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Recenzja pracy doktorskiej Pana Serhii’a Mykhailyka

Rozprawa doktorska Serhii’a Mychajlyka dotyczy wybranych aspektow ewolucji genéw 35S rRNA
u allotetraploidow Brachypodium hybridum. Doktorant wykorzystat w tym celu obszerny zbior
naturalnych linii B. hybridum pochodzacych gtéwnie z krajéw basenu Morza Srédziemnego i
Bliskiego WSschodu, z wyrazng nadreprezentacjg linii z lzraela. Analizy obejmowaty szereg
technik cytogenetycznych (FISH na chromosomach metafazowych lub jadrach interfazowych),
molekularnych (RT-gPCR, RT-CAPS, gCAPS, hybrydyzacja Southern, klonowanie molekularne,
sekwencjonowanie Sangera i lllumina) oraz bioinformatycznych w celu mozliwie kompleksowego
scharakteryzowania badanych gendow. Powstawanie allopoliploidéw i formowanie zaleznosci
pomiedzy zestawami gendw pochodzgcych od ich przodkow jest istotnym zagadnieniem,
szczegblnie w kontekscie traw, gdzie wiele gatunkow, w tym pszenica heksaploidalna, przeszto
takg wtasnie droge ewolucyjng. Dlatego podjecie takiego tematu jak projekt doktorancki jest jak

najbardziej uzasadnione.

Rozprawa ma strukture typowaq dla prac doktorskich, na ktdrg sktadajg sie Wstep, Cele pracy,
Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja oraz Wnioski. Dodatkowo opatrzona jest streszczeniem w
jezyku angielskim i polskim oraz wykazem literatury. Powiedziatbym, ze catos$¢ jest dobrze
wywazona, z odpowiednig iloScig miejsca poswieconego poszczegdlnym elementom i

dostosowanym poziomem szczegdtowosci. Catosé pracy jest napisana w bardzo przejrzysty i
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przystepny sposob, a ilustracje zostaty przygotowane starannie, dzieki czemu lektura pracy byta

przyjemnoscia.

We Wstepie kandydat zamiescit podstawowe informacje na temat traw, skupiajac sie na
Brachypodium, opisat organizacje gendow rRNA, nastepnie krotko omdwit niektére aspekty
poliploidii u traw, ze szczegdlnym uwzglednieniem dominacji genomu. Druga cze$¢ Wstepu byta
w catosci poswiecona dominacji jgderkowej w roslinach i trawach. Cho¢ nie mam zastrzezen do
doboru tematow poruszonych w tym rozdziale, uwazam, ze autor moégt wtozy¢ nieco wiecej
wysitku w omoéwienie mechanizmdw molekularnych odpowiedzialnych za homogenizacje gendéw

rDNA.

Cele zostaty réwniez sformutowane prawidtowo i trafnie okreslajg wyzwania badawcze, jakie
postawit przed sobg doktorant. Materiaty i metody zostaty opisane z duzg dbatoscig o szczegoty,
co z pewnoscig pozwoli na odtworzenie przeprowadzonych doswiadczen. Mam drobne
zastrzezenia do Tabeli 2, charakteryzujgcej poszczegdlne linie Brachypodium uzyte w analizie: O
ile rozumiem, ze podanie wspdtrzednych GPS jest najdoktadniejszym sposobem przedstawienia
zrédta genotypow, to na potrzeby recenzentéw, ktorzy prawdopodobnie nie zajmujg sie
hobbistycznie kartografig, przydatoby sie takze wskazanie kraju pochodzenia. Dla pracy
uzyteczna bytaby tez mapa z zaznaczonymi lokalizacjami poszczegdlnych linii, cho¢ zdaje sobie

sprawe, ze w przypadku niektérych z nich znana jest jedynie przyblizona lokalizacja.

Wyniki zostaty opisane zwiezle i moim zdaniem byty dos¢ trudne w odbiorze. Zapewne po czesci
wynika to z faktu, ze zawierajg one obszerng dokumentacje, co utrudnia czytelnikowi ich analize.
Uwazam rdéwniez, ze ryciny 2-4, ktére pokazujg rdéznice w budowie subgenomu D i S 35S rDNA,
nalezatoby umiesci¢ bezposrednio przed przedstawieniem wynikdw danego eksperymentu, a nie
w dziale Materiaty i metody. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze zebrane wyniki sg bardzo
informatywne i charakteryzujg sie wysoka jakoscig. W niektdrych przypadkach przydatne bytoby
uwzglednienie w analizie dodatkowych replikacji, np. w doswiadczeniach opartych na analizie
restrykcyjnej produktow PCR (ryc. 25) efektywnos$¢ trawienia enzymatycznego zalezy od ilosSci
inhibitoréw zawartych w trawionej prébce, stad wyniki dla pojedynczego powtdrzenia mogg by¢
nieprecyzyjne. Drzewa filogenetyczne pokazane na ryc. 27 nie sg dla mnie do konca jasne —

wydaje sie, ze autor nie wyjasnit dostatecznie tej analizy, jak tez nie udato mi sie znalez¢ zadnej
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interpretacji tych analiz. Ogdlnie jednak wyniki uzyskane przy uzyciu bardzo réznych technik
catkiem dobrze sie ze sobg taczg, tworzac spdjng historie. Najbardziej intrygujgce sg wyniki
pokazujgce rdznice w profilach ekspresji obu form 35S rRNA w liniach ABR113, 3-7-2i 2.2.2 (ryc.
34).

Dyskusja jest bardzo dobrze napisana, logicznie tgczac poszczegdlne wyniki i odnoszac je do
danych literaturowych. Interpretacja wynikow nie budzi z mojej strony powaznych zastrzezen, a
whnioski wyciggnieto prawidtowo. Jedyne, czego mi zabrakto w Dyskusji, to proba powigzania
wynikéw dotyczgcych struktury i aktywnosci transkrypcyjnej gendw 35S rRNA z powigzaniami
filogenetycznymi pomiedzy badanymi akcesjami. Bytoby to o tyle ciekawe, Zze jak zauwaza autor,
powstawanie B. hybridum miato miejsce w historii co najmniej dwukrotnie, a zdarzenia te
dzielito ponad 1 milion lat ewolucji. Czy wiadomo co$ na temat powigzan filogenetycznych
pomiedzy poszczegdlnymi liniami wykorzystanymi w badaniu i czy byloby mozliwe
sklasyfikowanie ich pod wzgledem czasu hybrydyzacji genomu? W przypadku braku danych
umozliwiajgcych taka klasyfikacje istotne wydaje sie przeprowadzenie analiz majgcych na celu
okreslenie zaleznosci filogenetycznych pomiedzy badanymi grupami, cho¢ prawdopodobnie

wykracza to poza zakres niniejszej pracy doktorskiej.

Warto w tym miejscu nadmienié, ze w pracy opartej na sekwencjonowaniu fragmentu genu
chloroplastowego trnLF przedstawiono zaleznosci filogenetyczne pomiedzy analizowanymi
akcesjami. Nie wykorzystano ich jednak pdzniej do interpretacji wynikow innych niz rola genomu
matczynego w aktywnosci rDNA. Chociaz wartosci bootstrap w drzewie filogenetycznym sg
niskie, jedno z rozgatezien ma wysokg wartos$¢ bootstrap (zaznaczone czerwonym kétkiem na
ryc. 30), dlatego warto bytoby sprébowac zinterpretowac wyniki aktywnosci transkrypcji rRNA w

oparciu o te dane.

Geny kodujace rRNA wystepujg w setkach i tysigcach kopii i wykazujg wysoki poziom ekspresji. Z
wtasnego doswiadczenia wiem, ze stosunkowo tatwo jest o zanieczyszczenie prébek rRNA, co
moze miec¢ katastrofalne skutki dla analiz opartych na PCR i RT-PCR. Czy autor podczas
interpretacji wynikéw wzigt pod uwage mozliwosé przypadkowego zanieczyszczenia i jakie

podijat kroki, aby temu zapobiec?

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50, fax. +48 61 829 59 49

ibmib@amu.edu.pl

www.ibmib.amu.edu.pl



ADAM MICKIEWICZ UNIVERSITY IN POZNAN

Faculty of Biology
MAM Institute of Molecular Biology and Biotechnology

Doktorant na potrzeby swoich analiz przyjat, ze B. hybridum moze zawiera¢ geny rRNA o
strukturze analogicznej do tej wystepujacej u B. stacei i B. distachyon. Czy sg dostepne
syntetyczne hybrydy tych dwdch gatunkéw? Ich stworzenie i wykorzystanie w badaniach
ewolucji gendow rRNA bytoby bardzo cenne. Z drugiej strony naturalny B. hybridum powstat w
odlegtej przesztosci ewolucyjnej, wiec wspotczesne B. distachyon i B. stacei nie reprezentujg
genoméw sktadowych B. hybridum w Scistym znaczeniu. Czy doktorant mogtby omowié

potencjalne konsekwencje tego faktu dla interpretacji jego wynikéw?

Jak juz wspomniatem, praca zostata przygotowana bardzo starannie i nie znalaztem zadnych
btedéw ani pomytek. Doktorant wydaje sie by¢ dobrze zorientowany w temacie swoich badan i
biegle postuguje sie odpowiednig literaturg naukowa. Analiza i interpretacja wynikéw jest
wzorowa i $wiadczy o duzej dojrzatosci naukowej autora. Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze
bardzo wysoko oceniam prace przygotowang przez Pana Serhii’a Mychajlyka. Eksperymenty
wykonane w ramach projektu doktoranckiego charakteryzujg sie wysokg jakoscig i w petni
potwierdzajg kompetencje naukowe kandydata. Dlatego tez, w mojej opinii, niniejsza rozprawa
spetnia warunki natozone przez prawo, okreslone w art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023/742). Dlatego rekomenduje Radzie
Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slgskiego w
Katowicach dopuszczenie Pana Serhii’a Mychajlyka do kolejnych etapdéw postepowania w celu

nadania mu stopnia doktora.

Z powazaniem,

Tl e o

Prof. Piotr A. Ziolkowski
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