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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Natalii Zyly
pt. ,Dywergencja funkcjonalna i regulatorowa homologéw genu BnaHB6 w zlozonosci
sieci transkrypcyjnej w warunkach deficytu wody u rzepaku (Brassica napus L.)”
przygotowanej pod kierunkiem promotor dr hab. Danuty Babuli-Skowronskiej
w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu

Podstawa formalno-prawna przygotowania recenzji rozprawy doktorskiej mgr Natalii Zyly
pt. ,Dywergencja funkcjonalna i regulatorowa homologéw genu BnaHB6 w zlozonosci sieci
transkrypcyjnej w warunkach deficytu wody u rzepaku (Brassica napus L.)” jest uchwata Rady Naukowej
Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu podjeta zgodnie z art. 190 ust. 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2023 r. poz. 742, ze zm.).

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Zyly dotyczy identyfikacji i szczegdtowej funkcjonalnej
charakterystyki homologow genu HB6 u rzepaku (Brassica napus L.). Analizowane geny naleza do
rodziny czynnikow transkrypcyjnych HD-Zip I, ktére sq zaangazowane w regulacje odpowiedzi na
stresy srodowiskowe, w tym susze oraz sygnalizacje hormonalna. Praca jest istotna, poniewaz
przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia, jak ewolucyjna réznorodnos¢ i regulatorowa dywergencja
homologicznych genéw w poliploidalnych roslinach wptywa na ich zdolnos¢ adaptacyjng do warunkow
ograniczonej dostepnosci wody. Zastosowane podejscia - od analiz transkryptomicznych, przez
transformacje roslin, po funkcjonalne testy fenotypowe - lokuja prace w nurcie nowoczesnej genomiki
funkcjonalnej i biologii systemdéw roslinnych.

Czes¢ wynikdw uzyskanych w badaniach prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej Pani mgr
Natalii Zyty zostala opublikowane w jednej pracy przegladowej i jednej pracy oryginalnej w latach 2023-
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2024, w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR), posiadajacych wskaznik
oddziatywania Impact Factor (IF). Sumarycznie IF wynosi 5.6.

1. Zyta N, Babula-Skowronska D (2023) Evolutionary consequences of functional and regulatory
divergence of HD-Zip I transcription factors as a source of diversity in protein interaction networks
in plants. Journal of Molecular Evolution 91, 581-597. https://doi.org/10.1007/s00239-023-10121-4

2. Zyta N, Ciesla A, Szala L, Babula-Skowroniska D (2024) Functional and regulatory diversity of
homeobox-leucine zipper transcription factors BnaHB6 under dehydration and salt stress in Brassica
napus L. Plant Molecular Biology 114:59. https://doi.org/10.1007/s11103-024-01465-6

W kazdej z tych prac Doktorantka jest pierwsza autorka i miata wiodacy udziat w powstaniu tychze
publikacji. Prace sa ze soba powiazane i stanowia logiczna catos¢.

Badania finansowane byty w ramach projektu OPUS12 2016/23/B/N29/02175 "Plastyczno$¢ odpowiedzi
poliploidow na stresy srodowiskowe: zbadanie regulonu ABI1/HB6 w warunkach streséw solnego i
suszy u rzepaku (Brassica napus L.) (kierownikiem projektu byta Pani dr hab. Danuta Babula-Skowronska,

promotor rozprawy).
Formalna i merytoryczna ocena rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Zyly stanowi obszerna analize genéw z podrodziny HD-Zip I
u rzepaku. Autorka szczegdétowo scharakteryzowata cztery homologi genu BnaHB6, identyfikujac ich
strukture, wzory ekspresji oraz funkcje w regulacji odpowiedzi na odwodnienie. Praca faczy metody
bioinformatyczne, analizy transkryptomiczne i eksperymenty biologii molekularnej oraz wykorzystanie
mutanta uzyskanego metoda TILLING. Wyniki wskazuja na istotne zréznicowanie zaréwno sekwencji
regulatorowych, jak i funkgji tych gendw.

Dysertacja przedstawiona zostala w formie monografii. Struktura pracy jest wtasciwa dla rozprawy
naukowej z rozréznieniem czesci wstepnych, gtownej czesci badawczej i koncowych. Na podkreslenie
zasluguje duza syntetycznos¢, systematycznos¢ i przejrzystos¢ wynikajaca z wilasciwie przyjetej
koncepgji. Pierwszym rozdzialem jest “Wstep’, gdzie Autorka przedstawia szeroki kontekst badania,
omawiajac niezwykle zajmujaco ewolucje genomow roslin, znaczenie poliploidalnosci u Brassica, a takze
role czynnikow transkrypcyjnych HD-Zip I, w tym genu HB6, w regulacji odpowiedzi na stresy
abiotyczne. Przeglad literatury jest obszerny i bogato udokumentowany i zilustrowany, uwzglednia
znane informacje o ewolucji genow i znaczeniu duplikacji w plastycznosci adaptacyjnej roslin.
Wprowadzone zostaly niezbedne definicje (np. homologii, ortologii, paralogii) oraz charakterystyka
rosliny modelowej B. napus. Wstep dostarcza czytelnikowi solidnej podstawy teoretycznej do
zrozumienia dalszych rozdzialdw. Jezyk wstepu jest precyzyjny, styl naukowy odpowiada standardom,
cho¢ mozna by zasugerowac nieco skondensowanie najdtuzszych fragmentéw, by utatwic odbidr tekstu.
Kolejno Kandydatka do stopnia doktora przechodzi do czesci ‘Hipoteza i cel naukowy pracy’, gdzie w
jasny sposob formutuje hipotezy badawcze, oraz klarownie wyjasnia cele nadrzedne przyswiecajace
podjeciu badan. Gtéwna hipoteza zaktadata, ze w poliploidalnym genomie rzepaku istnieja liczne kopie
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genu HB6, ktore ulegly funkcjonalnej i regulatorowej dywergencji, co wptywa bezposrednio na
zwiekszona plastycznosé adaptacyjna rzepaku, ponadto Autorka przypuszczata, ze sposréd homologow
HB6 sa aktywnie regulowane przez czynniki srodowiskowe, majac istotne znaczenie w kontekscie
transkrypcyjnej kontroli odpowiedzi stresowej, a przez to wptywajaq na fizjologiczne i molekularne cechy
tolerangji na stresy. Celem pracy bylo okreslenie podstaw molekularnych funkcjonalnej dywergencji
i regulatorowego zréznicowania homologow genu HB6 u rzepaku (Brassica napus L.) oraz ich udzialu
w odpowiedzi na stres deficytu wody. Nastepnie w czeSci Materialy i metody Autorka opisuje
wykorzystane materiaty roslinne (rosliny B. napus i A. thaliana, linia mutanta z populacji TILLING) oraz
procedury eksperymentalne. Znajdujemy tu liste odczynnikéw, procedur biotechnologicznych (m.in.
transformacja metoda floral dip, przygotowanie konstruktéw genetycznych) oraz opis analiz
bioinformatycznych (narzedzia MEGAI11l do analizy filogenetycznej, PlantCARE do identyfikacji
motywow cis-regulatorowych, oprogramowanie do analizy RNA-seq i opisy baz danych). Metody sa
opisane w sposob rzetelny i kompletny, z podaniem wszystkich istotnych parametrow. Zastosowane
techniki sa nowoczesne i odpowiednie do postawionych celow. W tym rozdziale brakuje jedynie
wzmianki o przechowywaniu i dostepnosci surowych danych (np. surowych odczytéw RNA-seq), co
jednak nie jest krytyczne w rozprawie. Podsumowujac, rozdzial metodologiczny cechuje sie wysoka

poprawnoscig i starannoscia — opis pozwala na odtworzenie eksperymentow.

Nastepny rozdziat zatytulowany ‘Wyniki’ stanowi trzon pracy i przedstawia systematycznie kolejne
etapy badan. Autorka zidentyfikowata cztery homologiczne kopie genu BnaHB6 (BnaAO9HBG,
BnaA04HB6, BnaCO8HB6, BnaC04HB6) w genomie B. napus, wykorzystujac sekwencje AtHB6 z A. thaliana
i wyszukiwanie w bazie BRAD. Dokonano analizy filogenetycznej. Przeprowadzono tez doktadna
analize domen biatek i motywow, co dobrze $wiadczy o poprawnosci analizy filogenetycznej. Pelnej
dtugosci sekwencje kodujace wszystkie cztery izoformy BnaHB6 potaczono z domeng DNA-BD GAL4 i
wprowadzono do drozdzy. Pozytywna aktywnos¢ transkrypcyjna zaobserwowana we wszystkich
przypadkach jednoznacznie wykazata, ze wszystkie homologi dziataja jako czynniki transkrypcyjne HD-
Zip 1, co byto zatozone w hipotezach. Autorka wykonala seri¢ analiz RT-qPCR, poréwnujac ekspresje
czterech homologéw BnaHB6 w réznych tkankach (liScie, korzenie, kwiaty, organy we wczesnych
stadiach) oraz ich odpowiedz na stresy (susze, zasolenie, niska temperature, ABA) i dobowy rytm
Swietlny (16 h swiatla/8 h ciemnosci). Wnioskiem z tego rozdziatu jest jasny obraz subfunkcjonalizacji.
Autorka bioinformatycznie zanalizowata promotor (ca. 1500 pz) kazdego genu BnaHB6 za pomoca
narzedzia PlantCARE. Zidentyfikowano typowe motywy regulacyjne odpowiedzi na stresy, swiatlo,
hormomny ro$linne. Analiza wykazata, ze promotory BnaA09HB6 i BnaCOSHB6 sa zdecydowanie
bogatsze w elementy zwigzane ze stresem abiotycznym (np. ABRE, DRE) niz promotory BnaA04HB6 i
BnaC04HB6. Ponadto uktad tych motywdéw u A09/C08 byl bardzo podobny wzgledem promotora AtHB6
z A. thaliana, co sugeruje zachowana regulacje i podobna funkcje tych gendw miedzy gatunkami. Autorka
trafnie podkresla, ze to rozmieszczenie elementéw cis-regulatorowych moze by¢ kluczowe dla
roznicowania ekspresji homologéw w odpowiedzi na stres. W skrdcie — analiza promotoréw dobrze
uzasadnia obserwowany wzor ekspresji: geny silnie reagujace na stres majaq promotor wyposazony w

liczne elementy stresowe. Wyniki przewidywan potwierdzono eksperymentalnie przez transformacje A.
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thaliana. Uzyskane wyniki sg zgodne z profilami ekspresji mRNA, potwierdzajac, Ze roznice w regionach
promotorowych przektadaja sie na réznice funkcjonalne. Réznice miedzy poziomami transkryptow a
aktywnoscia GUS wskazuja jednak, Ze moga tu uczestniczy¢ takze mechanizmy posttranskrypcyjne lub
epigenetyczne (co sama autorka stusznie zanotowata). Wiedzac, ze ortologom AtHB6 przypisuje sie
regulacje gendéw stresowych, autorka postuzyla si¢ bazg PlantPAN, aby wskaza¢ kluczowe cele AtHB6:
ABF4 i DREB2A (czynniki zwigzane z sygnatem ABA i suszy). Nastepnie zidentyfikowata w genomie B.
napus wszystkie homologiczne kopie tych gendéw. Analiza sekwencji ich promotoréow ujawnita
zachowane motywy wigzania HB6 (motyw ,, CAATAATTG”). Za pomoca ChIP-qPCR potwierdzono, ze
biatka BnaAO9HB6 i BnaCO8HB6 wiaza sie specyficznie do fragmentow promotorowych zawierajacych
ten motyw w przypadku homologéow BnaDREB2A oraz niektérych BnaABF4. Te wyniki jednoznacznie
wykazuja, ze BnaAO9HB6 i BnaCO8HB6 bezposrednio reguluja kluczowe geny odpowiedzi na susze. Co
wiecej, wnioski autorki (w formie wnioskow koncowych) mowia o ,,dwufunkcyjnosci” tych czynnikéw
transkrypcyjnych: w warunkach kontrolnych dziataja jako represory ABF4/DREB2A, a w stresie stajq si¢
aktywatorami. To interesujace spostrzezenie dynamiki dziatania.

Autorka wykorzystata juz istniejaca lini¢ TILLING B. napus (cv. Maplus) zawierajacqa mutacje w genie
BnaCO8HB6, przekazang przez zespol prof. I. Bancrofta. Zidentyfikowata w tej linii szes¢ mutacji
punktowych - pie¢ typu missense i jedng nonsensowna. Przy aplikacji stresu dehydratacji wywolanej
przez uzycie PEG mutant wykazywal znaczaco obnizony poziom RWC w lisciach w porownaniu z WT,
co wskazuje na wieksza wrazliwos¢ na stres wodny. Badanie to dowodzi, ze BnaCO8HB6 ma realny
wplyw na rozwdj rosliny i odpowiedz na odwodnienie. Dodatkowo RT-qPCR wykazal bardzo silny
spadek ekspresji BnaCOSHB6 w mutancie (oczekiwany przez efekt mutacji nonsense). Zauwazono tez, ze
w linii mutanta w warunkach kontrolnych utrzymywat sie¢ wyzszy poziom transkryptéw niektorych
genow stresowych BnaABF4 i BnaDREB2A niz u WT, co koresponduje z koncepcja represora. Ostatecznie
autorka przeprowadzila analize transkryptomu licia (RNA-seq) mutanta i WT w warunkach stresu
odwodnienia. Ujawnilo to szeroki wplyw mutacji: geny o wyzszej ekspresji w mutancie to gléwnie
czynniki transkrypcyjne (np. rodziny MYB, AP2, HLH) oraz biatka zwigzane ze stresem (transportery,
enzymy ochronne); geny o obnizonej ekspresji sa zaangazowane w procesy rozwojowe i podstawowy
metabolizm (np. fotosyntetyczne). Klastrowanie genow wyraznie rozdzielito profile ekspresji WT i
mutanta. Autorka wykorzystata bazy KEGG do wskazania najbardziej znaczacych szlakow
nadreprezentowanych przez DEGs. Wzbogacenie obejmowato gtéwnie komponenty fotosyntezy (biatka
antenowe, ogolna fotosynteza), metabolizm chlorofilu/porfiryn, metabolizm siarki, aminokwaséw
(arginina, prolina, glikolat) oraz rytm okotodobowy. Podsumowujac, uzyskane dane transkryptomiczne
wskazujg, Zze gen ten ma nadrzedna role w koordynacji odpowiedzi na odwodnienie, taczac sygnaty
srodowiskowe z regulacja metabolizmu komodrkowego. W rozdziale VI zatytutlowanym Dyskusja
Autorka porodwnuje uzyskane rezultaty z doniesieniami innych badaczy, podkreslajac nowatorskie
aspekty i miejsca, gdzie wyniki sa zgodne lub rézne od uprzednich ustalen.

Pod wzgledem formalnym praca jest przygotowana starannie. Zostaly zachowane wszystkie wymogi
edytorskie (podziat na rozdziaty, tabele, ryciny ze zrozumialymi podpisami). Autorce naleza sie

pochwaty za wysoka jakosc¢ analizy zaréwno pod wzgledem naukowym, jak i edytorskim.
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Ocena wartosci naukowej i nowatorstwa

Praca Pani mgr Natalii Zyly wnosi istotny wklad w zrozumienie funkcjonalnych konsekwengji duplikacji
genow regulatorowych u poliploidalnych gatunkow roslin. Konkretnie, kompleksowa analiza czterech
homologéow HB6 u B. napus jest nowatorska — dotychczas brakowalo systematycznego zbadania pod
katem rdznic ekspres;ji i funkcji w odpowiedzi na stres tych blisko spokrewnionych paralogéw. Wartosc¢
naukowa podnosi zastosowanie wielu metod - od bioinformatyki sekwencji po eksperymenty in vivo —
co pozwala na wielowarstwowe potwierdzenie hipotez. Wykazanie, ze dwa ortologiczne geny
(BnaAO9HB6, BnaCOSHB6) pelnia role kluczowych regulatoréw stresowych, zdolnych zaréwno do
aktywagji, jak i represji genéw docelowych (dynamicznie zaleznie od warunkdéw), stanowi istotny i
interesujacy wynik, poglebiajacy wiedze o elastycznej naturze sieci transkrypcyjnych. Analizy
transkryptomiczne oraz identyfikacja szlakéw KEGG w mutantach sg szczegdlnie cenne dla zrozumienia
catogenomowych skutkéw mutacji regulatora.

Metodologicznie praca jest poprawna i wszechstronna. Analizy bioinformatyczne i transkryptomiczne
wykonano poprawnie, zastosowano filtracje i mapowanie RNA-seq na aktualng wersje genomu, a
walidacja qRT-PCR zwieksza wiarygodnosé danych. Mozna jedynie zasugerowacd, ze petna dostepnosc
surowych danych (np. w repozytorium publicznym) podniostaby przejrzystos¢. Interpretacja wynikéw
jest spojna z literatura: autorka odwotuje sie do znanych funkcji HD-Zip I i mechanizmdéw stresowych,
dobrze uzasadniajac wnioski. Podsumowujac, wartos¢ naukowa pracy jest wysoka. Nowatorstwo polega
przede wszystkim na kompleksowym ujeciu czterech homologéw BnaHB6 — od genotypu po fenotyp —

w kontekscie stresu odwodnienia.
Najwazniejsze uzyskane wyniki
Podsumowujac, za najwazniejsze odkrycia naukowe pracy doktorskiej Pani mgr Natalii Zyty uwazam:

1. Identyfikacje i charakterystyke czterech homologéw BnaHB6 u B. napus, wraz z analiza
filogenetyczna.

Wykazanie aktywnosci transkrypcyjnej wszystkich badanych homologéw BnaHB6.

3. Szczegdtowa analiza ekspresji homologoéw BnaHB6 w rozwoju i w warunkach stresowych.
Zidentyfikowanie specyficznych elementéw cis-regulatorowych i eksperymentalne
potwierdzenie ich roli.

5. Wykazanie roli BnaAO9HB6 i BnaCO8HB6 w regulacji ekspresji gendéw stresowych. Istotne jest
takze stwierdzenie, Ze w warunkach optymalnych te biatka dziatajg jako represory, natomiast w
stresie stajq sie aktywatorami ekspresji docelowych gendw. To odkrycie uwydatnia dynamike ich
funkcji w odpowiedzi na srodowisko.

6. Charakterystyka funkcji BnaCO8HB6 in vivo — uzyskano lini¢ TILLING z mutacja w BnaCOSHB6 i
opisano jej fenotyp. Ponadto analiza transkryptomiczna mutanta umozliwita identyfikacje
gendw o zmienionej ekspresji, zwlaszcza zwigzanych z fotosynteza, homeostaza redoks i

metabolizmem chloroplastéw, co podkresla nadrzedna role BnaCOSHB6 jako integratora

University of Silesia in Katowice

Faculty of Natural Sciences

Institute of Biology, Biotechnology and Environmental Protection
Jagiellonska 28,40-032 Katowice, Poland

phone: +48 32 20 09 592,32 20 09 461, e-mail: ibbios.wnp@us.edu.pl

www.us.edu.pl/en I‘ r

HR EXCELLENCE IN RESEARCH



V UNIVERSITY OF SILESIA

IN KATOWICE

sygnatow stresowych. Wyniki te wnosza nowe spojrzenie na funkcjonalng role HD-Zip I w

organizacji transkryptomu pod wpltywem stresu.
Przedstawiona rozprawa wnosi znaczacy wklad do nauki, a uzyskane wyniki otwieraja nowe
mozliwosci badawcze. Dlatego z calym przekonaniem moge stwierdzi¢, Ze przedstawiona mi do oceny
dysertacja ma znamiona odkrycia naukowego. Wyniki pracy mgr Zyly sa oryginalne i maja duze
znaczenie dla badan nad genomika i fizjologia roslin o niezwykle zlozonych genomach, jak rzepak.
Ponadto, Doktorantka udowodnita, Ze potrafi samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe, rozwiazujac
jednoczesnie oryginalny problem naukowy.

Uwagi i pytania

Po zapoznaniu sie z rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Zyly, moje zainteresowanie wzbudzito kilka
zagadnien, ktdre chciatabym oméwic podczas obrony.

1. Na czym dokladnie polega , dwufunkcyjno$¢” transkrypcyjna homologéw BrnaA09HB6 i
BnaCOS8HB6 (wspomniana rowniez we wniosku 3)? Doktadnie jak autorka interpretuje fakt, ze te
czynniki dziatajg jako represory w warunkach kontrolnych, a jako aktywatory w warunkach
stresu (np. jakie moga by¢ mechanizmy molekularne takiego przetaczania)? Czy podobne
zjawisko obserwuje si¢ u AtHB6 lub innych HD-Zip I?

2. Jakie znaczenie ma wykryte powiazanie BnaHB6 ze szlakiem ABA (poprzez ABF4) i DREB
(poprzez DREB2A)? Czy autorka moze rozwing¢, jak zmiana ekspresji tych genéw wptywa na
fenotyp rosliny w stresie (np. czy zmiana regulacji BnaABF4 ttumaczy zmiang RWC w
mutantach)?

3. Jakie ograniczenia technologiczne lub interpretacyjne maja zastosowane metody
transkryptomiczne? Na przyklad, jak autorka uwzglednia fakt poliploidalnosci genomu B. napus
przy mapowaniu odczytéw RNA-seq i identyfikacji genu w danych? Jak zweryfikowano, ze
zmiany ekspresji sa specyficzne dla mutanta, a nie réznic genetycznych miedzy odmianami
(Maplus vs Monolit)?

Whniosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Natalii Zyty
stanowi oryginalne i znaczace rozwigzanie problemu naukowego dotyczacego kluczowej roli duplikacji
genow i nastepujacej po niej specjalizacji funkcjonalnej w kontekscie udowodnionej dywergencji
funkcjonalnej i regulatorowej homologéw genu BnaHB6 u rzepaku. Po wnikliwym zapoznaniu sie z
Autoreferatem oraz zataczonymi publikacjami naukowymi stwierdzam, ze Kandydatka do stopnia
naukowego doktora wykazuje szeroka wiedze teoretyczna w obszarze badan, a takze udowodnila
swoje umiejetnosci w zakresie samodzielnego prowadzenia skomplikowanych badan naukowych.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska Pani mgr. Natalii Zyty pt. ,Dywergencja funkcjonalna i
regulatorowa homologéw genu BnaHB6 w zlozonosci sieci transkrypcyjnej w warunkach deficytu
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wody u rzepaku (Brassica napus L.)” spelnia wszystkie wymogi okreslone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. 2023 poz. 742).

W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN w
Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Natalii Zyly do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania

stopnia naukowego doktora.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom naukowy rozprawy, wartos¢ przeprowadzonych badan

oraz ich znaczenie dla dalszych prac badawczych w dziedzinie biologii roslin, wnioskuje o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej Pani megr Natalii Zvly odpowiednig nagroda.
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