Prof. dr hab. Jakub Sawicki

Katedra Botaniki i Ochrony Przyrody

Wydziat Biologii i Biotechnologii

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
Tel. 792 231 746

e-mail: jakub.sawicki@uwm.edu.pl

RECENZJA
Pracy doktorskiej mgr Aleksandry Skalskiej

wykonanej w Zespole Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Ro$lin Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska

Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, pod opicka naukowa
Pana prof. dr hab. Roberta Hasteroka oraz Pani dr hab. Karoliny Susek, pt:

"Porownawcza analiza molekularna Brachypodium distachyon w celu poznania
mechanizmow adaptacji do warunkéw §rodowiska"

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, zgodnie z wymaganiami art. 20 ust. 5 Ustawy z 14
marca 2003 roku o stopnia i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. z 2003, Nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Skalskiej porusza
bardzo interesujace zagadnienia z zakresu adaptacji do zmiennych warunkéw $Srodowiska
modelowego gatunku Brachypodium distachyon, stosujac coraz popularniejsze w biologii
eksperymentalnej podej$cie mulitiomiczne. Celem pracy byla analiza genomu, epigenomu,
metabolomu oraz fenotypu Brachypodium w kontek$cie stresOw suszy i zasolenia oraz
zmiennych warunkow §rodowiskowych.

Recenzowana praca doktorska Pani mgr Aleksandry Skalskiej przedlozona zostata w
formie trzech oryginalny prac opublikowanych w renomowanych czasopismach o
wspolczynniku oddziatywania (5,924 w przypadku pracy pierwszej i trzeciej oraz 6,600 w
przypadku pracy drugiej), oraz ujetych w formie manuskryptu autoreferatu wprowadzajacego
czytelnika w zagadnienia bgdace przedmiotem opublikowanych prac.

Wktad Pani mgr Aleksandry w powstanie przedtozonych prac jest znaczacy. W dwoch z nich
jest pierwszym autorem, a jej wktad, zgodnie z zatagczonymi o§wiadczeniami oraz wykazem
udzialu autorow na koncu z kazdej prac dotyczyl bardzo szerokiego zakresu



przeprowadzonych badan obejmujacych zaréwno czgsci eksperymentalne, analize
statystycznag i bioinformatyczng oraz pisanie manuskryptow.

Prace otwiera liczacy 25 stron autoreferat obejmujacy wprowadzenie, cele badawcze,
metodyke oraz wyniki i1 dyskusje. Wyznaczone trzy gtowne cele badawcze jasno nawigzuja to
tresci publikacji stanowigcych trzon rozprawy doktorskiej: 1) poznanie zmienno$ci
genotypowej 1 epigenetycznej Brachypodium w zaleznosci od zmiennych warunkéw
srodowiska; 2) charakterystyke profili metabolicznych Brachypodium zwigzanych z
procesami adaptacyjnymi do warunkow stresu suszy; 3) okreslenie wplywu stresu solnego na
procesy komorkowe zachodzace w trakcie kietkowania nasion Brachypodium.

Zagadnienia poruszane w wprowadzajagcym autoreferacie nawigzuja do tematyki prac
wchodzacych w sktad rozprawy, ale sa potraktowane do$¢ pobieznie. O roli epigenetyki w
adaptacji do zmiennych warunkow $rodowiska moze napisa¢ do$¢ obszerny elaborat, a
informacje zawarte w prowadzeniu 1 dyskusji sg do$¢ skromne, a stanowig przeciez gtéwny
cel badan.

Pewna niekonsekwencja pojawita si¢ w kontekScie wyjasniania stosowanych skrotow,
pomimo pochylenia si¢ nad dekodowaniem do$¢ oczywistych poje¢ jak DNA czy SNP,
Autorka nie rozwingta zdecydowanie rzadziej uzywanych nazw jak CpG, CHG czy CHH.
Osobiscie nie jestem zwolennikiem stosowania ,,stowniczka”, ale przyjeta formute nalezy
stosowac konsekwentnie. Podobnie wyglada kwestia pisowni nazw lacinskich kursywa, ktora
to zasada dotyczy takze nazw rodzajowych.

Osobna kwesti¢ stanowi do$¢ mato precyzyjne stownictwo z zakresu genomiki populacyjnej
stosowane w autoreferacie. W pracy opublikowanej w IJMS (2020) nie analizowano struktury
genomicznej osobnikow, mozemy moéwié co najwyzej o heterozygotycznosci, badz tez, co
najpewniej Autorka miala na mysli, struktur¢ genetyczng (genomiczng) populacji. Nie
twierdzg, ze nie mozna bada¢ zrdéznicowania struktury genomu, ale nie za pomocg metod i
narzedzi stosowanych w wspomnianej pracy. Dyskutowatlbym takze nad stosowaniem
terminu synonimiczny w kontekscie homologii.

Autoreferat na pewno spelnia podstawowe wymagania formalne stawiane temu elementowi
rozprawy doktorskiej, pozostawia jednak spory niedosyt, szczegolnie w dos¢ trudnej kwestii
integrowania wynikéw uzyskanych w bardzo zréznicowanych pod katem metodyki 1 zakresu
badan pracach.

Powyzsze uwagi maja charakter w wigkszosci charakter edytorski i nie rzutuja w zadnym
stopniu od pozytywny odbidr zasadniczej czg$¢ rozprawy sktadajacej sie¢ z trzech
opublikowanych prac naukowych. Prace te zostaly juz poddane wnikliwiej ocenie przez
recenzentdw 1 redaktorow czasopisma, potwierdzajac tym samym wysokg wartos¢ naukowa
zawartych w niej wynikow.

Pierwsza z prac wchodzacych w sktad rozprawy mgr Aleksandry Skalskiej porusza
zagadnienie zmienno$ci genomu i epigenomu osobnikow pochodzacych z naturalnych
populacji Brachypodium 1 zostala opublikowana w czasopisSmie International Journal of



Molecular Sciences. Czasopismo to znajduje si¢ obecnie w pierwszym kwartylu rankingu
JCR z wartos$cig wspotczynnika IF wynoszacym 5,924.

Zagadnienia poruszane w pierwszym artykule s3 bardzo szerokie obejmujgce analizg
genomiczng, epigenetyczng, fenotypowa oraz modelowanie warunkow klimatycznych.
Roéznorodnosé zastosowanych metod obejmujagca DNA-seq, Meth-Seq, fenotypowanie oraz
analize modelowania klimatu w pelni uzasadnia do$¢ pokazng liczbe wspdtautorow pracy.
Kazda z analiz moglaby praktycznie stanowi¢ material na odrgbny artykul, integracja
uzyskanych danych w jednym artykule z pewnos$cia byta trudnym wyzwaniem. Stad tez
wynikly pewne niescistosci nomenklatoryczne w zakresu genomiki populacyjnej. Pojecie
SNPa synonimicznego ograniczytbym raczej do zakresu sekwencji kodujacych biatka (CDS),
w konteks$cie zmian sekwencji DNA nie powodujacych zmian sekwencji aminokwasowej. W
metodyce pierwszej pracy raczej sktanialbym si¢ do uzywania pojecia homologiczny. Dos¢
enigmatycznie opisano rowniez mechanizm identyfikacji SNPow: odcigcie SNPOw z miejsc
o pokryciu mniejszym niz 50x przy zaktadanym w metodyce pokryciu 10x ograniczyto
detekcje SNPOw praktycznie do regionéw zduplikowanych genomu. Niejasny réwniez
wydaje mi si¢ wybdr metody konstrukcji biblioteki DNA-seq (TruSeq Nano), szczegodlnie w
kontekscie badania poziomu metylacji. Metody konstrukcji bibliotek bez PCR (chocby
TruSeq PCR-free) na pewno poprawilyby wyniki sekwencjonowania miejsc silniej
zmetylowanych 1 poprawily detekcj¢ SNPoOw w tych obszarach dostarczajac bardziej
ujednolicone pokrycie.

Troch¢ szkoda, ze w uzyskane dane populacyjne wykorzystano praktycznie tylko do analiz
opartych o klastrowaniu, potencjat uzyskanych danych NGS zdecydowanie pozwalat na
wiecej, w szczegolnosci z potgczeniem z danymi epigenetycznymi. O wystepowaniu izolacji
miedzy populacjami nie decyduje tylko przynalezno$¢ do danego klastra, ale takze poziom
przeplywu genow czy wystepowanie alleli prywatnych. Czy sa zatem dalsze plany na
wykorzystanie wygenerowanych danych?

Druga praca analizujaca wpltyw suszy na metabolom Brachypodium distachyon zostata
opublikowana w czasopismie Cells (drugi kwartyl rankingu JCR, obecny IF 6,600). Podobnie,
jak w pierwszej pracy, Doktorantka jest pierwsza autorka, przy zarazem ponad dwukrotnie
mniejszej liczbie wspotautorow. Na szczeg6lng uwage i1 pochwale zarazem zastuguje
wykorzystanie catkowicie odmiennego warsztatu obejmujacego analiz¢ z wykorzystaniem
spektrometru  masowego sprzezonego z  HPLC oraz powigzanych z tym metod
statystycznych. Dane metabolomiczne zostalty umiejgtnie skorelowane z zmiennymi
srodowiskowymi 1 populacyjnym uzyskanymi w pierwszej pracy, wykazujac istotne
zroznicowanie profili osobnikow pochodzacych z populacji nadmorskich i1 centralnych. Warto
podkresli¢ bardzo znaczaca role Doktorantki w praktycznie kazdym etapie badan i
powstawaniu pracy.

Trzecia praca wchodzagca w sktad rozprawy doktorskiej zawiera wyniki analiz
morfologicznych, molekularnych 1 cytologicznych okazow Brachypodium poddanych



dziataniu stresu badz szoku solnemu. Opublikowana zostata w czasopiSmie International
Journal of Molecular Sciences (IF=5,924) zaliczanym do pierwszego kwartyla rankingu JCR.
Doktorantka jest w niej drugim autorem, ale zgodnie z zalagczonym do rozprawy
o$wiadczeniami, jak rowniez roli autorow zamieszczonej w manuskrypcie, pani mgr
Aleksandra Skalska uczestniczyla w praktycznie wszystkich analizach laboratoryjnych jak
rowniez w opracowywaniu wynikow 1 pisaniu manuskryptu. Ponownie, wachlarz
zastosowanych metod okazata si¢ bardzo bogaty i z wyjatkiem spektrometrii mas, pozostate
metody, gtownie cytobiologiczne nie byly stosowane w poprzednich pracach. Czytajac ta
prace odniostem wrazenie, ze ma ona charakter badan wstgpnych, o czym zresztag wspomina
Doktorantka w autoreferacie, a jedynym czynnikiem wigzacym ja z poprzednimi pracami jest
badanie stresu. Szkoda, Zze w tej pracy nie zostal wykorzystany materiat biologicznych z
poprzednich prac oraz ,,omiczne” metody transkryptomiczne i epigentyczne. Pozwolitoby to
na do$¢ interesujace podsumowanie i1 ulatwilo Doktorantce budowanie interesujacego
podsumowania. Niemniej jednak, trzecia praca jest na pewno dzietem wartosciowym, nie
wiem jednak czy koncepcyjne dobrze si¢ wpisujgcym w tematyke poruszang w dwoch
pierwszych pracach. Przeprowadzenie zawartych w trzeciej pracy badan znaczaco rozszerzyto
warsztat naukowy Doktorantki o metody badania ekspresji genow oraz szereg metod
cytobiologicznych.

O wysokiej wartosci prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry
Skalskiej $wiadczg takze pierwsze pojawiajagce si¢ cytowania przez autoréw z innych
zespotéw badawczych, pomimo krotkiego okresu, ktory mingt od ich publikacji. Szczegdlne
uznaniem cieszy si¢ trzecie praca, ktora, poza autocytacjami, zostata zacytowana juz osiem
razy. Opublikowane prace znacznie rozszerzyty nasza wiedz¢ o modelowym gatunku trawy
Brachypodium distachyon zar6wno z zakresu ewolucji molekularnej, fizjologii i genetyki.

Podsumowanie

Cato$¢ przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej stanowi warto$ciowy wkiad w
poznanie mechanizméw adaptacji do warunkow §rodowiska Brachypodium distachyon.
Doktorantka zastosowata roznorodne metody analizy zréznicowania ma poziomach
genomiczny, epigenetycznym 1 fenotypowym, otwierajac sobie mozliwosci do
wielowymiarowej analizy wygenerowanych danych. Uzyskane wyniki sg bardzo interesujace
i stanowig duzy wklad w poznanie mechanizmoéw adaptacji Brachypodium distachyon do
warunkow $rodowiska. Recenzowana rozprawa doktorska sprawia wrazenie rzetelnej
rozprawy naukowej i1 speilnia wszystkie wymagania stawiany pracom doktorskim w mysl
ustawy z dn. 14 marca 2003 roku (dz. U. Nr 65 poz. 595 z p6zniejszymi zamianami) art. 13,
ust. 1.

W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ uprzejmie z wnioskiem do Wysokiej Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o przyjecie



rozprawy doktorskiej Pani magister Aleksandry Skalskiej 1 dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze zakres, nowatorsko$¢ i poziom przeprowadzonych badan wnosze o
wyroznienie rozprawy Pani mgr Aleksandry Skalskiej stosowng nagroda.

Z powazaniem,
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Jakub Sawicki

Olsztyn, 10 czerwca 2022 roku



