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Katedra Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin

Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr. Marii Nuc zatytutowanej ,,Metodologia statystyczna
badania zmian jako$ciowych transkryptomu roslin w aspekcie interakcji genotypu i
srodowiska”.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Biometrii i
Bioinformatyki Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk. Promotorem rozprawy jest prof. dr
hab. Pawet Krajewski, od wielu lat prowadzgcy badania nad rozwojem narzedzi statystycznych,
informatycznych i bioinformatycznych stuzacych analizie eksperymentéw biologicznych. Niniejsza
rozprawa wpisuje sie w ten nurt badawczy i dotyczy opracowania metodologii statystycznej badania
zmian jakosciowych transkryptomu roslin. Badania nad transkryptomem roslin w kontekscie
interakcji genotyp—-srodowisko stanowig obecnie jeden z kluczowych kierunkéw genomiki
funkcjonalnej. Dynamiczny rozwéj technologii sekwencjonowania RNA, w tym metod dtugich
odczytdéw, generuje ogromne ilosci danych wymagajacych opracowania nowych narzedzi
analitycznych. W tym konteks$cie rozprawa mgr Marii Nuc wnosi istotny wktad metodologiczny,
proponujac podejscie umozliwiajgce ocene jakosciowych réznic pomiedzy transkryptomami roslin.

Doktorantka postawita sobie nastepujace cele badawcze:

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

2. Uwzglednienie w tej metodzie aspektu biologicznego.

3. Sprawdzenie, czy zastosowanie odlegtosci Mash w analizie poréwnawczej moze poprawic
jakos¢ wnioskowania.

Warto podkresli¢, ze cele te odnoszg sie do zagadnien stabo rozwinietych w dotychczasowych
badaniach nad transkryptomami. O ile analiza iloSciowa RNA-seq jest obecnie standardem, o tyle
opracowania dotyczace charakterystyki zmian jakosciowych pojawiajg sie stosunkowo rzadko. W
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tym sensie praca mgr Marii Nuc ma charakter pionierski i stanowi prébe poszerzenia klasycznej
analizy ekspresji 0 aspekt strukturalny transkryptomu.

W mojej ocenie Doktorantka przeprowadzita szeroki zakres analiz i opracowata procedury
odpowiadajgce wszystkim zatozonym celom badawczym. Nalezy podkresli¢, ze w wiekszosci badan
naukowych analiza transkryptomu prowadzona jest z iloSciowego punktu widzenia i polega na
poréwnaniu poziomow ekspresji gendéw pomiedzy probkami. Analizy jakosciowe transkryptomu sa
znacznie rzadsze i obejmujg m.in. identyfikacje nowych izoform, RNA chimerycznych,
polimorfizmow czy miejsc redagowania RNA. W zwigzku z tym opracowanie metod umozliwiajgcych
iloSciowy opis réznic jakosciowych pomiedzy transkryptomami stanowi istotny i oryginalny kierunek
badan podjety przez Doktorantke.

Praca doktorska ma klasyczny uktad i rozpoczyna sie streszczeniem, po ktérym nastepuja: wstep,
przeglad literatury (zatytutowany ,,Stan wiedzy”), cele pracy, opis metod, charakterystyka danych
doswiadczalnych, wyniki, oraz dyskusja z wnioskami. Cato$¢ uzupetnia suplement i spis literatury.

Rozdziaty Wstep oraz Stan wiedzy starannie wprowadzajg czytelnika w tematyke badan. Autorka
przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy sekwencjonowania transkryptomow, omawia nature
zmian sekwencji nukleotydowych oraz metody badania zmiennosci nukleotydowej. Uwazam jednak,
ze czesé ta mogtaby zostac rozszerzona, szczegoblnie o opis technologii sekwencjonowania trzeciej
generacji, ktére w ostatnich latach rozwijaja sie bardzo dynamicznie. Na koricu rozdziatu
Doktorantka wprowadza pojecie odlegtosci, ze szczegdlnym uwzglednieniem odlegtosci Mash.
Temat ten zostat zaprezentowany w sposéb zrozumiaty nawet dla czytelnika niezajmujgcego sie ta
dziedzing, co zastuguje na uznanie. Z obowigzku recenzenta musze jednak zwréci¢ uwage na brak
ryciny 2.2, mimo jej opisu w tekscie. Uwaga ta nie wptywa jednak istotnie na pozytywng ocene tej
czesci pracy.

Cele pracy zostaty jasno i precyzyjnie sformutowane. W czes$ci metodycznej Kandydatka opisuje
wykorzystane oprogramowanie oraz zaimplementowane metody statystyczne. Zabrakto jednak
informacji o zastosowanych parametrach programoéw, ktére moga mie¢ znaczacy wptyw na
uzyskane wyniki — chyba ze wszystkie analizy wykonano z uzyciem ustawien domyslnych. W tym
kontekscie nasuwa sie pytanie, dlaczego Doktorantka zdecydowata sie uzy¢ programu SOAPdenovo,
a nie jego wersji dedykowanych analizom transkryptomicznym, takich jak SOAPdenovo-Trans lub
Trinity, ktére sg szeroko stosowane do sktadania odczytéw w kontigi lub skafoldy. Wybér tego
oprogramowania mozna jednak uznaé¢ za Swiadomy i ciekawy eksperyment metodologiczny,
poniewaz umozliwia poréwnanie wynikéw uzyskanych przy uzyciu narzedzia pierwotnie
opracowanego do analizgenomowych w kontekscie danych transkryptomicznych.
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Dane doswiadczalne pochodzity z eksperymentu tréjczynnikowego (czynniki: genotyp, dzien,
temperatura) przeprowadzonego na jeczmieniu jarym (Hordeum vulgare), opisanego w pracy
Mikotajczakiiin. (2022). Dane uzyskano za pomoca sekwencjonowania na platformie lllumina.

Najistotniejsza cze$¢ pracy dotyczy analizy wynikow. W pierwszym etapie Doktorantka
przeprowadzita ocene jakosci uzyskanych odczytéw sekwencjonowania, nie wykazujac istotnych
nieprawidtowosci w danych. Zwrdocitem jednak uwage na zaburzenie zawartosci GC na poczatku
odczytow (Ryc. 6.1), co czesto wynika z obecnosci sekwencji adapterowych. Warto bytoby wyjasnic,
czy po filtracji i przycieciu odczytéw problem ten ustgpit.

W kolejnym kroku Doktorantka przeprowadzita sktadanie odczytow w kontigi i skafoldy, uzyskujac
bardzo niewielkie réznice miedzy ich dtugosciami. Zastanawia mnie przyczyna tego zjawiska i czy nie
nalezatoby oczekiwac wiekszych réznic. Nastepnie Doktorantka obliczyta odlegtosci Mash pomiedzy
zbiorami danych, osobno dla kazdego etapu przetwarzania. Zaobserwowata, ze odlegtosci Mash dla
skafoldow i kontigow byty niemal identyczne, lecz wyraznie mniejsze niz dla surowych odczytow.
Wynik ten sugeruje utrate czesci k-meréw w procesie sktadania, poniewaz nie wszystkie odczyty
moga by¢ wykorzystane do budowy kontigdw i skafoldéw. Doktorantka potwierdzita te interpretacje
w dyskusji. Warto bytoby takze rozwazy¢ wptyw réznej gtebokosci sekwencjonowania pomiedzy
prébkami na wartosci odlegtosci Mash — prébki o mniejszej gtebokosci moga nie obejmowac
transkryptow o niskiej ekspresji, co moze wptywac na ocene podobienstwa.

W dalszej czesci Doktorantka przeprowadzita analize PCoA oraz jedno- i wieloczynnikowg analize
wariancji, wykazujac, ze najwiekszy wptyw na réznice jakosciowe miedzy zbiorami transkryptomow
miaty czynniki temperatura i dzieri. Zaobserwowano réwniez, ze etap sktadania odczytéw wyraznie
réznicowat zbiory miedzy soba.

Nastepnie Autorka nadata swoim analizom wymiar biologiczny, dzielac zbiory danych wedtug
termindéw GO Slim opisujgcych funkcje gendw. Wykazata, ze zastosowanie odlegtosci Mash w
potaczeniu z ontologig GO Slim pozwala na wzbogacenie analiz transkryptomicznych o aspekt
funkcjonalny. Ten etap pracy stanowi wazny krok w kierunku integracji metod obliczeniowych z
interpretacjg biologiczng. Przeniesienie punktu ciezkosci z poréwnania czysto technicznego (na
poziomie sekwencji) na analize funkcjonalng pozwala ocenié, czy obserwowane réznice maja
znaczenie biologiczne, co jest kluczowym celem wspétczesnych analiz omicznych. W tej czesci
zabrakto mi jednak bardziej szczegétowego omdwienia biologicznych implikacji uzyskanych
wynikéw.

Ostatnia czes$é wynikéw, moim zdaniem szczegdlnie cenna, dotyczy analizy r6znicowej ekspresji
genow z uwzglednieniem réznic jakosciowych transkryptomu. Takie podejscie pozwala na analize
iloSciowa ekspresiji z korektg uwzgledniajgcg podobienstwo sekwencji, co mozna zrealizowac,
wykorzystujgc algorytm DESeq2 oraz wspoétrzedne gtéwne obliczone na podstawie odlegtosci Mash.
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Uwazam, ze metoda ta moze by¢ niezwykle uzyteczna w analizach RNA-seq pochodzacych z réznych
odmian, gdzie réznice sekwencyjne mogag maskowac rzeczywiste zmiany ekspresji. Ciekawym
uzupetnieniem bytaby analiza genow odfiltrowanych w tym podejsciu, by sprawdzi¢, czy
rzeczywiscie wykazujg one réznice sekwencji miedzy prébami.

Dyskusja jest zwiezta, logiczna i spdjna. Doktorantka trafnie odniosta sie do zagadnien, ktére
pojawiajg sie podczas lektury wynikow, i w sposéb kompetentny poréwnata swoje obserwacje z
aktualnym stanem wiedzy. Wskazata réwniez ograniczenia pracy, co swiadczy o jej dojrzatosci
naukowej. Analiza sposobu prowadzenia badan i prezentacji wynikow wskazuje, ze mgr Maria Nuc
posiada bardzo dobrg znajomos$¢ metod statystycznych i bioinformatycznych, a takze umiejetnosc¢
ich krytycznej oceny. W pracy widoczna jest samodzielno$¢ badawcza, umiejetnosé formutowania
whnioskéw oraz Swiadomosc¢ ograniczen zastosowanych metod.

Podsumowujac, uwazam, ze recenzowana rozprawa stanowi wartosciowy wktad w rozwéj metod
statystycznych do analizy jakos$ciowej transkryptoméw. Zastosowane podejscie ma réwniez
potencjat aplikacyjny. Moze znalez¢ zastosowanie w badaniach nad aklimatyzacja roslin do stresu
srodowiskowego, roznorodnoscig genetycznag odmian czy w analizach poréwnawczych
transkryptomow réznych gatunkdow. Praca ta dostarcza wiec nie tylko wartosci teoretycznych, lecz
takze praktycznych narzedzi analizy danych RNA-seq. Wyniki badan zostaty opublikowane w pracy,
w ktorej Doktorantka jest pierwszg wspotautorka. Zgtoszone w recenzji uwagi i pytania nie wptywaja
na mojg ogdlnie pozytywng ocene rozprawy.

Stwierdzam, ze przestana mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Marii Nuc stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spethia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim jak i wymagania ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce” oraz wnosze do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk o
dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. Piotr Gawronski
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