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Ocena pracy doktorskiej mgr Aleksandry Skalskiej
,Poréwnawcza analiza molekularna Brachypodium distachyon w celu poznania mechanizméw

adaptacji do warunkéw Srodowiska”

1. Zakres pracy

Praca doktorska mgr Aleksandry Skalskiej opisuje wyniki badania akcesji Brachypodium distachyon
prowadzonych w celu stwierdzenia, czy réznice pomigdzy nimi na poziomie molekularnym i
fenotypowym majg zwigzek z ich pochodzeniem z réznych lokalizacji charakteryzujgcych sig
zmiennymi warunkami Srodowiskowymi. Materiat badawczy obejmowal formy zebrane na terenie
Turcji. Zastosowane metody to analiza polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw, analiza metylacji
DNA, analiza profili metabolomicznych i fenotypowanie za pomocg obrazowania w warunkach
optymalinego i obnizonego nawadniania. Dodatkowo zbadano reakcje linii Brachypodium uznanej za
referencyjna na podwyzszone zasolenie gleby przeprowadzajac analizy cytogenetyczne, obserwacje
kietkowania i rozwoju korzeni, analize ekspresji wybranych gendéw, analiz¢ modyfikacji histonow

oraz analize podziatéw komérkowych.

2. Opis formalny pracy

Praca sklada sie z szeSciu rozdzialéw, z ktorych najwazniejsze to: 1. ,Autoreferat rozprawy”
przedstawiajacy wprowadzenie do rozwazanych zagadnief, cele pracy, podsumowanie metod i
wynikéw oraz dyskusje; II. ,,Publikacje wchodzace w skiad rozprawy” zawierajgcy reprinty trzech
artykutéw naukowych, w ktérych opublikowano wyniki sktadajace si¢ na rozprawe; oraz IIL
,,Wnioski” wymieniajacy najwazniejsze konkluzje. Prace uzupelniaja streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz o$wiadczenia wspétautoréw publikacji o wkladzie w poszczegélne badania. Cala

praca liczy 1035 stron.

3. Ocena sposobu realizacji

Wspolczesne badania biologiczne pokazuja, Ze cechy oraz zachowania organizméw determinowane sg
nie tylko przez genom rozumiany jako sekwencja nukleotydéw, lecz przez szerzej rozumiane
wiasno$ci chromatyny. Tak wiec praca polegajaca na opisaniu réznic genetycznych oraz réznic w
metylacji DNA w ro§linach Brachypodium w kontekscie przystosowania do $rodowiska, co stanowito
pierwszy cel pracy, sytuuje si¢ wéréd waznych tematéw podejmowanych przez genomikg roslin.
Dzialanie genomu i epigenomu przejawia si¢ w syntezie metabolitdw pierwotnych i wtdrnych, ktéra
jest modyfikowana przez czynniki stresowe, czemu po$wigcony zostal cel drugi. Trzecim celem byla

szczegdtowa analiza reakcji rolin na stres solny w warstwie proceséw komoérkowych.
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Wymienione wyzej cele realizowano w badaniach, ktérych wyniki sa przedstawione w trzech
pracach opublikowanych w czasopismach International Journal of Molecular Sciences oraz Cells.
Publikacja oznaczona jako IL1 pt. ,Genetic and methylome variation in Turkish Brachypodium
distachyon accessions differentiate two geographically distinct subpopulations™ przedstawia
szezegdtowo wykorzystane akcesje Brachypodium. Nastepnie opisuje wyniki uzyskane na podstawie
genotypowania SNP i obserwacji metylacji DNA w kontekstach CpG, CHG i CHH. Stwierdzono, iz
akcesje roznigce sig pochodzeniem, zebrane w roéznych obszarach Turcji, roéznig si¢ zardwno
genomem, jak i metylomem. Podobny podziat na dwie podgrupy otrzymano na podstawie obserwacji
objawéw stresu suszy mierzonych poprzez obrazowanie i zliczanie zoltych pikseli. Aby dodatkowo
opisa¢ podzial terytorialny akcesji, zebrano wartoéci zmiennych klimatycznych opisujacych siedliska
roélin i zastosowano kryterium maksymalnej entropii i algorytm uczenia maszyn do znalezienia
zmiennych najlepiej wyjasniajacych obecno$é roélin w danym regionie.

Publikacja IL.2 pt. ,Metabolomic variation aligns with two geographically distinct
subpopulations of Brachypodium distachyon before and after drought stress” opisuje wyniki badan
metabolomu akcesji wykorzystanych w publikacji IL1. Profile metaboliczne okreslano dla roslin
uprawianych w warunkach optymalnych oraz z zastosowaniem réznych wariantéw ograniczonego
nawadniania stosujac chfomatograﬁg cieczows i spektrometri¢ mas. Na podstawie obserwacji W
warunkach optymalnych stwierdzono, ze cata badana populacja dzieli si¢ na grupy odpowiadajgce
pochodzeniu z regionéw centralnego i nadbrzeznego. Podobny wniosek otrzymano analizujac
obserwacje w warunkach stresowych. Wskazano metabolity, ktére najbardziej wplywajg na taki
podzial. Wyniki zinterpretowano poprzez analize szlakéw metabolicznych reprezentowanych przez
obserwowane zwigzki chemiczne.

Publikacja IL3 pt. ,,Defining the cell wall, cell cycle and chromatin landmarks in the responses
of Brachypodium distachyon to salinity” podejmuje temat reakeji roslin na zasolenie gleby postugujac
si¢ jednym genotypem Brachypodium. Reakcja tej formy na stres zostata poddana analizom ekspresji
genéw, kietkowania, morfologii korzeni, analizom cytogenetycznym, podziatéw komoérkowych i
modyfikacji biatek histonowych. Giéwnym wynikiem prac bylo zidentyfikowanie najwazniejszych
efektéw nadmiernego zasolenia w aspekcie morfologii i procesow molekularnych zachodzacych w
ro§linach.

Przedstawione trzy publikacje $wiadczg o tym, ze sformulowane cele badaf zostaly
osiagnicte. Nalezy tez uznaé, ze badania doprowadzity do uzyskania nowych wynikéw dotyczacych
badanego gatunku roslin. Odkrycie zwiazku pomiedzy pochodzeniem geograficznym roélin a ich
whasnoéciami molekularnymi zashiguje na uwage, gdyz wezedniejsze prace nie potwierdzaly tego
faktu. Wyniki moga mie¢ znaczenie dla badania przystosowania do $rodowiska gatunkéw
spokrewnionych, w tym gatunkéw uprawnych. Jak stwierdza sig¢ w publikacji IL.3, uzyskane
informacje moga by¢ wazne dla planowania kolejnych badad na temat przystosowania i reakcji ro$lin
na stresy abiotyczne.

Badania prowadzone byly we wspéipracy kilku zespotéw, a przedstawione publikacje sg
wieloautorskie. Wkiad Doktorantki we wszystkie trzy publikacje jest bardzo istotny. Wedhug
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przedstawionych o$wiadczen oraz informacji podanych w publikacjach, w przypadku publikacji IL.1 i
1.2, w ktorych jest pierwsza autorka, obejmowat przeprowadzenie doswiadczen i obserwacji
fenotypowych, izolacje DNA i metabolitéw, analize danych z sekwencjonowania i analiz
spekiroskopowych oraz opracowanie wynikéw i manuskryptu; nalezy te role okresli¢ jako decydujace
o powodzeniu badan. W publikacji IL3 wkiad Doktorantki polegat na izolacji RNA i metabolitow,
wykonaniu czgéci analiz cytochemicznych, analizie 1 opracowaniu wynikéw oraz opracowaniu
manuskryptu.

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano wspotczesnie stosowane metody analizy
wiasnogci i reakcji roélin. Doktorantka wykazala sie opanowaniem szeregu réznych protokotdw
doswiadczalnych oraz procedur analizy danych. Przedstawione publikacje sa napisane w przysigpny
sposdb, a jezyk jest precyzyjny. Zapewnione sa wlaéciwe proporcje poszczegdlnych czesel

manuskryptow.

4, Uwagi i pytania

1. Uzyskane wyniki sa szeroko dyskutowane w ramach kazdej z przedstawionych publikacji, a takze w
formie skroconej w Autoreferacie. Brakuje jednak préby powiazania uzyskanych wynikéw lub
przedstawienia mozliwych podejséc do integracji wynikéw. Takie rozwazania, oczywiscie w formie
pozbawionej spekulacji, moglyby podniesé wartos¢ calej dysertacji.

2. W publikacji 1.1 poddano analizie W sposob catogenomowy metylacje DNA. Proszg o
sprecyzowanie jakie dokfadnie wyniki stanowily dane wejsciowe do analiz grupowania i jakie miary
podobiefistwa lub odlegiosci pomiedzy ,,proﬁlami metylacji” zastosowano, oraz jaki algorytm
grupowania.

3. W publikacji 1.1 wykazano, iz dane opisujace genom oraz dane opisujace metylacie DNA
pozwalajg uzyska¢ podobny podziat akcesji na dwie grupy. W analizach wykorzystano obserwacje
polimorfizmu SNP oraz pofozenie miejsc zmetylowanych w sekwenciji referencyjnej Brachypodium.
Nie sa to niezalezne Zrodta danych. Wydaje sig, ze wyzsze podobiefistwo pod wzglegdem metylacji
winny wykazywaé akcesje, ktore sg bardziej zblizone genetycznie. Prosze o wyjasnienie, czy
przeprowadzona analiza uwzgledniata ten fakt. Jezeli nie, to jaki to moze mie¢ wplyw na
whioskowanie? Czy mozna zaplanowaé taka analize, ktéra pokazalaby grupowanie profili metylacji
po usunieciu wptywu podobienstwa genomow?

4. Identyfikacja zwiazkéw jest kluczowym krokiem analizy metabolomu. Prosz¢ o uécislenie, jaka
metoda byla robiona identyfikacja w pracy IL.2 — opis jest nieco inny w publikacji (,MS peaks to
pathway algoritm™) i w autoreferacie (baza danych MzedDB).

5. W opublikowanych danych stwierdzitem: brak podania obserwacji zmiennych srodowiskowych
wykorzystanych w  modelu Maxent w publikacji IL1; niezbyt przystepny opis danych
metabolomicznych w pracy IL.2, Supplementary Table S1. Takie elementy maja wptyw na mozliwosci

weryfikacji wynikoéw i ich uzycia w innych analizach.



6. W publikacji I1.1, w opisie metod dla analizy SNP, jest btad polegajacy na okresleniu plikow VCF
jako opisujacych cate sekwencje genomowe. Pliki VCF zawierajg tylko informacje o polimorfizmie.

7. W publikacji II.1 w opisie Ryciny S2 napisano ,,The ellipses define 95% confidence intervals for
each group”. Nie jest to precyzyjne okreslenie, gdyz przedziat ufnosci mozna podac dla parametru

rozktadu zmiennej, np. dla wartosci oczekiwanej (Sredniej), nie za$ dla ,,grapy”. Jaki to by parametr?

5. Konkluzja
Recenzowana praca prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy i zawiera istotne nowe wyniki w
zakresie wiedzy o gatunku Brachypodium distachyon. Ze wzglgdu na to, ze stanowi on gatunek
modelowy dla badan nad szeregiem gatunkéw spokrewnionych, takze uprawnych, rezultaty sa wazne
dla rozwoju badan w zakresie biologii roslin. Przedstawione badania byly realizowane w szerokiej
wspélpracy, takze miedzynarodowej — co znacznie podnosi ich warto$é. Decydujgcy wkiad
Doktorantki w uzyskanie wynikéw nie budzi watpliwoéci. Praca wymagata opanowania szeregu
nowoczesnych technik eksperymentalnych oraz kilku procedur analizy danych. Doktorantka wykazata
sic umiejetno$cia prowadzenia badan i interpretacji ich wynikow.

W zwigzku z tym uwazam, Ze praca spelnia wymagania stawiane przed rozprawami
doktorskimi i zgodnie z art. 179 ust. 2 ustawy z dnia 3 fipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, wnoszg o dopuszczenie mgr Aleksandry Skalskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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