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RECENZIA

ROZPRAWY DOKTORSKIE] MGR SERHII MYKHALILYKA WYKONANE] W INSTYTUCIE BioLoai,
BioTtEcHNOLOGII 1 OCHRONY SRODOWISKA, WYDZIALU NAUK PRZYRODNICZYCH UNIWERSYTETU
SLASKIEGO W KATOWICACH POD KIERUNKIEM PROF. DR HAB. ROBERTA HASTEROKA ORAZ DR NATALII
BOROWSKIEI-ZUCHOWSKIEJ, ZATYTULOWANEJ “EVOLUTION OF 35S RRNA GENE LOCI IN SELECTED

GENOTYPES OF ALLOTETRAPLOID MODEL GRASS BRACHYPODIUM HYBRIDUM

Recenzja zostala przygotowana na wniosek Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i
Ochrony Srodowiska, Wydzialn Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach, zgodnie z zgodnie z art. 190 ust. 2 z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. z 2023 r., poz.

742 ze zm.).



Doktorat mgr Serhii Mykhaliilyka zostat przygotowany w formie jedno autorskiego
manuskryptu, obejmujgcego 85 stron, nie liczac rysunkow i ich opisdw. Praca bada ewolucje
genow 35s TRNA w wybranych genotypach allotetraploidalnej modelowej trawy
Brachypodium hybridum w kontekscie dominacji jaderkowej (ND) i i ich zréZnicowania. ND
to zjawisko epigenetyczne, ktore prowadzi do jednorodzicielskiego wyciszenia genéw 35S
rRNA w mieszafncach i allotetraploidach. Manuskrypt skupia sic na mechanizmach
molekularnych stojgcych za doborem gendéw 35S rRNA do represji w tym gatunku, ktory jest
cennym modelem ze wzgledu na jego kompaktowy genom i niskg zawarto$é sekwencji
powtorzonych. Doktorant zastosowat szeroki wachlarz technik molekularnych, w tym FISH,
hybrydyzacje Southern, RT-gPCR, sekwencjonowanie i analizy bioinformatyczna, aby
zbada¢ dystrybucje, wzorce ekspresji i status metylacji homologéw 35S rDNA w réznych
genotypach. Wyniki sugeruja, ze ND w B. hybridum jest regulowane rozwojowo, specyficzne
dla genotypu i niezalezne od efektow matczynych. Praca znaczaco poszerza nasza wiedze w
zakresie zrozumienie mechanizméw ND oraz wzajemnych zalezno$ci miedzy ekspresja

genow, epigenetyka i réznorodnoscig populacji.

Prac¢ rozpoczyna obszerny, 17-stronicowy wstep, ktory wprowadza czytelnika w
zagadnienia ewolucji gené6w rRNA i mechanizmu dominacji jaderkowej (ND)
allotetraploidalnego gatunku trawy, Brachypodium hybridum. Wstep rozpoczyna sic od
podkreslenia znaczenia rodziny Poaceae, ktéra jest wazna zaréwno ekologicznie, jak i
ckonomicznie, zwlaszcza w rolnictwie. Rodzaj Brachypodium jest przedstawiony jako
idealny model do badan nad genetyka traw ze wzgledu na maly rozmiar genomu i
reprezentatywny Kkariotyp traw. Nastepny podrozdzial charakteryzuje geny rRNA, ich
strukture, funkcje i organizacje. Nastepnie autor skupia si¢ na poliploidii traw, powszechnym
zjawisku ewolucyjnym, okreslajacym posiadanie przez organizm niz dwoch zestawdw

chromosoméw. Ta cecha jest szczegolnie istotna dla badania interakcji genomowych w



gatunkach hybrydowych i allotetraploidalnych. Praca doktorska koncentruje si¢ gléwnie na
badaniu ND w B. hybridum. ND to unikalne zjawisko epigenetyczne, w ktérym w organizmie
hybrydowym preferencyjnie eckspresjonowany jest jeden zestaw rodzicielskich genéw
rybosomalnego RNA (rRNA) nad drugim. Ta selektywna ekspresja genéw jest kluczowa dla
zrozumienia genetycznych i epigenetycznych mechanizméw wplywajacych na rozwdj i
ewolucj¢ roslin. Wstep podkresla takze wkiad i znaczenie prowadzonych badan w rozwéj
biologii molekularnej i genetyki ro$lin, szczegdlnie w kontekécie gatunkéw traw. Cele i
testowane hipotezy przedstawiono w oddzielnym rozdziale 2. Autorzy wskazujg 5 celow i
sformutowali trzy hipotezy, ktore koncentruja si¢ na badaniu strukturalnej i funkcjonalnej

dynamiki genéw 35S rRNA w B. hybridum, zwlaszcza w kontekscie ND.

Rozdziat 3 doktoratu, "Materialy i metody", szczegblowo opisuje metodyki uzyte w
badaniach. Zawiera informacje na temat pochodzenia i hodowli materiatu roslinnego, analiz
cytomolekularnych i molekularnych, oraz specyficznych technik takich jak FISH,
hybrydyzacja Southern blot i RT-qPCR. Dodatkowo opisuje analizy bioinformatyczne i
przygotowanie probek DNA i RNA, dajac kompleksowy obraz ram eksperymentalnych
wykorzystanych do badania ztozonej dynamiki dominacji jaderkowej i ekspresji genow.
Materiat badawczy obejmuje trzy gatunki traw: Brachypodium hybridum (o liczbie
chromosoméw 2n = 30 i sktadzie subgenomu DDSS), B. distachyon (2n = 10, genom DD) i
B. stacei (2n = 20, genom SS). Nasiona badanych genotypéw tych gatunkéw zostaty
pozyskane z réznych zrodet, co jest udokumentowane w Tabeli 2. Niektore probki zawieraja
nazwy krajow (tam, gdzie szczegétowe wspotrzedne nie byly dostepne), jednak zalecatbym
dodanie krajow pochodzenia rowniez do pozostatych rekordéw, co utatwi czytelnikom
analiz¢ tych danych. Rozdzial ten jest ogélnie dobrze napisany, jednak moim zdaniem
brakuje niektérych waznych informacji, a uzasadnienie wyboru niektérych metod nie jest

jasne:



a) Sekwencjonowanie DNA metoda SBS nie zawiera metody konstrukcji biblioteki, co
Jest wazne ze wzgledu na niektore analizy oparte sg na pokryciu (coverage).

b) Dlaczego autor wybral region #nL-F do analizy kierunku zapylania, skoro jest on
raczej malo informatywny (przynajmniej na podstawie przedstawionych wynikow w

formie drzewa)?

Rozdzial 4 opisujacy wyniki podzielone jest na szes¢ gltéwnych podrozdziatow.
Chromosomowa lokalizacja loci 35S i 5S tDNA zostala przeanalizowana w 50 genotypach
przy uzyciu fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), ujawniajac ogdlne wzorce i
znaczgce roznice w intensywnosci sygnatéw FISH. Doprowadzito to do klasyfikacji

genotypOw na rézne grupy na podstawie tych intensywnosci sygnatow.

Linia matczyna zostata okreslona poprzez analizg¢ genu chloroplastowego #nL-F w 58
genotypach B. hybridum. Analiza ta wykazata, ze pochodzenie cpDNA subgenomu S zostato
odnalezione we wszystkich genotypach z "wysokim poziomem pewnosci". Spekulowatbym
na temat tego stwierdzenia, poniewaz 90% testu Ultrafastbootstrap jest po prostu nieistotne

(Minh et al. 2013). Ponownie rodzi si¢ pytanie o shiszno$¢ wyboru markera cpDNA.

Przeprowadzone analizy nic wykazaly korelacji pomie¢dzy matczynym pochodzeniem
cpDNA a aktywacja gendéw 35S rRNA subgenomu S, co sugeruje, ze kierunek zapylenia nie
wpltywaja na dominacje jaderkowa. Jednak, moim zdaniem, przedstawione wyniki nie
popierajg tego stwierdzenia, ze wzgledu na brak statystycznego wsparcia grupowania
haplotypow trnL-F. Wzorce ekspresji homeologow 35S rDNA oceniano za pomocg techniki
RT-CAPS. Wyniki wskazaly na silng dominacj¢ jaderkowa w liSciach, bez obecnoSci
pochodzacego z B. stacei ITS1 w zadnym z genotypow. Jednak w nast¢pnej generacji, dwa
genotypy wykazaly dowody zniesienia dominacji jaderkowej. Okolo potowa badanych

genotypow wyrazata geny 35S rRNA subgenomu S w korzeniach, demonstrujgc przy tym



zmienno$¢ pozioméw ekspresji. Kolejny etapem badan bylo okresleni poziomu metylacji
rodzicelskich jednostek 35S rDNA w réznych genotypach. Tylko dwa genotypy wykazaly
niemetylowane jednostki 35S rDNA subgenomu S, a status metylacji okazat sie korelowaé z
ekspresjg genow. Korelacja ta zostata dalej potwierdzona przez dodatkowe analizy, ktore
wykazaly brak niemetylowanego subgenomu S w niektérych genotypach, co odpowiadato
brakowi ekspresji genéw. Doktorant przeanalizowat takze korelacje miedzy cechami
fizjologicznymi genotypéw a ekspresja genéw rRNA subgenomu S. Analiza obejmowata
genotypy ze wszystkich gtéwnych stref wilgotnosci w Izraclu, a wyniki uzyskane sugeruja,
ze pochodzenie nie wydaje si¢ wplywaé na dominacje jaderkowa w B. hybridum. Ogo6lnie
rzecz biorge, wnioski dostarczajg cennych informacji o strukturze i funkcjonalnej roli genéw
tRNA w Brachypodium hybridum oraz poszerzaja nasza wiedze na temat dominacji

Jaderkowej, ekspresji i metylacji tych regiondw.

Podczas lektury tego rozdziatu nasuwa si¢ jedno gtéwne pytanie: skoro wiekszo§é
stosowanych metod opiera si¢ na PCR (w tym w metodzie SBS) lub reakcjach RT, czy
metylacja moze wplywa¢ na te reakcje? Ogblnic regiony silnie metylowane sa
niedostatecznie reprezentowane w bibliotekach i sekwencjonowaniu na platformie Illumina, a
niektore badania wskazujg na modyfikacje RNA (w tym metylacje) jako inhibitory syntezy

cDNA.

Glowna czgS¢ pracy jest zwienczona 9-stronicowg dyskusja odnoszaca si¢ do najnowszych
odkry¢ w omawianym temacie. Eksploruje rozne scenariusze ewolucyjne, w tym utrzymanie,
eliminacj¢ lub konwersj¢ jednostek rDNA od gatunkéw przodkéw. Rozdzial omawia
regﬁlacje; rozwojowg dominacji nukleolarnej (ND), pokazujac jej zmienno§¢ w réznych
tkankach i genotypach. Podkresla znaczaca role metylacji DNA w regulacji ND oraz brak

efektu matczynego na ND, przeciwstawiajac si¢ powszechnym zalozeniom w genetyce roslin.



Rozdziat ten oferuje wszechstronne spojrzenie na genetyczne i epigenetyczne mechanizmy
lezace u podstaw ND u Brachypodium hybridum. Podczas kompilacji pracy doktorskiej w
formie manuskryptu trudno nie zauwazy¢ drobnych btedow redakcyjnych i interpunkcyjnych,
ktore sg réwniez obecne w recenzowanej pracy. Plynnosci i struktura rozdzialu Wyniki
mogtaby by¢ lepiej zoptymalizowana poniewaz, w niektérych cze$ciach jest trudna do
sledzenia. Jednak te drobne kwestie nie wptywaja na bardzo pozytywny odbidr recenzowanej

pracy doktorskiej.
Podsumowanie

Cato$¢ przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej stanowi cenny wkiad w poznanie
biologii Brachypodium hybridum, zarbwno w kontekscie ewolucji genow rRNA, jak i w
badaniu ich roli i funkcji. Zastosowane nowoczesne metody biologii molekularnej
umozliwiaja publikacje wynikéw uzyskanych w tej pracy w renomowanych czasopismach.
Recenzowana praca doktorska sprawia wrazenie rzetelnej pracy naukowe;j i spelnia wszystkie
wymagania stawiane pracom doktorskim zgodnie z ustawg z 18 lipca 2018 roku (Artykut
187) Dziennik Ustaw 2023, pozycja 742. W zwiazku z powyzszym uprzejmie prosze Wysoka
Rade Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Wydzialu Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o przyjecie pracy doktorskiej pana
Serhii Mykhaliilyka oraz dopuszczenie doktoranta do kolejnych etapéw przewodu

doktorskiego.
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