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Recenzja pracy doktorskiej Serhii’a Mykhailyk’a pt.:
»Evolution of 35S rRNA gene loci in selected genotypes of allotetraploid model
grass Brachypodium hybridum”

Praca doktorska, ktorej dotyczy niniejsza recenzja, zostata wykonana w Zespole Cytogenetyki
i Biologii Molekularnej Ro$lin, w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska na
Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, a jej promotorem jest Pan
prof. dr hab. Robert Hasterok a promotorem pomocniczym jest Pani dr Natalia Borowska-
Zuchowska. Recenzje pracy wykonatem na podstawie uchwaty Rady Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska z dnia 17 listopada 2023 r., zawierajacej informacje
0 powotaniu mojej osoby na recenzenta rozprawy doktorskiej.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma charakter monografii naukowej, co dopuszcza
artykut 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — tekst jednolity: Dz. U. 2023 poz. 742.

Prezentowane badania zostaty zrealizowane w ramach realizacji projektu badawczego OPUS
pod tytutem ,,Cytogenomic analysis of key aspects of nuclear genome organisation in the polyploid
model grass Brachypodium hybridum and its evolutionary ancestors”, finansowanego ze $rodkow
Narodowego Centrum Nauki (numer projektu 2018/31/B/NZ3/01761), ktorego kierownikiem byt
prof. dr hab. Robert Hasterok, promotor niniejszej pracy doktorskiej. Ponadto, czes¢ wynikow badan
przedstawionych w pracy opublikowano w postaci nastepujacych artykutéw naukowych:

1. Borowska-Zuchowska, N., Robaszkiewicz, E., Mykhailyk, S., Wartini, J., Pinski, A.,
Kovarik, A., and Hasterok, R. (2021). To be or not to be expressed: the first evidence of a
nucleolar dominance tissue-specificity in Brachypodium hybridum. Frontiers in Plant
Science 12:768347, doi: 10.3389/fpls.2021.768347,

2. Borowska-Zuchowska, N., Mykhailyk, S., Robaszkiewicz, E., Matysiak, N., Mielanczyk, L.,
Wojnicz, R., Kovarik, A., and Hasterok, R. (2023). Switch them off or not: selective rRNA
gene repression in grasses. Trends in Plant Science 28:661-672, doi:
10.1016/j.tplants.2023.01.002.

Praca doktorska Pana Serhii’a Mykhailyk’a zawiera 85 stron i jest uporzagdkowana wedtug
nastepujacego podziatu:
o Wprowadzenie,
o Cele pracy i hipotezy,



Material i metody,
Wyniki
Dyskusja,
Whioski,
Streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim,
o Literatura.

Swoja recenzj¢ chciatbym rozpocza¢ od oceny wprowadzenia do pracy, ktore rzeczowo
I wyczerpujaco przedstawia obecny stan wiedzy zwigzany z tematem badan Doktoranta. Ta czgs$¢
pracy napisana jest w sposob szczegotowy, a zarazem przejrzysty. Cheiatbym w tym miejscu wysoko
oceni¢ dobor tematyki, ktéra porusza kwestie ewolucyjne. Wprowadzenie zawiera kluczowe
elementy dotyczace roznorodnosci biologicznej 1 znaczenia ekonomicznego rodziny traw oraz
charakteryzuje rodzaj Brachypodium, geny rDNA, poliploidi¢ w trawach, a takze zjawisko dominacji
jaderkowej (ND) w roslinach. Przej$cie migdzy poszczegdlnymi sekcjami jest logiczne, a omowione
tematy wprowadzajg czytelnika w kontekst badanego zagadnienia wspomnianej dominacji
jaderkowej. Wprowadzenie precyzyjnie przedstawia kluczowe aspekty tematu, przygotowujac grunt
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pod dalsze rozwazania. Dla przejrzystosci brakuje jedynie spisu zastosowanych skrotow, ktore
moglyby by¢ opisane w osobnym rozdziale pracy.

Szczegoblnie wazny dla tej pracy doktorskiej jest ostatni podrozdziat Wprowadzenia, w Ktérym
Doktorant przedstawit przeglad literatury dotyczacej badan nad dominacjg jaderkowa
u Brachypodium hybridum. Autor opisatl lokalizacje loci 35S rDNA w obu subgenomach
B. hybridum, zwracajgc uwage na ich aktywnos$¢ transkrypcyjng oraz ich epigenetyczne modyfikacje.
Wskazat, ze ND moze by¢ zalezna od genotypu, a struktura i aktywno$¢ gendw 35S rDNA moze
ulega¢ zmianom w réznych tkankach 1 organach oraz na réznych etapach rozwoju rosliny.
Przywotane przez Autora prace wskazuja na istotng role zarowno czynnikéw genetycznych, jak
i epigenetycznych w regulacji ND. Autor przytoczyt literature, w ktorej wykazano, ze w niektorych
genotypach B. hybridum, loci 35S rDNA pochodzgce od B. stacei charakteryzowatly si¢ redukcja
rozmiardw i nie ulegaty transkrypcji. Przytoczone we Wprowadzeniu wyniki badan epigenetycznych
ujawnity wysoki poziom metylacji DNA w loci 35S rDNA pochodzacych z B. stacei, ale ogolny
poziom metylacji indukowany 5-azacytydyna nie prowadzit do reaktywacji transkrypcji tych genow.
To sugeruje, ze obok metylacji DNA sg jeszcze inne czynniki, ktdre mogg bra¢ udziat w wyciszaniu
tych genow. Doktorant oméwit tez badania dotyczace lokalizacji loci 35S rDNA w jadrach
komdrkowych. Wyniki wskazujg na zroznicowane potozenie rDNA pochodzacych od obu przodkdw
(B. stacei i B. distachyon), co moze wptywaé na ich aktywno$¢ transkrypcyjna. Wskazat takze na
ewolucyjne zmiany w strukturze 35S rDNA, co wpltywa na ich funkcje. Wstep konczy sie
podkresleniem roli B. hybridum jako obiecujacego modelu do badan nad dominacjg jaderkows,
zwlaszcza wérod traw.

W kolejnym rozdziale Doktorant przedstawit cele badan oraz hipotezy badawcze. Badania
Doktoranta z zatozenia mialy na celu zrozumienie ewolucyjnych wzorcéw ksztattowania si¢ 35S
rDNA w subgenomach B. hybridum oraz weryfikacje czy mechanizmy molekularne odpowiedzialne
za ustanowienie i utrzymanie dominacji jaderkowej sg takie same w B. hybridum, jak w innych,
zbadanych do tej pory allopoliploidach. Autor okreslit konkretne cele badawcze, takie jak: ustalenie
liczby i lokalizacji chromosomowej loci 35S rDNA w réznych genotypach B. hybridum za pomoca
techniki FISH oraz analiza pochodzenia 35S rDNA w wybranych genotypach przy uzyciu



hybrydyzacji Southern i analizy bioinformatycznej odczytéw surowych danych z platformy Illumina.
Ponadto, analizowat wzorce ekspresji gendw 35S rRNA u B. hybridum przy uzyciu technik RT-CAPS
I RT-gPCR. Wreszcie, badat wptyw formy matecznej na wyciszanie loci 35S rDNA w genotypach
B. hybridum, opierajac si¢ na analizie barcodingu genéw chloroplastowych trnLF.

Hipotezy poddane weryfikacji obejmuja stopniowa eliminacje 35S rDNA pochodzacego od B.
stacei (genom S) u B. hybridum oraz brak efektu matczynego w odniesieniu do wyciszania ekspresji
35S rDNA specyficznych dla subgenomu S. Bardzo wysoko oceniam sformulowanie hipotez
badawczych. Mam natomiast swoje przemyslenia odnos$nie do sposobu udowadniania pierwszej
hipotezy, mowiacej, iz ,,jednostki 35S rDNA zlokalizowane w subgenomie S podlegaja dominacji
jaderkowej, co prowadzi do ich stopniowej eliminacji z genomu B. hybridum.” Do tego aspektu wroce
w dalszej cze$ci mojej recenzji.

Rozdziat ,,Materiaty i Metody” jest opisany w sposob wyczerpujacy. Doktorant w sposéb trafny
dobrat zarowno materiat roslinny jak i metody badan. W mojej ocenie brakuje w tej pracy jedynie
zastosowania metod cytogenetycznych opartych na immunobarwieniu, w celu identyfikacji regiondw
w chromosomach badanych roslin, gdzie dochodzi do metylacji histonéw. Te analizy dostarczytyby
dodatkowych danych na temat dystrybucji zmian, warunkowanych epigenetycznie, w badanych
roslinach i stanowityby dopetnienie przedstawionych analiz. Natomiast chcg podkresli¢ szeroki
zakres oraz wysoki stopien zaawansowania zastosowanych przez Doktoranta metod i technik
badawczych.

Wyniki badan zostaty opisane w rozdziale czwartym. Na podkreslenie zastuguje logiczny uktad
nastepujacych po sobie etapéw badawczych, co wptywa na wysoka ocene¢ jako$ci niniejszej pracy
doktorskiej. Autor na poczatku skoncentrowat si¢ na liczbie i lokalizacji loci 35S 1 5S rDNA
w réznych genotypach B. hybridum, a takze na analizie homoeologow 35S rDNA, heterogenicznosci
18S rDNA i ITS1, analizie haplotypéw chloroplastéw, wzorcach ekspresji homoeologéw 35S rDNA
oraz analizie metylacji DNA w loci 35S rDNA. Ponadto, podjat temat charakterystyki badanych
genotypow B. hybridum w zaleznosci od lokalizacji geograficznej miejsca ich pochodzenia
w odniesieniu do $redniorocznych opadow.

W toku analiz, Doktorant uzyt metody gCAPS w celu zweryfikowania obecnosci obu typow
homologow 35S rDNA (Bd i Bs) w badanych 58 genotypach B. hybridum. Ze wzgledu na roznice
w sekwencji regionu ITS1 miedzy homologami subgenomoéw D i S, tylko produkt PCR z podgenomu
D ulegat przecigciu przez enzym MIul, co skutkowato uzyskaniem dwoch prazkéow na zelu
agarozowym. W przeciwienstwie do tego, produkt PCR specyficzny dla B. stacei pozostat
nieprzeciety z powodu braku rozpoznawalnego miejsca przez Mlul. Interesujaco przedstawiat sie
genotyp 12.23.2, w przypadku ktérego, w analizie gCAPS wykazano brak produktu
charakterystycznego dla B. stacei (rysunek 25), co zostalo potwierdzone przez analizy FISH,
w ktdrych analogicznie wykazano brak sygnatu FISH 25S rDNA w chromosomach subgenomu S.
Brak produktu specyficznego dla subgenomu B (BS) obserwowano rowniez w genotypie ABR117.
Niestety w pracy nie przedstawiono analizy cytogenetycznej (FISH) tego genotypu. Informacja
0 braku tej analizy nie znalazta si¢ tez w opisie analiz FISH (podrozdziat 4.1), gdzie Autor wymienia
genotypy, na ktérych nie przeprowadzono analiz wystgpowania sygnatow 25S rDNA. W tym
miejscu chcialbym zapytaé jak wyjasni¢ fakt braku prazku specyficznego dla Bs w genotypach
12.23.2 i ABR117? Jaki jest powéd braku wynikéw analizy FISH z sonda 25S rDNA
w odniesieniu do genotypu ABR 117?



W kolejnym kroku Autor wykazat réznice w zawartosci IDNA w genomach wybranych
genotypow B. hybridum, nalezacych do subgenoméw D i S. Zostaty one skwantyfikowane na
podstawie wynikow analizy Southern blot. Okreslit proporcje 35S rDNA podobnego do Bd (B.
distachyon) lub Bs (B. stacei) w stosunku do catkowitego rDNA i przedstawil w ujgciu procentowym.
Te wyniki byly podstawg do kolejnego kroku, w ktérym udziat homeologéw 35S rDNA w réznych
genotypach B. hybridum okreslono za pomoca hybrydyzacji Southerna i analiz bioinformatycznych,
co wykazato stopniowa eliminacj¢ loci 35S rDNA z subgenomu S w toku ewolucji. W kolejnym
etapie badan wykazano, iz sekwencja ITS1 byta bardziej jednorodna w B. stacei niz w pochodzgcym
z B. stacei ITS1 w B. hybridum. Sekwencja 18S rDNA jest bardziej jednorodna niz sekwencja ITS1
w obu badanych gatunkach. Kolejnym krokiem byto okreslenie pochodzenia chloroplastowego DNA
(cpDNA) wsréd badanych genotypow B. hybridum. Powigzanie miedzy pochodzeniem
chloroplastow a obecnoscia ekspresji genow rRNA z podgenomu S dostarczyto dowodow na brak
wplywu efektu matczynego na dominacj¢ jaderkowa. Ekspresj¢ homeologéw 35S rDNA
monitorowano na réznych etapach ontogenezy B. hybridum, uzywajac RT-gPCR z genomowo-
specyficznymi starterami i RT-CAPS. Wykazano, ze ND jest zjawiskiem genotypowym,
pokoleniowym, tkankowym i indywidualnym. Dodatkowo ustalono, ze ND wystgpuje niezaleznie od
kierunku krzyzowki. Ciekawym 1 na pewno ekscytujagcym dla badacza zajmujacego si¢ genomika
ewolucyjng jest hipoteza mozliwej korelacj¢ pomigdzy miejscem zbioru w odniesieniu do poziomu
opaddéw (a w zasadzie braku opaddw) w tej lokalizacji geograficznej a ekspresja genow rRNA
podgenomu S. Analizowane genotypy obejmowaly wszystkie gtowne strefy klimatyczno-opadowe
Izraela. Genotypy B. hybridum, ktérych ekspresja rDNA podgenomu S przekraczata 10%
W korzeniach przybyszowych, wystepowaly w roznych strefach, co sugeruje, ze miejsce
wystgpowania nie wydaje si¢ wptywac¢ na dominacj¢ jaderkowag u B. hybridum. Podsumowujac
nalezy stwierdzi¢, ze rezultaty niniejszej pracy poszerzaja nasza wiedz¢ na temat podstaw
molekularnych ND oraz zlozonych interakcji miedzy ekspresja genow a mechanizmami
epigenetycznymi na poziomie populacyjnym.

W rozdziale pigtym (Dyskusja) Autor podsumowatl badania wykonane w swojej ramach
rozprawy. W pierwszym podrozdziale tej sekcji Doktorant przedstawit dogtebne analizy genetyczne
i epigenetyczne mechanizméw dominacji jaderkowej u B. hybridum. Skoncentrowat si¢ na analizie
struktury 1 ekspresji gendw rRNA 35S oraz ich ewolucji w réznych genotypach tego organizmu.
W wigkszosci badanych genotypow B. hybridum zidentyfikowano dwa typy 35S rDNA, pochodzace
odpowiednio z podgenomu D i S. Stwierdzono tez, ze réznice w lokalizacji 35S rDNA w genomie
wplywaja na ich aktywnos¢ transkrypcyjna. Wskazat tez rozne scenariusze ewolucji 35S rDNA,
W tym utrzymanie obu homologdéw oraz eliminacj¢ jednostek rDNA jednego ancestora. Jednakze,
W mojej ocenie, aby stwierdzi¢ zasadno$¢ drugiego scenariusza, moznaby przeprowadzic¢
badanie kilku badz kilkunastu pokolen uzyskanych droga samozapylenia. Warto$ciowe w tym
aspekcie bylyby badania sztucznego mieszanca B. distachyon x B. stacei i jego pokolen
potomnych. W tym miejscu chcialbym zada¢ pytanie, czy znane sa przyklady zasugerowanych
powyzej badan? Jak Doktorant odnosi si¢ do idei analizy kilku pokolen wyprowadzonych
z danego genotypu B. hybridum (naturalnego lub/i sztucznie otrzymanego)?

W dalszej cz¢séci Dyskusji Autor wykazat, ze loci 35S rDNA wystepujace w subgenomie D
charakteryzuja si¢ nizszym poziomem metylacji. Odnotowal tez zmniejszenie rozmiaru sekwencji
locus 35S rDNA z podgenomu S w niektorych genotypach, co mogto wynikac z zmian strukturalnych
(mutacji). Co bardzo istotne, badania Doktoranta nad r6znymi genotypami B. hybridum wykazaty, ze
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ND jest stabilne w niektorych tkankach, ale moze ulega¢ regulacji w toku rozwoju rosliny, zwtaszcza
w korzeniach przybyszowych. W dalszej cz¢sci (sekcja 5.1.1) na podstawie analizy homogenicznosci
regioné6w ITS1 i 18S rDNA stwierdzono wyzszy poziom podobienstwa w regionie ITS1 B. stacei
w poréwnaniu z ITS1 (Bs) w B. hybridum. W B. hybridum (przynajmniej w analizowanych
genotypach), 35S rDNA podgenomu S byl wyciszony w wigkszosci badanych tkanek. Autor
stwierdzil, ze nizszy poziom homogenicznosci w 35S rDNA pochodzacym od B. stacei w B.
hybridum moze by¢ zwigzany z akumulacja mutacji w jednostkach rDNA, ktére nie sg
transkrybowane. W zwigzku z tym ITS1 w B. stacei jest nieco bardziej homogeniczne. Pomimo
wykrycia polimorfizméw pojedynczych nukleotydow w sekwencjach ITS1, wyniki przedstawione
W niniejszej pracy sugeruja, ze ten region jest silnie konserwatywny.

W kolejnej czeSci (5.2) rozdzialu Dyskusja, Autor wskazal, ze dominacja jaderkowa jest
zjawiskiem tkankowo specyficznym. Ekspresja gendw 35S rRNA jest istotnie wyzsza w korzeniach
i kalusie niz w dojrzatych lisciach w réznych gatunkach roslin. Z literatury wiemy, ze fluktuacje
w stabilnosci ND wystepuja w roznych organach roslin. W przypadku Arabidopsis suecica, ND jest
nieobecna podczas embriogenezy, ale staje si¢ zauwazalna we wczesnym okresie postembrionalnym
w zarodkowych 1 korzeniowych merystemach wierzchotkowych. W przypadku allopoliploidow
jednoliSciennych, takich jak mieszance pszenicy i zyta, ND obserwowana jest znacznie wczesnie;j.
W niniejszej pracy, Autor wskazuje, ze ND, na przyktadzie genotypu ABR 113, moze by¢ niezalezne
od stosunku obu typow 35S rDNA. Roéznice w ekspresji genéw 35S rRNA obserwowano takze
migdzy réznymi genotypami 1 tkankami, co sugeruje ztozone i1 indywidualne wzorce ekspresji genow
rRNA. Autor stusznie podkresla rowniez, ze wyciszanie genow 35S rRNA moze wynikac
z restrykeyjnych modyfikacji epigenetycznych badz statej inaktywacji poprzez gromadzenie mutacji
prowadzacych do pseudogenizacji.

W kolejnym podrozdziale Dyskusji Autor przeanalizowat role metylacji DNA w regulacji
dominacji nuklearnej (ND) w badanych genotypach B. hybridum. Wykorzystujac enzym restrykcyjny
Pstl, zdolny do identyfikowania metylacji cytozyny w kontekscie CHG, zidentyfikowat w swoich
badaniach zréznicowane wzorce metylacji w homoeologach 35S rDNA tego gatunku. Wyniki
wskazuja pozytywna korelacje¢ miedzy demetylacja jednostek 35S rDNA z podgenomu S a ich
transkrypcja. Szczeg6lnie interesujacy genotyp 2.2.2 wykazat brak metylacji 35S rDNA
z podgenomu S we wszystkich analizowanych tkankach. Dane dotyczace metylacji s3 zgodne
z wynikami ekspresji uzyskanymi za pomocg technik RT-CAPS i RT-qPCR, co potwierdza kluczowa
rolg metylacji DNA w regulacji ND w B. hybridum. Autor w tym miejscu odniést si¢ do
wczesniejszych badan, ktore rowniez wskazywaly na istotng funkcje¢ metylacji DNA w mechanizmie
epigenetycznym kontrolujacym ekspresje genéw rRNA i ND. WartoSciowe jest takze odniesienie do
innych prac, ktore wykazaty, ze obecno$¢ metylacji DNA czgsto prowadzi do represji genéw 35S
rRNA. Uwazam, ze powyzsze badania poszerzaja nasze zrozumienie roli metylacji DNA w regulacji
ND.

W ostatniej czes$ci Dyskusji, Autor udowadnia teze, iz dominacja jaderkowa ND w B. hybridum
jest niezalezna od efektu matczynego. W przypadku badanych w niniejszej pracy genotypow
B. hybridum, analiza regionu genu trnLF chloroplastu wykazata brak wptywu efektu matczynego na
ND, co jest zgodne z wczeSniejszymi badaniami nad innymi gatunkami ro$lin. Wyniki te
potwierdzaja dotychczasowe przestanki, ze ND nie jest zwigzane ani z efektem matczynym, ani
ojcowskKi, co potwierdza si¢ w wielu przypadkach zarowno w roslinach, jak i u zwierzat.



W rozdziale szostym Autor przedstawil dziesig¢ wnioskow, co do konstrukcji ktérych nie mam
uwag.

Z obowiazku recenzenta ocenie poddatem takze jakos¢ strony edycyjnej. W tym miejscu pragne
podkreslic wysoka staranno$¢ w opracowaniu manuskryptu, przejrzysto$¢ jego konstrukcji oraz
profesjonalne przygotowanie edycyjne. Z racji, iz jezyk angielski nie jest moim ojczystym jezykiem,
nie czuje si¢ uprawniony do oceny poprawnos$ci gramatycznej i stylistycznej pracy. Jednakze jako
osoba uzywajaca na co dzien jezyk angielski, czytajaca oraz publikujaca w tym jezyku, uwazam, ze
praca pod wzgledem jezykowym jest napisana zrozumiale i poprawnie.

Podsumowujac moja analiz¢ merytoryczng wynikéw badan przedstawionych w niniejszej
rozprawie doktorskiej, stwierdzam, iz dostarczyly one nowych danych, ktére pozwalajg zrozumieé
ewolucje i regulacje genébw rRNA w B. hybridum. Waznym atutem tej pracy jest wykorzystanie
réznorodnych technik molekularnych do zbadania réznych aspektow tego problemu, co stanowi
potezne narzedzie w zrozumieniu zlozonych mechanizméw dziatajacych w obregbie genomu
allopoliploidalnego gatunku, jakim jest B. hybridum.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska autorstwa Pana Serhii’a Mykhailyk’a pt.:
,,Evolution of 35S rRNA gene loci in selected genotypes of allotetraploid model grass Brachypodium
hybridum” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz dowodzi ogdlnej wiedzy
teoretycznej i praktycznej Doktoranta, a takze umiej¢tnosci samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej i spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim w Ustawie 20 lipca 2018 r. Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce — tekst jednolity: Dz. U. 2023 poz. 742. Pragn¢ zaznaczy¢, iz
wymienione przeze mnie W niniejszej recenzji uwagi oraz komentarze maja charakter dyskusyjny
I W zadnym stopniu nie obnizajg wartoSci pracy, ktorg oceniam bardzo wysoko.

Whioskuje do Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie Pana Serhii’a Mykhailyk’a do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Radzikdéw, dnia 8 stycznia 2024 roku
Z-ca Dyrektora ds. naukowych prof.
dr hab. inz. Michat Tomasz Kwiatek
(Certyfikat kwalifikowany) Podpisano
dnia 08-01-2024.
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