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1. Tematyka rozprawy
czy tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy zagadniers istotnych dla rozwoju dyscypliny rolnictwo i
ogrodnictwo:

Celem rozprawy byta odpowied? na pytanie czy 4 geny kodujace czynnik transkrypcyjny BnaHB6 u rzepaku s3
zréznicowane funkcjonalnie. W szczegdlnoéci jaka jest ich rola w warunkach deficytu wody. Biatka te nalezg
do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych posiadajgcych homeodomene oraz zamek leucynowy (HD-Zip)
odpowiedzialne odpowiednio za ich oddziatywanie z DNA oraz tworzenie dimerycznych komplekséw
niezbgdnych dla aktywnoséci czynnika transkrypcyjnego. U modelowej roéliny Arabidopsis thaliana wystepuje
tylko jedna ortologiczna kopia BnaHB6 (AtHB6) tak wigc pytanie o zréznicowanie funkcjonalne 4 kopii
wystepujacych u rzepaku jest uzasadnione. Wystepowanie wielu paralogicznych kopii gendw jest typowe dla
roslin czemu sprzyjajg czeste duplikacje genoméw ro$linnych oraz inne mechanizmy prowadzace do
duplikacji genéw. Nadal jednak nie wiemy jakie procesy ewolucyjne odpowiadajg za utrzymanie
zduplikowanych genéw. Pytanie to jest szczegélnie istotne w przypadku genéw kodujgcych biatka
regulatorowe, takie jak czynniki transkrypcyjne, bowiem tatwo sobie wyobrazi¢, ze ich dodatkowe kopie
moggq zaburza¢ regulacje ekspresji gendw. Stwierdzam, ze tematyka recenzowanej rozprawy dotyczy
zagadnien istotnych dla rozwoju dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo a pytania postawione przez doktorantke
sq uzasadnione. W szczegéInosci skupienie sig na roli badanych czynnikéw transkrypcyjnych w adaptac;ji
rzepaku do warunkow stresowych takich jak deficyt wody.
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Wiedza kandydata

ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogdinq wiedze teoretycznq osoby ubiegajqcej
sig o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie rolnictwo ogrodnictwo:

Lektura rozprawy nie pozostawia watpliwosci, ze doktorantka dysponuje wiedza teoretyczng osoby
ubiegajgcej sie o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne. W obszernym wstepie (44 strony)
omowita ewolucje genoméw roélinnych, ze szczeg6inym uwzglednieniem znaczenia duplikacji genoméw oraz
przedstawita znane mechanizmy ewolucyjne odpowiedzialne za utrzymanie zduplikowanych kopii genéw. W
kolejnym podrozdziale oméwita najpierw taksonomig i znaczenie gospodarcze rzepaku a w dalszej czesci
znaczenie rzepaku jako modelowego gatunku w badaniach podstawowych i hodowli roélin ze szczeg6inym
uwzglednieniem mozliwosci wykorzystania rzepaku, gatunku poliploidalnego, w badaniach ewolucji genoméw
roslinnych. Kolejne podrozdziaty wstepu dotyczg roslinnych czynnikéw transkrypcyjnych ich funkcji oraz
mechanizméw dziatania oraz ewolucji. W koficowych podrozdziatach doktorantka skupita sie na czynnikach
transkrypcyjnych HD-Zip | bedacych obiektem jej badan. Omoéwita ich ewolucje u roélin ladowych ze
szczegblnym uwzglednieniem ewolucji rodziny tych biatek u modelowej rosliny A. thaliana. Przestawita
znaczenie tych czynnikéw w regulacji i rozwoju roélin zaréwno w warunkach fizjologicznych jak tez w stresie
uwzgledniajgc ich role w sygnalizacji hormonalnej, adaptacji do stresu abiotycznego i odpowiedzi na éwiatlo.
Warto zauwazyé, ze doktorantka, jest wspétautorem pracy przegladowej dotyczacej ewolucyjnych
konsekwencji funkcjonalnego i regulatorowego zréznicowania czynnikéw transkrypcyjnych HD-Zip | -
niewatpliwie wstep do rozprawy doktorskiej byt inspirowany ta publikacja.

Czeé¢ metodyczna rozprawy nie pozostawia watpliwosci, ze doktorantka dysponuje wiedzg teoretyczng
niezbedna do samodzielnego przeprowadzenia badar przedstawionych w tej rozprawie. Posiada zaréwno
wiedzg z dziedziny bio-informatyka — zna programy komputerowe do analizy filogenetycznej oraz analizy
sekwencji DNA w celu identyfikacji sekwencji regulatorowych jak réwniez zna bazy danych niezbedne do
przeprowadzenia tych analiz. Doktorantka dysponuje réwniez wiedzg teoretyczng z dziedziny biologii
molekularnej oraz biochemii roélin.

Samodzielnos¢ kandydata
ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej przez osobe ubiegajqcq sie o nadanie stopnia doktora:

Po lekturze rozprawy oraz dwdéch publikacji, ktére powstaty w oparciu o wyniki uzyskane przez doktorantke,
nie mam watpliwosci co do jej samodzielnoéci naukowej. Opis metod stosowanych w badaniach, wyniki badan
przedstawione w rozprawie oraz dyskusja tych wynikéw w oparciu o publikacje naukowe wskazuja na
samodzielnos$¢ doktorantki.

Oryginalnos¢ rozprawy

ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiqzanie problemu naukowego,
oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych badari naukowych w sferze gospodarczej
lub spofecznej:

Nie mam réwniez watpliwosci, ze recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Przedstawiono w niej wyniki analiz filogenetycznych, poréwnania kompozycji domenowej
badanych biatek, poréwnanie ich aktywnosci transkrypcyjne z uzyciem komérek drozdzy, analiza poziomu
ekspresji genéw kodujacych paralogi BnaHB6 w réznych tkankach, w fazach rozwojowych, w rytmie
okotodobowym oraz w warunkach stresowych sq oryginalne. Doktorantka wykazata rdznice w ekspresji genéw
kodujacych paralogi BnaHB6 co moze $wiadczy¢ o ich post-duplikacyjnym zréznicowaniu funkcjonalnym.
Zroznicowanie ekspresji genéw powigzata z réznicami w sekwencjach regulatorowych obecnych w
niekodujgcym 5’ DNA (1500 pz powyzej startu transkrypcji). Dwie kopie genéw z rzepaku charakteryzowaty sie
mniejszq liczbg sekwencji regulatorowych niz ich ortolog z A. thaliana — co moze tlumaczy¢ ich rézne profile
ekspresji opisane w tej rozprawie. Potwierdzita réznice w aktywnosci sekwencji regulatorowych
zlokalizowanych w niekodujgcym 5'DNA BnaHB6 wprowadzajac te sekwencje do genomu A. thalina. Wykazata
réwniez, ze sekwencje DNA rozpoznawane przez paralogi BnaHB6 wptywajg na ekspresje genéw A. thaliana
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oraz ze ten wplyw jest zalezny od stresu wywotanego niedoborem wody. Aby potwierdzi¢ oddziatywanie
paralogow BnaHB6 ze specyficznymi sekwencjami DNA in vivo, ponownie wykorzystata A. thalina oraz geny,
ktorych niekodujacy 5'DNA zawierat sekwencje regulatorowe rozpoznawane przez BnaHB6. Stosujac
precypitacje chromatyny w powigzaniu z ilociowym PCR potwierdzita wigzanie BnaHB6 do tych sekwenciji.
Nastepnie wykorzystujac opisane w literaturze linie rzepaku posiadajace zZmutowany wariant jednego z
paralogow (BnaCO8HB6) wykazata wpltyw tych mutacji na wzrost i morfologig roélin w warunkach stresu
niedoboru wody oraz analizujgc transkryptom mutanta jego wplyw na ekspresje innych genow. Pokazata
réwniez zwiekszong oraz zmniejszong ekspresje ponad 4 tysigcy gendw, wykazujac globalny wplyw czynnikéw
transkrypcyjnych z podrodziny BnaHB6 na transkryptom rzepaku. Analizujac bazy danych pod katem ontologii
genow o zmienionym poziomie transkrypcji zakwalifikowata je do trzech giéwnych kategorii: procesy
biologiczne, komponenty komérkowe i funkcje molekularne. Podsumowujgc doktorantka zastosowata
réznorodne techniki oraz podejécia badawcze, aby wykazaé, ze paralogi BnaHB6 rzepaku s3 zréznicowane
funkcjonalnie. Ich ekspresja jest kontrolowana przez czynniki érodowiskowe w tym niedobér wody oraz rytm
okotodobowy. A mutacje w jednym z tych paralogéw majg wptyw na wzrost i morfologie roslin oraz globalnie
na ich transkryptom. Wyniki przedstawione w rozprawie sg niewatpliwie oryginalnym rozwigzaniem problemu
naukowego.

Pytania i uwagi, na ktére Recenzent oczekuje odpowiedzi kandydata w czasie obrony:

Lektura rozprawy nasuneta mi kilka pytan, na ktére chciatbym, aby doktorantka odpowiedziata w czasie

publicznej obrony.

(a) We wspétczesnych analizach filogenetycznych wykorzystywane sq najczgsciej metody probabilistyczne
takie jak maksymalna wiarygodno$¢ (Maximum Likelihood (ML)) oraz podejécie Byesowskie (Bayesian
Approach (BA)) tymczasem doktorantka ograniczyta si¢ do metody dystansowe;j — najblizszych sgsiadéw
(Neighbour-Joining (NJ)). Prosze o wyjasnienie tej decyzji oraz o krétkie przedstawienie zalet i ograniczen
metody NJ. Prosze réwniez o komentarz czy zastosowanie metod takich jak ML/BA mogtoby pozwoli¢ na
identyfikacje mutacji odpowiedzialnych za zréznicowanie funkcjonalne paralogéw BnaHB6.

(b) Przedstawione Ryc. 12B pokrewieristwo filogenetyczne 4 paralogéw BnaHB6 z ich odpowiednikiem z A.
thaliana jest kontrowersyjne — tylko 2 s3 siostrzane do genu A. thaliana, przy czym wsparcie bootstrap tej
topologii jest stosunkowo niskie (45). Jak mozna zweryfikowac ta topologie drzewa? Czy zastosowanie
metod ML/BA albo poszerzenie analizy o homologii BnaHB6 z innych gatunkéw bytoby pomocne.
Dodatkowo prosze o wyjasnienie, dlaczego analizy filogenetyczne ograniczono do genéw tylko dwéch
gatunkéw roélin - rzepaku i A. thalina?

(c) Doktorantka kilkakrotnie w tekscie pisze o procesach sub- lub neo- funkcjonalizacji jako o mozliwych
mechanizmach réznicowania funkcjonalnego paralogéw BnaHB6, ale nie wyjaénia, jak odrézni¢ te
mechanizmy. Prosze o wyjaénienie czym rézni sig sub- i neo- funkcjonalizacja i jakimi wynikami
musieliby$my dysponowaé, aby odpowiedzie¢ na pytanie, ktéry z tych mechanizméw wyjaénia
zréznicowanie funkcjonalne badanych biatek?

Inne spostrzezenia dotyczace tresci lub formy rozprawy:

Lektura pracy nasuneta mi kilka uwag dotyczacych jej formy i tresci. Wstep do rozprawy jest moim zdaniem
zbyt obszerny (44 strony) znacznie wykraczajgc poza informacje niezbedne do zrozumienia celu badan,
postawionej hipotezy badawczej oraz metodyki i strategii zastosowanej w badaniach. Przyktadowo omdéwienie
we wstepie wszystkich mechanizméw post-duplikacyjnego réznicowania gendw podczas gdy w wynikach nie
zweryfikowano zadnego z nich jest mylace w tym sensie, ze »0biecuje zbyt wiele”. Podobnie oméwienie wielu
czynnikéw transkrypcyjnych roslin zamiast skupienie sie na tych ktére badane sa w pracy bardziej przeszkadza
niz pomaga. Zamieszczenie we wstepie tabel przedstawiajgcych liczbe genéw kodujgcych czynniki
transkrypcyjne HD-Zip z réznych gatunkéw roslin podczas gdy analizy filogenetyczne przedstawione w pracy
ograniczajg sig do 2 gatunkdéw jest mylgce. Réwniez skomplikowany schemat ewolucji genéw tej rodziny nie
jest potrzebny, gdyz zagadnienia te nie sa poruszane w czegsci wynikowej rozprawy. Oczywiscie obszerny wstep
oparty o pracg przeglagdowa opublikowana przez doktorantke pomégt mi w odpowiedzi na pytanie o jej wiedze



teoretyczng. Tym niemniej wiele informacji ze wstepu mozna byto poming¢ albo przenieéé¢ do dyskusji
wynikéw.

Podziat rozprawy na Wyniki i Dyskusje nie jest konsekwentny. Moim zdaniem w przypadku tak zréznicowanych
podejsc i strategii badawczych lepiej bytoby pofaczy¢ Wyniki i Dyskusje w jeden rozdziat, w ktérym
przestawiono by: pytanie, na ktére majg odpowiedzie¢ planowane do$wiadczenia oraz wyniki (tak jak to jest
obecnie w rozdziale Wyniki) a nastepnie przedyskutowaé je z literaturg (tak jak to jest obecnie w rozdziale
Dyskusja). Praca koriczytaby sie Podsumowaniem i perspektywami badawczymi, tak jak obecnie, ktére
mogtyby by¢ troche bardziej obszerne. W obecnej formie czytajgc Wyniki brakuje nam ich interpretacji a

Dyskusja zawiera zbyt wiele powtérzeri z Wynikéw w tym odnosniki do Rycin i Tabel. Cafoé¢ rozprawy mozna
by skrécié o 1/3.

W Dyskusji (str. 130) doktorantka pisze o wynikach analizy strukturalnej homologéw genu BnaHB6 —
tymczasem w catej pracy nie znalaztem ani jednej ilustracji pokazujacej struktury tych biatek. Autorka nie
powinna myli¢ analizy strukturalnej z analizg sktadu domenowego badanych biatek.

W pracy znalaztem réwniez kilka niezrecznosci jezykowych:
.intensywnos¢ transkrypcii... (str. 39),
chaperony biatkowe (str. 40) — termin angielski ,chaperone” nie jest naukowy oznacza przyzwoitke/opiekunke
= tlumaczymy go , biatka opiekuricze”
..biatka homeoboksowe...(str. 45)
- program do wielokrotnego poréwnywania sekwencji... (str. 74) multiple sequence alignment — to
zestawienie/dopasowanie wielu sekwencji
-.Wzory ekspresji genéw — legenda do Ryc. 28 — powinny by¢ poziomy ekspresji...
--8enow réznicowo eksprymowanych... (str. 117) - syntetyzowanych, wyrazanych itd.
... Dla kazdej kombinacji genotypu i warunku... (str.117) — nie rozumiem co oznacza »warunku”
- analizg hierarchicznej klasteryzacji gen6w... (str. 122) - poprawny termin to analiza skupien lub grupowanie
-.rytmu cyrkadianowego... (str. 126) — okotodobowego — taki termin jest uzywany w innych fragmentach
rozprawy?
-~ W warunkach chiodu.. (str. 132)
- aktywnos¢ w warunkach $wietinych...(str. 132)
... linie z nokautem genu...(str. 134)
- Wigzanie TF-6w.. (str. 138) — wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych — zrozumiate i réwnie krétkie!

7. Ocena koricowa:

Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Natalii Elzbiety Zyly spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roélin Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu o dopuszczenie Natalii Elzbiety Zyly do dalszych etapéw postepowania ws.
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.
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