RECENZJA
pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Skarzynskiej
pt. wGenomika poréwnaweza linii ogorka Cucumis sativus L. uzyskanych w wyniku

transgenezy oraz regeneracji in vitro”

Roslinne kultury in vitro to czesto stosowana technologia. majaca réznorodne
zastosowania zarowno w badaniach podstawowych, jak réwniez w hodowli nowych odmian oraz
rozmnazaniu wegetatywnym rosélin na skale produkcyjna. Podczas stosowania tej technologii z
reguly dazy si¢ do uzyskania regenerantéw tozsamych genetycznie z roslinami wyjsciowymi.
Zaobserwowano jednak, ze w wyniku stresu fizjologicznego, jakiemu poddane sg komdrki
roslinne w kulturach in vitro, pojawiaja si¢ réwniez rosliny o zmienionym fenotypie. a zjawisko
to okresla si¢ zbiorczo jako zmiennos¢ somaklonalna. Jej podioze Jest zlozone, ale cze$é zmian
majaca charakter dziedziczny jest zwiazana z mutacjami powstalymi w toku kultury. Tym
samym czas prowadzenia kultury jest jednym z gldwnych czynnikéw warunkujacych akumulacje
tvch zmian. Kultury in vitro sa réwniez wykorzystywane w procesie transformacji genetycznej
roslin. istnieje zatem potrzeba weryfikacji, czy wbudowanie transgenu w genom ro$linny
indukuje zmiany genetyczne w kontekscie calego genomu, czy tez modyfikacja jest ograniczona
do rejonu integracji transgenu.

W przedstawionej mi do recenzji rozprawie Autorka opisata wyniki badan obejmujacych
identyfikacje wariantow strukturalnych (substytucji nukleotydowych i krétkich insercji/delecji),
obeenych w genomach linii ogorka uzyskanych po dtugoterminowych kulturach i vitro oraz
linii transgenicznych, w oparciu o wyniki wysokowydajnego resekwencjonowania catych
genomow tych linii i poréwnania odezytow do sekwencji genomu referencyjnego linii B10

wyprowadzonej z odmiany Borszezagowski. podobnie jak wszystkie resckwencjonowane linie.

Struktura pracy

Zasadnicza czes¢ dysertacji stanowia dwa artykuly naukowe w Jezyku angielskim,
opublikowane w latach 2020-2021 w czasopismach naukowych z dziedziny nauk o zyciu, tj.
Gene (1F2020=3.688) i Physiol. Mol. Biol Plants (1F3020=2.391) i BMC Genomics (IF>019=3,730)
oraz dwa doniesienia opublikowane w latach 2017 i 2018 w materiatach z cyklicznej konferencji

indeksowanej w Web of Science (Proc. SPIE). Rozprawa zostata uzupetniona o ogolne



Streszezenia w jezyku polskim i angielskim: spis skrotow: spis tresci: oraz typowe rozdziaty
obejmujace "Przeglad literatury’ skrétowo przedstawiajacy aktualny stan wiedzy: ‘Cele badan i
hipotezy badawcze™ okreslajace obszar i zalozenia pracy: ‘Material i Metody™ charakteryzujace
wykorzystane w  badaniach materiaty ro$linne oraz krétko podsumowujace zastosowane
procedury badawceze: *Oméwienie Wynikow i Dyskusje’ opisowo przedstawiajace najwazniejsze
osiagniecia pracy: *Wnioski’ podsumowujace te osiggnigcia w o$miu punktach: *Spis Literatury’
oraz oswiadczenia autoréw o zakresie ich udziatu w publikacjach stanowiacych podstawe pracy
doktorskiej.

Streszezenia  wlasciwie podsumowuja zakres prac oraz najwazniejsze obserwacje
poczynione przez Autorke.

Przeglad literatury przedstawia podstawowe zagadnienia zwigzane z podjetym przez

Autorke problemem i stanowi wprowadzenie w tematyke badawczy realizowana w pracy
doktorskicj. Autorka podjeta probe zdefiniowania zjawisko zmiennosci genetycznej i jej
przyczyn. opisala metody indukowania zmiennosci genetycznej de novo, a takze opisala
mozliwosci wykorzystania technik sekwencjonowania nastepnej generacji (ang. next generation
sequencing: NGS) w badaniach zmiennodci wewngtrzgatunkowej.

Cele badan i hipotezy badawcze zostaty Jasno zdefiniowane. Cel ogdlny zostal

uszezegolowiony w postaci czterech celow szczegotowych. Autorka sformulowata réwniez
cztery hipotezy badawcze.

W rozdziale Material i metody Autorka skrétowo scharakteryzowala linie ogdrka

wykorzystane w badaniach, a takze podsumowala zakres metod eksperymentalnych. od izolacji
genomowego DNA - poprzez jego sekwencjonowanie, analizy bioinformatyczne uzyskanych
odezytow. po cksperymentalng weryfikacje poprawnosci identyfikacji polimorfizmow DNA
roznicujacych badane linie od referencji.

W rozdziale Omoéwienie Wynikow i Dyskusja Autorka omowila tacznie (bez

wyodrebniania podrozdziatow), na 14 stronach. najwazniejsze wyniki badan. Ten syntetyczny
przeglad stanowil dobre wprowadzenie do lektury publikacji zrodtowych zamieszczonych w
dalszej czesei dysertacji. Na tej podstawie Autorka sformutowala rowniez osiem opisowych

Wnioskow.,



Spis literatury obejmuje ok. 70 pozycji, ktore stanowia najwazniejsze artykuly naukowe z
wiodacych swiatowych czasopism z ostatnich kilkunastu lat oraz wazne prace opublikowane
wezesniej.

Oswiadczenia Autoréw pozwalaja jednoznacznie stwierdzié. ze udzial Pani mgr inz,

Agnieszki Skarzynskiej w realizacji publikacji wchodzacych w skiad rozprawy byt znaczacy i w
pelnym zakresie wypelnia sformutowane przez ustawodawce, w odniesieniu do prac zbiorowych,
kryterium indywidualnego wkladu kandydata przy opracowywaniu Koncepcji, wykonywaniu

czesci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow.

Merytoryczna ocena pracy

Skala rearanzacji genomowych pojawiajacych sie w toku roslinnych kultur in vitro, a co
za tym idzie. zakres zmiennosci somaklonalnej majgcej charakter dziedziczny. to bardzo
interesujacy  problem  badawczy.  Technologia wysokowydajnego  sekwencjonowania
genomowego DNA po raz pierwszy pozwala w sposéb systematyczny zidentyfikowaé takie
rearanzacje. Rozprawa Pani mgr Agnieszki Skarzynskiej przedstawia wyniki prac
cksperymentalnych. ktorych efektem bylo uzyskanie nowych informacji na ten temat.
Doktorantka ograniczyta sie do identyfikacji substytucji nukleotydowych oraz niewielkich,
kilkunukleotydowych indeli, pomijajac analize innych wariantéw strukturalnych. Jak sadze, byto
to spowodowane wyborem technologii sekwencjonowania generujgcej krotkie odezyty. Tym
niemniej. identyfikacja wigkszych wariantow strukturalnych mogtlaby rzuci¢ dodatkowe $wiatto
na dynamike zmian genomowych w kulturach in virro. W ramach przeprowadzonych prac (1)
przeprowadzono  zlozenie de novo genomoéw  linii somaklonalnych ogérka, poréwnujac
Jednoczesnie przydatno$é réznych narzedzi bioinformatycznych do tego celu (publikacja 1): (2)
przetestowano narzedzia bioinformatyczne stuzace identyfikacji polimorfizméw na podstawie
odezytow uzyskanych w wyniku wysokowydajnego sekwencjonowania i wybrano optymalna
strategie analizy (publikacja 2); (3) okreslono liczbe i lokalizacje genomowa polimorfizmow
roznigeych linie zregenerowane po kulturach in vitro oraz linie transgeniczne od referencyjnego
zlozenia linii B10 ogorka (odpowiednio publikacje 3 i 4 oraz (4) precyzyjnie okreslono
polozenie i strukturg miejsc integracji transgenu w genomach linii transgenicznych (publikacja

4).



Moje zainteresowanie wzbudzil przede wszystkim fakt wyraznie nierownomiernej
dystrybucji wariantow roznicujgeych linie somaklonalne i transgeniczne od linii referencyjnej
(Rycina 3 w publikacji 3 i Rycina 3 w publikacji 4). Czy taka nielosowa dystrybucja oraz fakt,
ze dla linii S1'i S2 oraz wszystkich linii transgenicznych rejony hiper-zmienne pokrywaija sie,
moze by¢ wyjasniony poprzez zatozenie, ze obserwowane zmiany powstaly jeszcze przed
zalozeniem kultur in vitro, zatem byly obecne juz w genomach roslin donorowych (tzn. genom
rosliny donorowej nie byt identyczny z genomem linii referencyjnej B10)? Jak inaczej
wytlumaczy¢ fakt, ze wiele polimorfizméw w tych rejonach byto identycznych — jesli nie
pochodza one od wspdlnego przodka. musi istnie¢ mechanizm ‘wymuszajacy  niezalezne
powstawanie takich zmian w trakcie kultur. W dyskusji wynikéw przedstawionych w publikacji
3 Autorzy pisza: . i looks like cells want to regulate important genes by activating mutations in
response (o long-lasting environmental changes”. O ile w dtugotrwatych kulturach mozna by
cwentualnie postulowa¢ istnienie presji selekcyjnej (adaptacja komorek do warunkow kultury), o
tyle w przypadku linii transgenicznych nie wydaije sie to mozliwe. a sama hipoteza wydaje mi sie
bardzo daleko idaca... Bedg prosit o rozwiniecie tego tematu przez Doktorantke podezas obrony.

Moje zastanowienie wzbudzitlo rowniez stwierdzenie o mniejszej czestosci zmian
obserwowanej w rejonach migdzygenowych, w poréwnaniu z intronami. UTRami i rejonami
powyzej i ponizej gendw (publikacja 3. str. 5 oraz Tabela 3). Mysle. ze moze to by¢ wyjasnione
faktem. ze w duzej czesei rejondw miedzygenowych nie identyfikowano polimorfizmow z uwagi
na ich repetytywny charakter. Podzielenie liczby zidentyfikowanych wariantow przypisanych do
tych rejonow przez catkowita dlugosé rejondw migdzygenowych prowadzi tym samym do
falszywego wniosku o mniejszej liczbie zmian. Z kolei w polskim opracowaniu Autorka
stwierdza. ze ., ... wyniki potwierdzajg mniejszg podatnosé rejonow kodujgcych na mutacje i
povestawvanie zmian w obszarach aktywnyeh translacyjnie” (str. 26). Abstrahujac od faktu, ze
chodzilo zapewne o rejony aktywne ‘transkrypeyijnie’, uwazam, ze wynika to z faktu, ze mutacje
w rejonach kodujacych czesto powoduja dysfunkeje skutkujaca smiercig komorek w kulturach.
zalem mnigjsza liczba mutacji w rejonach kodujacych nie wynika z mniejszej “podatnosci na
mutacje” ale raczej jest efektem selekcji.

Zastanawiam sie, dlaczego we wnioskach 6 i 7 jako moment indukcji mutacji Autorka
wskazala “regeneracj¢’, czy tez ‘proces regeneracji roslin’. Wydaje mi sie. ze bez dodatkowych

badan trudno stwierdzi¢. czy mutacje sa indukowane wylacznie na etapie regeneracji. czy tez



pojawiaja si¢c w catym okresie kultury kalusa lub kultury zawiesinowej. Wskazywataby na to
obserwacja. Ze liczba zmian byla zalezna od czasu trwania kultury. Wniosek 8 (., Lokalizacja
wariantow - genomowych  jest LOSOWA, jednakze w genomie ogorka wyst¢pujg regiony
BARDZIE] PODATNE NA ZMIANY...") wydaje mi sie wewnetrznie sprzeczny, co z reszta
wspolera z moimi uwagami przedstawionymi powyzej.

Mam zastrzezenia do jakosci jezyka angielskiego w publikacjach zamieszczonych w
materiatach konferencyjnych, natomiast obie publikacje z czasopism napisane sg znacznie lepiej,
a bledy sa sporadyczne (np. w publikacji 3 w tabeli 4 wskazano ‘6’ synonimicznych cichych
mutacji w linii S2. zapewne zabrakto jednej cyfry, z tekstu i z proporcji wynika, ze powinno by¢
ok. 60 takich mutacji). Rowniez w polskim opracowaniu Autorka nie ustrzegla si¢ pewnych
bledow i uproszczen. Caly podrozdzial 2.1 dotyczacy zmiennosci genetycznej zostal
przygotowany bez powotywania si¢ na jakickolwiek cytowania literatury zrodtowej, a sama
definicja zmiennosci genetycznej jako . zmiennosci materialu genelveznego  pomigdzy
osobnikami™ (str. 2) wydaje si¢ czysta tautologia. Z kolei stwierdzenie .. Kuzda = linii stanowi
oddzielne zdarzenie transformacyjne. kire poddawane bylo samozapyleniu...” (str. 9) ma
charakter “skrotu myslowego’. Na str. 17 Autorka pisze, ze ,, W linii T1 transgen wlgczony jest w
ni¢ opozniong... " a w linii T2 ,wstawiony jest w nié wiodgeq", majac zapewne na mysli
odpowiednio ni¢ komplementarna do referencji i ni¢ referencyjng. W calym opracowaniu
Autorka podpisuje ryciny terminem ‘Figura’, co jest nieuprawniong kalka z jezyka angielskiego.

Pomimo tej rozbudowanej czesci krytycznej w mojej recenzji. ogdlnie pozytywnie
oceniam merytoryczng tres¢ przedstawione; dysertacji i uwazam, ze wnosi ona nowe wartosci.
Uzyskane wyniki nie sa fatwe do jednoznacznej interpretacji. Moje uwagi maja charakter
polemiczny. a ich celem jest wskazanie mozliwosci interpretacyjnych i kierunkow dalszych
dzialan. Nalezy podkresli¢, ze nakfad pracy wymagany do realizacji postawionych sobie przez
Autorke celow badawezych byl znaczacy. Wysoko oceniam o przygotowanie Doktorantki do
prowadzenia analiz  bioinformatycznych w  oparciu o dane 7 sekwencjonowania
wysokowydajnego. Jej profesjonalizm w tym zakresie jest potwierdzony udzialem w licznych,
Jak na ten etap kariery naukowej w Polsce, publikacjach naukowych. ktore nie weszty w sktad

rozprawy doktorskiej (tacznie 23 publikacje w Web of Science, 97 cytowan i H=4).



Podsumowanie

Za najwazniejsze osiggnigcia Pani mgr inz. Agnieszki Skarzynskiej. bedace wynikiem
badan opisanych w rozprawie doktorskiej uwazam: (1) okreslenie skali zmian na poziomie
sckwencji DNA. powstajacych w toku kultur in vitro ogorka, (2) wykazanie. ze liczba zmian
zalezy od czasu i typu kultury, (3) precyzyjna charakterystyke miejsc integracji transgenu w
transgenicznych liniach ogérka, w oparciu o odezyty sekwencjonowania genomowego tych linii
oraz (4) wykazanie. Ze transgeneza nie skutkuje zwiekszeniem liczby zmian w kontekscie catego
Zenomu.

Stwierdzam. 7e oceniana dysertacja spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. W
szezegolnosci stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. wykazuje ogélna
wiedze teoretyczna Pani mgr inz. Agnieszki Skarzynskiej w dziedzinie nauk rolniczych i
dyseyplinie rolnictwo i ogrodnictwo oraz jej umiejetnos¢ prowadzenia pracy naukowe;.
Whioskuj¢ zatem o dopuszczenie Pani mgr inz. Agnieszki Skarzynskiej do dalszych etapéw

procedury doktoranckie;j.
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