtugoscig (NSO w zakresie 12,6 do 19,8 z maksymalng diugoscig odczytow
powyzej 500 kb), stanowigc solidng podstawe do wysokiej jakosci ztozen genomow.

Nastepnie Autorka opisuje proces analizy bioinformatycznej uzyskanych odczytéw. Jednym z elementow
przeprowadzonych analiz byta walidacja dostepnych assembleréw w celu wyboru najbardziej efektywnego dla
uzyskanych danych. Spoéréd pigciu przetestowanych narzedzi wybrano canu i flye, generujace najpetniejsze
i najstabilniejsze zlozenia dla testowego genomu linii Mitterberg 2-185. Wybrane narzedzia postuzyly do
opracowania dla kazdego z o$miu genomow dwoch niezaleznych zestawow kontigow oraz reprezentacii
chromosomowych, wykorzystujac genom referencyjny Col-CC.v1 jako wzorzec dla konstrukcji scaffoldéw. Dia
kazdego ziozenia wykonana zostata kompleksowa analiza jakosci ziozenia obejmujgca ocene cigglosci
(NG50, LG50), kompletnosci (BUSCO, reprezentacja telomeroéw i centromerow) oraz poprawnosci (QV).
Zgodnie z uzyskanymi metrykami, uzyskane Ziozenia wykazywaly wysokg jakos¢ w obszarach
euchromatycznych, jednak odtwarzalnos¢ rejonow powtérzonych byla niska, pomimo zastosowania
technologii dtugich odczytow. Zaobserwowano takze komplementarne mocne strony obu assemblerow: canu
lepiej odtwarza telomery, natomiast flye wykazuje wyzsza efektywno$¢ dla centromerow.
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W wyniku adnotacji uzyskanych genoméw za pomocg narzedzia Liftoff zidentyfikowano ponad 27 tysigcy
genéw w kazdym ztozeniu. Dodatkowo w kazdym genomie zidentyfikowano de novo ok. 300 nowych genéw.
Adnotacja transpozonéw wykazata, ze okolo 10% zsekwencjonowanych genoméw stanowig elementy

ruchome, w wiekszosci silnie metylowane (5mC), co wskazuje na ich epigenetyczne wyciszenie.

Najobszerniejsza cze$¢ rozdziatu dotyczy analizy zmiennosci genéw RLP. Autorka identyfikuje wszystkie
potencjalne geny RLP w kazdym genomie i poréwnuje ich sekwencje, organizacje domen oraz ewolucje
miedzy analizowanymi liniami. Wyniki wskazujg na zréznicowang podatnos¢ tej rodziny na zmiennos¢
strukturalng: geny niezgrupowane sg na ogoét zachowawcze, natomiast geny wystepujgce w parach i klastrach
podlegajg licznym zmianom strukturalnym, w tym delecjom, duplikacjom i insercjom transpozonowym.
Przykiady obejmujg m.in. PAV genu RLP3 w parze RLP2-RLP3, duplikacje tandemowg RLP30, insercje TE w
parach RLP32-RLP33 oraz ztozone zdarzenia w klastrach RLP13-RLP16, RLP39-RLP42 i RLP47-RLP50.
Poprzez szczegétowg i doglebng analize zachowawczosci poszczegéinych klastrow Autorka wykazuje, ze
geny RLP sg znacznie bardziej dynamiczne ewolucyjnie, niz dotad zakiadano na podstawie danych
uzyskanych technologiami krotkich odczytow.

Praca zostata napisana poprawnym jezykiem, z wiasciwym stosowaniem odniesien. Rozdzialy dyskusja oraz
whioski trafnie podsumowujg uzyskane wyniki oraz umieszczajg je w kontekécie obecnego stanu wiedzy.
Miemniej, prosze o ustosunkowanie sie podczas obrony do nastepujacych pytan:

1. Czy wydajnos¢ opracowanego protokotu izolacji HMW DNA byfa poréwnywana z innymi protokotami?

2. Przedstawiony na Rycinie 9 rozkiad dtugosci odczytow uzyskanych dla linii Mitterberg 2-185 odstaje od
pozostatych zestawow danych. Z jakich wzgledow wiagnie ta linia (zestaw danych) zostata wybrana jako
referencyjna do przeprowadzenia walidacji assemblerow i czy odmienny rozktad diugosci odczytow mogt
mie¢ wplyw na wyniki analizy i wybér assemblera?

3. Czy analizowane linie wykazywaly podobiefistwa w zakresie czestosci wystepowania wariacji w obrebie
gendéw RLP lub w rodzajach wariancji obserwowanych w obrebie klastrow gendw RLP (np. czy sg linie
bardziej podatne na transpozycje lub PAV)?

4. W analizie wariancji wykorzystywane byly uzyskane w pracy dane z sekwencjonowania diugich odczytow,
jak réwniez dane uzyskane za pomocg krétkich odczytéw. Czy pomiedzy poszczegolnymi kiastrami
wystepowaly typy wariancji, ktorych czestosc wystepowania w poszczegolnych liniach powigzana bytaby

z zastosowang technikg sekwencjonowania?

Przedstawione powyzej pytania w Zzaden sposéb nie umniejszajg wysokiej jakosci przedstawionej pracy
doktorskiej. Zaprezentowane w pracy wyniki badan stanowig spojng catos¢, w kompleksowy sposoéb
charakteryzujac zmienno$¢ genéw RLP u Arabdopsis thaliana. Zostaty one opatrzone trafnymi wnioskami i
wyczerpujgco przedyskutowane w odniesieniu do istniejgcej wiedzy. Przedstawiona praca doktorska Swiadczy

o wysokiej dojrzatosci naukowej Autorki oraz stanowi cenny wktad w badania nad mechanizmami zmiennosci
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genetycznej roslin. Opisane w recenzowanej pracy wysokiej jakosci ziozenia genomoéw osmiu linii Arabidopsis

thaliana stanowig cenny zasob dla srodowiska naukowego oraz dla dalszych analiz. Ponadto, ujete w pracy
aspekty techniczne (protokét izolacji HMW DNA, wnioski z walidacji assembleréw) stanowig cenng wiedze dla
naukowcow podejmujgcych podobne tematy badawcze.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia 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 postepowania 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
whnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Anastasii Satyr do
dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.

Poznan, 11.02.2026
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Dr hab. Marek Zywicki
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