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1. Wartos¢ naukowa rozprawy

Najwiekszg wartoscig naukowg recenzowanej pracy jest opracowanie przez Autorke oryginalnego podejscia
do badania zmian jakosciowych transkryptomu roslin w kontekscie interakcji genotyp—srodowisko. Metoda
taczy bioinformatyczng analize globalnego podobienstwa sekwencji transkryptomoéw (odlegtos¢ Mash) z
narzedziami statystycznymi, takimi jak redukcja wymiarowosci (PCoA) oraz analiza wariancji
(ANOVA/MANOVA), co pozwala formalnie uchwyci¢ réznice jakosciowe miedzy transkryptomami. Cenny jest
réowniez formalny dowod, ze odlegtos¢ Mash spetnia aksjomaty metryki. W literaturze wspominano, ze Mash
jest metryka, jednak dotychczas brakowato potwierdzenia matematycznego. Argumentacja zawarta w
rozprawie stanowi solidng podstawe, by traktowac te miare jako uzyteczny dystans filogenetyczny. W mojej
ocenie, zarébwno opracowana metoda, jak i jej formalne uzasadnienie stanowig istotny wkitad w rozwoj
narzedzi do analizy poréwnawczej transkryptomow i otwierajg perspektywe dalszych badan nad
poszczegdlnymi genami i aspektami ilosciowymi.

2. Ocena merytoryczna rozprawy

Pozytywnie oceniam réwniez strone merytoryczng pracy. Wstep dobrze wprowadza w tematyke badan,
definiuje kluczowe pojecia i opisuje czynniki wptywajace na zmienno$¢ transkryptomow. By¢ moze warto
bytoby jednoznacznie wyjasni¢, co Autorka rozumie przez ,zmiany jakosciowe transkryptomu”. Z dalszej
czesci tekstu wynika, ze chodzi o réznice w sktadzie i funkcji transkryptéw, ale warto bytoby doprecyzowac
to juz na poczatku, z zaznaczeniem, ze zalezg one takze od czynnikow ilosciowych, takich jak prog detekgji
czy glebokos¢ sekwencjonowania. Takie uscislenie utatwitoby zdefiniowanie celéw pracy, zwtaszcza tych
zwigzanych z biologicznym znaczeniem metody, ktére obecnie mogtyby byé sformutowane precyzyjnie;.

Zastosowane metody zostaly dobrane wiasciwie, a ich opis Swiadczy o wysokim poziomie warsztatu
matematyczno-statystycznego Autorki. Wyniki przedstawiono przejrzyscie, a wnioski sg poprawne. Cho¢
biologiczne interpretacje sg ograniczone, Autorka jest tego swiadoma i podejmuje probe ich rozwiniecia
poprzez analize ontologii genéw. Dyskusja jest rzeczowa i obiektywna, z uwzglednieniem zaréwno mocnych
stron, jak i ograniczen metody, co potwierdza dobre zrozumienie konsekwenc;ji przyjetego podejscia.

3. Uwagi merytoryczne do rozwazenia i dyskusji

Doktorantka prezentuje wysoki poziom naukowy, a ponizsze uwagi majg jedynie charakter dyskusyjny i
wynikajg z mojego szczegodlnego zainteresowania tematem.

1. Sekwencjonowanie NovaSeq przeprowadzono przy tagodnych kryteriach filtrowania (Phred =20) i
krotkiej dtugosci odczytow (101 nt), co nie wykorzystuje w petni mozliwosci tej technologii (2 x 150
nt). Z kolei, do sktadania transkryptomow uzyto programu SOAPdenovo2, przeznaczonego do
sktadania genomoéw, zamiast wariantu SOAPdenovo-Trans czy popularnych narzedzi takich jak
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Trinity lub rnaSPAdes. Te czynniki mogty wptyng¢ na uzyskanie stosunkowo krotkich kontigow
(Srednio 500 nt), ktore nie odzwierciedlajg petnych transkryptéw. Ograniczenie to nie powinno
wpltyng¢ na wnioski dotyczace zmian jakosciowych catego transkryptomu, ale moze mie¢ znaczenie
przy analizach wykorzystujgcych ontologie gendw. Powstaje zatem pytanie, czym kierowata sie
Autorka przy wyborze tej strategii?

Czy Doktorantka probowata oceni¢ wiarygodnosé i powtarzalnos¢ wynikéw opracowanej metody
(Mash + PCoA + ANOVA/MANOVA), np. poprzez sprawdzenie, czy odlegtosci Mash miedzy
replikami sg istotnie mniejsze niz miedzy réznymi probami eksperymentalnymi. Taka analiza
mogtaby réwniez pomoc w doborze parametrow Mash, np. wielkoSci szkicu, oraz w ocenie
powtarzalnosci wnioskéw statystycznych przy zmianie parametréw.

Czy Autorka rozwazata sposoby poprawy jakosci wynikdw opartych na surowych odczytach, np.
poprzez filtrowanie k-merow w szkicach Mash wedtug minimalnej liczby wystgpien? Mogtoby to
przyblizy¢ jakos¢ wynikow do tej uzyskanej dla kontigéw, bez koniecznosci ich skladania.

Analiza Gene Ontology jest interesujgca, lecz jej wartos¢ interpretacyjna moze by¢ ograniczona
przez niepetng lub zbyt ogdlng adnotacje genomow roslinnych. Warto poda¢, jaki procent kontigow
udato sie przypisac do terminéw GO, oraz rozwazy¢ uzupetnienie analizy o domeny biatkowe, ktére
czesto dajg bardziej szczegdtowe informacje i byé moze pozwolityby lepiej powigza¢ obserwowane
zmiany z mechanizmami odpowiedzi roslin.

Twoérczym pomystem jest analiza kowariancji, pozwalajgca skorygowa¢ poréwnania ilosciowe o
réznice w sekwencji. Problemem moze by¢ jednak stosowanie tej poprawki na poziomie
transkryptomu — w takim modelu geny o niskiej ekspres;ji lub ponizej progu detekcji w jednym z
wariantéw mogg byc¢ btednie eliminowane. Jesli celem jest kontrola réznic sekwencyjnych, by¢ moze
bardziej odpowiednie byloby uzycie genomu obejmujgcego petny zestaw genow?

4. Komentarze techniczne

Ponizsze komentarze majg charakter techniczny i redakcyjny. Sg one mato istotne z punktu widzenia oceny
rozprawy i Doktorantka moze je poming¢ podczas publicznej obrony.

Na str. 50 oraz w Tabeli S2 podano procent zmiennosci wyjasnianej przez osie sktadowych gtéwnych
PCoA. Wartosci sg niewielkie i nie przekraczajg jednosci. Czy sg one w skali 0—1, czy rzeczywiscie
w procentach? Warto to wyraznie oznaczy¢, aby unikng¢ niejasnosci.

Czy analizowanie i dyskutowanie konkretnych wartosci wspoétrzednych PCoA oraz prezentowanie
ich w tabelach gtéwnych jest rzeczywiscie informatywne? Zakres osi PCoA zalezy od danych, a
dodanie lub usuniecie pojedynczego transkryptomu moze catkowicie zmieni¢ zakres wartosci, co
utrudnia biologiczng interpretacje.

We wzorze na wspotczynnik determinacji brakuje poteg drugich, zaréwno przy obliczaniu odchylen
od sredniej, jak i w symbolu wspotczynnika (R?). Wyglada to raczej na przeoczenie edytorskie niz
btad obliczen.

Warto bytoby udostepni¢ implementacje opracowanej metody, np. w serwisie GitHub. Dzieki temu
jej zastosowanie w pracy biologa bytoby tatwiejsze i bardziej praktyczne.

5. Ocena konncowa

Wysoko oceniam recenzowang rozprawe. Stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
wprowadzajgc nowatorskie podejscie do analizy jakosciowych zmian transkryptomu w kontekscie interakc;ji
genotyp—srodowisko. Rozprawa wykazuje zaréwno wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie naukowe;j
rolnictwo i ogrodnictwo, jak i wysokie umiejetnosci w samodzielnym prowadzeniu badan naukowych.
Rozprawa spetnia zatem warunki okreslone w art. 187 ustawy "Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" (Dz.U.
z 2023 poz. 742 ze zm.) i dlatego wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii
Nauk o dopuszczenie mgr Marii Nuc do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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