RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Natalii Zyly
pt. ,,Dywergencja funkcjonalna i regulatorowa homologow genu BnaHB6 w zlozonosci sieci

transkrypcyjnej w warunkach deficytu wody u rzepaku (Brassica napus L.)”

Rosliny, jako organizmy niezdolne do przemieszczania si¢, wyksztatcity ztozony system
reakcji na niekorzystne warunki Srodowiskowe. System ten obejmuje szereg mechanizmow
dziatajacych na roznych poziomach, ale jednym z centralnych jego elementdéw jest szczegdlnie
rozbudowana u ro$lin grupa biatek okre§lanych ogolnie jako czynniki transkrypcyjne. Sa one
kodowane przez liczne rodziny genéw, sposrod ktorych wiele jest charakterystycznych tylko dla
krolestwa roslin. Funkcja czynnikéw transkrypeyjnych jest regulacja ekspresji innych gendéw na
poziomie ich transkrypcji, poprzez ich wigzanie si¢ z okreslonymi motywami w rejonach
regulatorowych (tzw. elementy cis-regulatorowe), skutkujace wzmocnieniem lub wyciszeniem
ekspresji kontrolowanego genu.

W przedstawionej mi do recenzji rozprawie Autorka opisata wyniki badan majacych na
celu poznanie mechanizméw dziatania czterech homologéw genu BnaHBG6, kodujacych czynniki
transkrypcyjne z rodziny HD-Zip |, obecnych w genomie rzepaku, w odpowiedzi na stres
niedoboru wody. Analizy tego rodzaju sa szczegélnie trudne z uwagi na mozliwa redundancje
funkcjonalng, zwlaszcza w odniesieniu do gatunkow poliploidalnych. Autorka przeprowadzita
konsekwentnie zaplanowany cykl eksperymentow, ktory pozwolil na wyjasnienie, przynajmniej
w pewnym zakresie, tego kompleksowego mechanizmu, przyczyniajac si¢ tym samym do lepszego

zrozumienia funkcji czynnikdéw transkrypcyjnych stanowiacych przedmiot badan.

Struktura pracy

Rozprawa doktorska ma charakter obszernej (173-stronicowej) monografii naukowej,
ktora zostata przygotowana w jezyku polskim. Zostata ona podzielona na rozdzialy typowe dla
opracowan tego typu w obszarze nauk o zyciu, byty to kolejno Wstep, Hipoteza i cel naukowy
pracy, Material i Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie 1 perspektywy badan, Wnioski oraz
Literatura. Rozprawa zostata opatrzona strong tytutowa oraz uzupetniona 0 informacj¢ o zrédle

finansowania badan, podzigkowania, spis tresci, wykaz publikacji, w ktorych Doktorantka petnita



role wspotautorki, Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis skrotow, a takze suplement w
formie ptyty CD zawierajacej wyniki analiz RNAseq.

We Wstepie, ktory obejmuje 48 stron, Autorka przedstawia bardzo szeroki kontekst swoich
badan. W pierwszym podrozdziale dotyczacym zasadniczo ewolucji genomoéw roslinnych
rozpoczeta narracje od poczatkow zycia na Ziemi, a nastepnie opisata zjawiska ksztattujgce
genomy roslinne i bardziej szczegdélowo scharakteryzowala mozliwe mechanizmy ewolucji
genow. W drugiej cze¢sci Wstepu opisala rodzing Brassicaceae, scharakteryzowala gatunki z
rodzaju Brassica i ich szczegdlne znaczenie dla badan nad ewolucja genomoéw roslinnych,
wreszcie szczegdtowo omowila rzepak, czyli gatunek bedacy obiektem prac eksperymentalnych.
Trzecia czgs¢ Wstepu to szerokie spojrzenie na roslinne czynniki transkrypcyjne, ich role,
r6znorodno$¢ i ewolucje, a takze bardziej doktadny opis nadrodziny HD i roslinnej podrodziny
HD-Zip 1. Czg$¢ ta zostata zakonczona synteza aktualnej wiedzy na temat gendow kodujacych
czynniki transkrypcyjne HD-Zip | w gatunkach z rodzaju Brassica.

W dwustronicowym rozdziale Hipoteza i cel naukowy pracy Autorka, po krotkim

komentarzu wprowadzajacym, sformutowata dwie hipotezy badawcze, cel naukowy oraz cele
szczegdtowe, ktore, jak sie¢ wydaje, byly doprecyzowywane na biezagco w toku prowadzonych
badan, wpisujac si¢ w cel glowny.

Rozdzial Materiat i Metody, obejmujacy 29 stron, szczegdétowo i wyczerpujaco opisuje

wszystkie zastosowane procedury badawcze, czemu pomaga jego podzial na krotkie, precyzyjne
podrozdziaty.

W rozdziale Wyniki Autorka na 35 stronach obszernie opisata rezultaty prac
eksperymentalnych. Rozdziat zostat podzielony na podrozdziaty charakteryzujace wyniki prac
zrealizowanych w kolejnych etapach pracy doktorskiej. Dokumentujg one zdolno$¢ Doktorantki
do prowadzenia badan w obszarze nauk o roslinach przy wykorzystaniu szerokiej gamy
nowoczesnych technik badawczych.

Dyskusja, obejmujaca 23 strony, przedstawia uzyskane przez Autorke wyniki w szerszym
kontekscie, podkreslajac znaczenie tych wynikéw dla wzbogacenia wiedzy o ewolucji i
mechanizmach dziatania homologoéw genu BnaHB6 u rzepaku.

W krotkim, trzystronicowym rozdziale Podsumowanie i perspektywy badan Autorka

proponuje model dywergencji funkcjonalnej badanej grupy czynnikow transkrypcyjnych oraz



formutuje kierunki dalszych badan. Uzupetieniem tego rozdzialu sg Whnioski przedstawione w
pieciu punktach.

Spis literatury obejmuje ponad 250 pozycji, ktore stanowig najwazniejsze artykuly
naukowe z wiodacych $wiatowych czasopism z ostatnich kilkunastu lat oraz wazne prace
opublikowane wczesnie;j.

Streszczenia, umieszczone przed cze$cig opisowa pracy, wlasciwie podsumowujg zakres

prac oraz najwazniejsze obserwacje poczynione przez Autorke.

Merytoryczna ocena pracy

Stan wiedzy przedstawiony w rozdziale Wstep zostat zaprezentowany bardzo szeroko.
Takie przekrojowe podejscie swiadczy o dostrzeganiu przez Doktorantke szerokiego kontekstu
swojej pracy, ale jednoczesnie moze prowadzi¢ do nadmiernych uogdlnien. Przykladowo,
omawiajac ,,paradoks wartosci C” Autorka wskazata tylko ogodlnie na znaczenie niekodujacego
DNA, nie uzupehita jednak tej informacji o stwierdzenie, ze za znaczne roznice wielkosci
genomoOw roslinnych odpowiadajg przede wszystkim ruchome elementy genetyczne. Mylaco
okreslita rowniez liczbe zdarzen duplikacji genomow w toku ewolucji — przytoczone na stronie
18 liczby odnosza si¢ do teoretycznej krotnosci genomow, ktora jest jednak wynikiem znacznie
mniejszej liczby zdarzen (od pigciu do siedmiu dla wskazanych gatunkow). Z kolei na stronie 59
jest mowa o mutantach ,,syntetyzujacych niedobory ABA”, co ewidentnie jest wynikiem skrotu
myslowego. W tabeli na stronie 17 podano réwniez niepoprawng wielko$¢ genomu ryzu, w
rzeczywistosci jest on ponad 10x mniejszy. Sa to oczywiscie drobne niedociagnigcia, ktore
wskazuje z obowiazku recenzenta. Kolejne podrozdzialy wstgpu odnosza si¢ juz bardziej
bezposrednio do tematyki pracy i stanowig bardzo dobre wprowadzenie do czesci
eksperymentalnej. Ostatnie podrozdziaty, dotyczace rodziny HD u ro$lin, zostaty w duzej mierze
oparte na przegladowej publikacji z roku 2023, przygotowanej wspdlnie przez Doktorantke i Panig
Promotor, i dostarczaja bardzo silnej podbudowy teoretycznej dla badan opisanych w dalszej
czes$ci pracy.

Doktorantka podjeta si¢ zadania polegajacego na okresleniu roli genow BnaHB6 u rzepaku
w odpowiedzi ro$lin na stres niedoboru wody. Postawita Ona dwie hipotezy badawcze, méwiace
o wplywie zmienno$ci ewolucyjnej regionow cis-regulatorowych na dywergencje funkcjonalng

genow BnaHBG6 oraz wynikajacg z tego procesu specyficzng regulacje genéw docelowych w



odpowiedzi na warunki sSrodowiskowe. Poznanie tych mechanizmow stanowito cel naukowy pracy
doktorskiej. Autorka zdefiniowata rowniez cele szczegotowe, ktore, jak zaktadam, przynajmniej
czesciowo byly formulowane juz w trakcie realizacji badan. Punktem wyj$cia byta identyfikacja
w genomie rzepaku czterech homologow genu AtHB6 A. thaliana. Ich pozycja filogenetyczna,
struktura oraz profile ekspresji, a takze obecnos$¢ potencjalnych elementow cis-regulatorowych
zwigzanych z odpowiedzig na stres abiotyczny, skionity Doktorantke do skupienia uwagi na
dwoch genach, BnaAO9HB6 i BnaCO8HBG6, na dalszych etapach badan. Okreslita Ona aktywnos¢
promotoroéw tych genéw w roznych organach i tkankach, a takze wskazata na indukcje transkrypcji
genu reporterowego w odpowiedzi na stresy abiotyczne i egzogenny ABA. Udowodnita, Ze geny
te migdzy innymi reguluja ekspresje genéw BnaABF4 i BnaDREB2, bezposrednio
zaangazowanych w odpowiedZ na stres suszy. Przeanalizowala rowniez odpowiedz mutanta
rzepaku z wytaczonym genem BnaCO8HB6 na niedobor wody, wskazujac na znaczenie tego genu
dla adekwatnej reakcji ro§liny na ten stres, zaroOwno na poziomie transkryptomu, jak rOwniez na
poziomie fizjologicznym.

W toku realizacji badan Doktorantka wykorzystata szeroki zestaw technik laboratoryjnych,
obejmujacy oceng aktywnosci transkrypcyjnej czynnikdéw transkrypcyjnych w heterologicznym
uktadzie modelowym z wykorzystaniem transformacji drozdzy S. cerevisiae, analize¢ ekspresji
gendéw przy wykorzystaniu RT-qPCR oraz RNAseq, uzyskanie konstruktow zawierajacych gen
reporterowy uidA pod kontrolg badanych promotorow i analize ich funkcji po transformacji A.
thaliana oraz identyfikacje¢ i charakterystyke mutacji knock-out genu BnaCO8HB6. Na wszystkich
etapach badania byly wspierane analizami bioinformatycznymi, obejmujacymi migdzy innymi
analizy filogenetyczne, predykcje miejsc wigzania czynnikow transkrypcyjnych w promotorach
oraz analize transkryptomow, w tym identyfikacje gendéw ulegajacych roznicowej ekspresji i
analiz¢ ontologii genow. Powyzsza lista jednoznacznie wskazuje na bogaty warsztat naukowy,
ktérym dysponuje Doktorantka i Jej wszechstronne doswiadczenie w zakresie genetyki, genomiki
1 biologii ro$lin.

Z kolei szczegotowa 1 kompletna dyskusja uzyskanych wynikéw oraz pie¢ wienczacych
rozprawe wnioskow pozwala po raz kolejny podkresli¢ wiedze 1 kompetencje Autorki w zakresie
przeprowadzonych prac eksperymentalnych. Logicznym podsumowaniem rozprawy byto
wskazanie przez Autorke problemow, ktore wcigz wymagaja odpowiedzi oraz zaproponowanie

mozliwych strategii badawczych umozliwiajgcych uzyskanie tych odpowiedzi.



W odniesieniu do cz¢sci eksperymentalnej pracy ma jedno pytanie natury ogodlnej i dwa
bardziej szczegdtowe:

- jakie sg mozliwe mechanizmy ewolucyjne wplywajace na zmienno$¢ ewolucyjng
regionoéw cis-regulatorowych?

- czy do analizy porownawczej RNAseq wykorzystano jako kontrole (WT) odmiang
Monolit? Jesli tak, to czy wszystkie substytucje nukleotydowe zidentyfikowane u mutanta
bna08hb6 (5 missense i 1 nonsense) byty wynikiem mutagenezy TILLING? Czy roznice ekspresji
pomigdzy mutantem i WT wynikaty wylacznie z wytaczenia genu BnaCO8HB6?

- jaka jako$¢ preparatow RNA (mierzona wartoscig RIN) jest uwazana za optymalna dla
RNAseq?

Podsumowanie

Za najwazniejsze osiggniecia Pani mgr Natalii Zyty, bedace wynikiem badan opisanych w
rozprawie doktorskiej uwazam: (1) wskazanie na subfunkcjonalizacje homologdéw genu BnaHB6
u rzepaku; (2) udowodnienie, ze ich promotory indukuja ekspresj¢ w warunkach stresu deficytu
wody i w reakcji na ABA,; oraz, (3) ze geny te reguluja ekspresje genow BnaABF4 i BnaDREB2A,
zaangazowanych w odpowiedz na niedobor wody. Prace eksperymentalne byty oparte o poprawne
zalozenia teoretyczne, mialy zlozony charakter i wymagaly znaczacego zaangazowania
Doktorantki. Hipotezy badawcze zostalty wilasciwie zweryfikowane w oparciu o precyzyjnie
zaplanowane doswiadczenia, wyciagni¢to poprawne wnioski, a opisane mechanizmy wniosty
nowa wiedz¢ w zakresie reakcji roslin rzepaku na stres niedoboru wody kontrolowany
aktywnoscig czynnikow transkrypcyjnych BnaHB6.

Stwierdzam, ze oceniana dysertacja spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim
(art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity:
Dz.U. z 2021 r., poz. 478). W szczegélnosci stanowi ona oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego, wykazuje ogélng wiedze teoretyczna Pani mgr Natalii Zyly oraz umiejetno$é

prowadzenia pracy naukowej. Wnioskuje zatem o dopuszczenie Pani mgr Natalii Zyly do
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Krakoéw, 16 pazdziernika 2025 prof. dr hab. inz. Dariusz Grzebelus

dalszych etapow procedury doktoranckiej.



