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Tematyka badawcza

Przedmiotem recenzowanej rozprawy doktorskiej jest opracowanie oraz zastosowanie nowej metody analizy
danych transkryptomicznych, pozwalajgcej na uwzglednienie aspektu jakosciowego w badaniach ekspres;ji
gendw. Autorka podjeta sie problemu istotnego z punktu widzenia wspodfczesnej biologii molekularne;j i
bioinformatyki, w ktérej dominujg metody iloSciowe oparte na poréwnywaniu poziomoéw ekspresji gendw. W
pracy zaproponowano alternatywne podejscie — analize jakosciowa, umozliwiajgcg badanie réznic w sktadzie
sekwencji RNA pomiedzy prébkami, a nie jedynie ich liczebnosci. Do tego celu wykorzystano odlegtos¢ Mash,
bedacg miarg podobienstwa miedzy zbiorami sekwencji nukleotydowych. Zaproponowana metoda zostata
zastosowana do analizy danych z eksperymentu tréjczynnikowego przeprowadzonego na jeczmieniu, w ktdrym
badano wptyw genotypu, dnia i temperatury na transkryptom roslin. Opracowany pipeline analityczny
obejmowat obliczanie odlegtosci Mash, analize gtéwnych sktadowych (PCoA) oraz testowanie istotnosci
czynnikdéw eksperymentalnych. Dodatkowo autorka wykorzystata ontologie GOSlim GOA w celu pogtebienia

interpretacji biologicznej otrzymanych wynikdw. Przeprowadzone badania wpisujg sie w aktualne trendy w



bioinformatyce, tgczac metody ilosciowe i jakosciowe w analizie danych transkryptomicznych oraz podkreslajac

znaczenie wieloczynnikowych podejs¢ eksperymentalnych w biologii roslin.

Zakres pracy i wktad autora

Wktad autorki ma charakter zaréwno metodyczny, jak i aplikacyjny. W warstwie koncepcyjnej zaproponowata
ona nowg metode jakosciowej analizy danych RNA-seq, bazujgcg na odlegtosci Mash, a w warstwie praktycznej
opracowata kompletny schemat analityczny pozwalajagcy na jej zastosowanie w doswiadczeniach

wieloczynnikowych. Autorka sformutowata trzy cele badawcze, stanowigce zarazem hipotezy pracy.

1. Opracowanie nowej metody analizy wynikéw doswiadczen wieloczynnikowych, w ktérych uzyskano
zbiory sekwencji transkryptomicznych.

2. Znalezienie sposobu na wiagczenie do tej metody interpretacji biologicznej, umozliwiajgcej powigzanie
wynikéw z funkcjami gendw przy uzyciu ontologii GOSlim GOA.

3. Sprawdzenie, czy uwzglednienie odlegtosci Mash w analizie ilosciowej ekspresji moze poprawié

trafnosc i kontekst wynikéw biologicznych.

Uzyskane rezultaty potwierdzity zasadnos¢ postawionych hipotez — autorka wykazata, ze odlegto$é Mash moze
by¢ skutecznym narzedziem do oceny jakosciowej zmiennosci transkryptomow, a jej wykorzystanie prowadzi
do wzbogacenia klasycznej analizy réznicowej o nowy wymiar interpretacyjny. Praca stanowi cenny wktad w
rozwdj metod bioinformatycznych wykorzystywanych w analizie danych RNA-seq i ma potencjat do dalszego

zastosowania w badaniach genomiki funkcjonalnej.

Ocena strony merytorycznej
Praca doktorska liczy 98 stron i sktada sie z 7 rozdziatéw oraz suplementu z tabelami. Zacytowane zostaty 43

pozycje literaturowe, wliczajgc cytowane strony internetowe.

W rozdziale pierwszym Autorka wprowadza w problematyke wspdtczesnych badan transkryptomicznych,
podkreslajgc rosngce znaczenie analiz wieloczynnikowych w biologii roslin. We wstepie zaakcentowano
potrzebe tgczenia danych o réinym charakterze — iloSciowym i jakoSciowym — w celu petniejszego
zrozumienia proceséw ekspresji gendw w kontekscie interakcji genotypu i srodowiska. Przedstawiono takze
motywacje badawczg: ograniczenia istniejgcych metod analizy RNA-seq, ktore koncentrujg sie gtdwnie na
porownaniach ilosciowych, pomijajgc aspekt jakosciowy sekwencji, w tym takze w ujeciu wieloczynnikowym.
Autorka w sposob przejrzysty wskazuje miejsce swojej pracy w szerszym kontekscie bioinformatyki i statystyki
stosowanej. Cennym elementem jest ujecie pracy w perspektywie interdyscyplinarnej — tgczy aspekty

biologiczne, matematyczne i informatyczne.



Rozdziat drugi stanowi obszerne omdwienie literatury przedmiotu dotyczgcej sekwencjonowania DNA i RNA
oraz metod badania zmienno$ci transkryptomu. Autorka opisuje rozwdj technologii sekwencjonowania od
pierwszej generacji po wspoétczesne techniki drugiej i trzeciej generacji. W dalszej czesci wprowadza pojecia
metryki i odlegtosci, poczynajac od klasycznych definicji (Euklidesowa, Hamminga, Damerau-Levenshteina) po
nowoczesne metody przyblizonego poréwnywania sekwencji — w szczegdlnosci odlegto$¢ Mash bazujacg na
indeksie Jaccarda. Mgr Nuc w sposéb przystepny, ale naukowo precyzyjny, omawia metody poréwnywania
sekwencji, a nastepnie przechodzi do uzasadnienia wyboru metody Mash jako centralnej koncepcji badawcze;j.
Cenne jest przedstawienie podstaw matematycznych i dowoddw spetniania przez Mash warunkéw metryki.
Rozdziat miejscami jest bardzo obszerny — cze$¢ historyczna dotyczgca rozwoju sekwencjonowania mogtaby
by¢ skrécona na rzecz szerszego omowienia wspotczesnych zastosowan analizy odlegtosciowej w biologii
molekularnej. Przy opisie, szczegdlnie w pierwszej czesci (2.1-2.2) jest duzo wtrgcen w nawiasach () co znacznie
utrudnia czytanie tego rozdziatu.

W rozdziale trzecim przedstawione zostaty trzy gtdwne cele pracy (przytoczone powyzej). Cele s3 jasno
okreslone, hierarchicznie uporzagdkowane i dobrze korespondujg z trescig dalszych rozdziatow. Wida¢, ze
autorka dazy do opracowania metody nie tylko teoretycznie poprawnej, ale takze praktycznej i
interpretowalnej biologicznie.

Rozdziat czwarty zawiera szczegdtowy opis procedur bioinformatycznych i statystycznych zastosowanych w
pracy. Opisane zostaty etapy przetwarzania danych RNA-seq: kontrola jakosci, sktadanie odczytdw, obliczanie
odlegtosci Mash, analiza wspoétrzednych gtéwnych (PCoA), analiza wariancji (ANOVA, MANOVA) oraz analiza
ekspresji gendéw. Uzupetnieniem jest wykorzystanie ontologii genéw (GOSlIim GOA) dla interpretacji
biologicznej wynikdw. Rozdziat cechuje sie wysokim poziomem technicznym i precyzjg opisu. Autorka
umiejetnie faczy procedury bioinformatyczne z metodami statystycznymi, co swiadczy o interdyscyplinarnej
kompetencji. Dobrze uzasadniono wybér narzedzi (FastQC, SOAPdenovo2, Mash, DESeq2) oraz ich
konfiguracje. Szczegdlnie cenne jest uwzglednienie analizy kowariancji jako sposobu tgczenia informacji
jakosciowej (PCoA) z iloSciowq (ekspresja gendw).

W kolejnym rozdziale przedstawiono dane eksperymentalne, ktére zostaty wykorzystane w omawianej pracy.
Dane pochodzg eksperymentu tréjczynnikowego na jeczmieniu (Hordeum vulgare), w ktérym analizowano
wptyw genotypu, dnia i temperatury.

Rozdziat szésty to najobszerniejszy rozdziat pracy, w ktdry przedstawione zostaty wszystkie wyniki
przeprowadzonych analiz. Autorka pokazata iz miary odlegtosci Mash dla réinych etapow ztozenia
transkryptomow: kontigéw oraz skafoldéw sg bardzo zblizone, dlatego tez w dalszej czesci analiz wyniki zostaty
przedstawione tylko dla jednej z nich (dla skafoldéw), oraz dla danych surowych NGS. Przeprowadzono analize
PCoA dla macierzy odlegtosci Mash pomiedzy kazdg parg zbioréw (rézny genotyp, powtdrzenie biologiczne,
temperatura oraz dzien), a nastepnie poprzez analize wariancji (ANOVA, MANOVA) zbadano zwigzek

wspotrzednych gtéwnych z czynnikami biologicznymi (np. genotypem). Mgr Nuc wskazata, ze najwiekszy wptyw



na zmiennos$¢ jakosciowa majg czynniki temperatura i dziel. Nastepnie przeprowadzita analize funkcjonalng
GOSlim, pokazujgc réznice w kategoriach biologicznych gendw, oraz analize rdznicowej ekspresji genéw z
wykorzystaniem modelu rozszerzonego o wspoétrzedne gtéwne.

Rozdziat jest dobrze napisany i bogaty w interpretacje. Wyniki sg spdjne z zatozeniami metodologicznymi, a
doktorantka wykazuje umiejetnos$¢ interpretacji biologicznej danych statystycznych. Szczegdlnie wartosciowe
jest potgczenie analiz jakosciowych i ilosciowych oraz poréwnanie modeli liniowego i kowariancyjnego. Wyniki
sg przedstawione klarownie, z poprawnym uzyciem figur i tabel. Niektore wykresy i tabele mozna by uzupetnic¢
o jednostki miar i opisy osi (np. rys 6.9). Dodatkowo, interpretacja biologiczna mogtaby by¢ pogtebiona przez
odniesienie do konkretnych szlakdw metabolicznych lub gendéw rdéznicujacych.

Pojawito sie na tym etapie kilka uwag lub niescistosci:

Przedstawione przyktady nie sq dobrze opisane. Np. 'secondary metbolic process’. Policzone zostaty odlegtosci
Mash dla kazdej pary podzbiorow sekwencji zwigzanych z tym procesem. Nie wiadomo ile byto takich
sekwencji? Mozna przypuszczac ze chodzi tu o wszystkie geny, ktore sq zwigzane z tym procesem, a kazdy gen

mdgt by¢ reprezentowany przez wiecej niz jeden skafold. Powinno to zostac bardziej doprecyzowane.

Tabela 6.15 oraz analiza réznicowej ekspresji przy pomocy DESeq2. Nie podano jaki jest prob odciecia
istotnosci statystycznej, p-value lub adjusted p-value? Jaki zastosowano prdg odciecia przy stwierdzeniu ze

jest zmiana ekspresji w dét lub w gdre? Czy prég zmiany logFC moze by¢ np. 0.57?

Kolejny, szdsty rozdziat obejmuje dyskusje na temat syntezy wynikdw oraz ich odniesienie do literatury.
Autorka pokazuje, ze opracowana metoda jest efektywna obliczeniowo, a zarazem biologicznie
interpretowalna. Wskazuje, ze Mash moze stanowi¢ uzyteczne narzedzie do analizy transkryptoméw w
kontekscie wieloczynnikowym. Zwraca uwage na potencjat zastosowania metody w innych gatunkach oraz
mozliwos¢ integracji z klasycznymi metodami analizy ekspresji gendw. Dyskusja jest spdjna i logicznie
powigzana z celami pracy. Autorka potrafi krytycznie oceni¢ ograniczenia swojej metody (m.in. uproszczenia w
analizie k-merdéw, losowosé haszowania). Wskazuje kierunki dalszych badan, w tym potrzebe walidacji
miedzygatunkowej i optymalizacji parametréw k-merdw. Dyskusja mogtaby w wiekszym stopniu akcentowadé
oryginalnos¢ metody w poréwnaniu z innymi narzedziami (np. Mashmap, MinHash w innych kontekstach).
Warto rédwniez uzupetnic czesc¢ o refleksje nad mozliwym zastosowaniem metody w analizach epigenetycznych
lub metatranskryptomicznych.

Ostatni rozdziat stanowi podsumowanie wynikéw pracy doktorskiej.

W pracy doktorskiej zabrakto informacji o dostepnosci skryptow lub narzedzia, ktére mogtoby zostac
wykorzystane przez innych uzytkownikow. Choc czes¢ uzytych narzedzi, jak np. AdapterRemoval, DESeq?2,

TopHat jest powszechnie znana i szeroko stosowana, to zaproponowana przez doktorantke metoda obliczania



odlegtfosci Mash oraz wykorzystania macierzy odlegfosci w analizie PCoA powinna by¢ dostepna publicznie.

Brakuje rowniez szczegotow dotyczqgcych jej implementacji.

W trakcie lektury, oprécz pytan zawartych w powyiszym podsumowaniu pracy, pojawity sie rowniez
nastepujace kwestie:

Jakie czynniki zdecydowaty o wyborze jeczmienia (Hordeum vulgare) jako organizmu modelowego? Czy metoda
mogtaby byc¢ bezposrednio zastosowana rowniez do innych gatunkow (np. roslin dwulisciennych lub
organizméw modelowych typu Arabidopsis thaliana)? Czy wieksza rdznorodnos¢ pomiedzy genotypami
wptynetaby na jakos¢ i interpretowalnosc osiggnietych wynikow?

W analizie odlegfosci Mash zastosowano wartos¢ k = 21. Czy autorka przeprowadzita testy wrazliwosci wyniku
na zmiane dtugosci k-merdw? W jakim stopniu wartos¢ tego parametru wptywa na doktadnosc¢ i
interpretowalnosc¢ wynikow?

Jakie byty kryteria wyboru metody PCoA do analizy wspdtrzednych gtdwnych? Czy rozwazano alternatywne
podejscia redukcji wymiardw, np. MDS, t-SNE, UMAP lub NMDS?

lle préb biologicznych i technicznych uwzgledniono dla kazdego wariantu czynnika? Czy autorka przeprowadzita
analize mocy statystycznej, aby potwierdzic, ze liczba powtdrzenri byta wystarczajgca do wykrycia efektow
czynnikow?

W jakim stopniu opracowana metoda mozZe zastqpic klasyczne podejscie do analizy RNA-seq, a w jakim
powinna je uzupetniac?

Czy mozliwe bytoby zastosowanie tej metody do danych pochodzqcych z sekwencjonowania dtugich odczytow
(np. Oxford Nanopore)? Czy wiekszy odsetek btedéw w danych trzeciej generacji wptynie istotnie na jakos¢

wynikow? Czy konieczny bytby dodatkowy etap oczyszczania odczytow?

Ocena od strony redakcyjnej

Praca od strony redakcyjnej wymaga dopracowania. Zabrakto informacji o autorze pracy doktorskiej,
promotorze oraz jednostce przeprowadzajacej jest przewdd doktorski.

Do wniosku powinna by¢ dostarczona lista publikacji autorki oraz wykaz jej udziat w konferencjach
naukowych. Na dorobek naukowy doktorantki sktadajg sie publikacje w Nature Plants, BMC Genomics,
Scientific Data, Scientific Reports, Frontiers in Plant Science oraz International Journal of Molecular Sciences.
Zadna z tych prac nie zostata jednak wymieniona ani zacytowana w rozprawie.

Praca miejscami napisana jest w formie raportu, na przyktad wnioski przedstawiono w pracy w formie
wypunktowanej. Zdarzajg sie drobne btedy stylistyczne oraz interpunkcyjne, a takze niescistosci w zapisie
nazw metod i odlegtosci, np.

- miara odlegtosci Damerau-Levenshteina - w pracy jest ‘Damareau-Levenshteina’

- metoda DESeq2, w pracy jest ‘Deseq2’



Powyzsze usterki nie majg znacznego wptywu na jakosc i czytelnosc pracy i nie umniejszajg jej wartosci. Nie

zmieniajg rdwniez mojej pozytywnej oceny recenzowanego doktoratu.

Whioski koricowe

W mojej ocenie autorka recenzowane] pracy doktorskiej przeprowadzita szereg ztozonych i wymagajacych
analiz. Zaproponowata nowg metode jakosciowej analizy danych RNA-seq opartg na odlegtosci Mash,
wykazujac, ze moze ona stanowic skuteczne narzedzie do oceny zmiennosci transkryptomodw. Miara odlegtosci
Mash moze réwniez zosta¢ wykorzystana jako modyfikacja klasycznej analizy réznicowej ekspresji, pozwalajgca
uwzgledni¢ podobieistwo sekwencji transkryptomicznych. Zastosowana aparatura badawcza oraz metody
analityczne sg adekwatne do zatozonych celéw i przeprowadzonych badan.

Stwierdzam, ze praca doktorska pani mgr Marii Nuc pt. , Metodologia statystyczna badania zmian
jakosciowych transkryptomu roslin w aspekcie interakcji genotypu i sSrodowiska” spetnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn.
zm.) oraz stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Whnosze o dopuszczenie mgr Marii Nuc do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. inz. Aleksandra Swiercz
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