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Wprowadzenie

Repetytywne sekwencje DNA, ktdre kiedys okreslano mianem ,$Smieciowego DNA”, obecnie
uznaje sie za bardzo istotne ze wzgledu na role jakg petnig w utrzymywaniu integralnosci
genomu, regulowaniu ekspresji gendw czy napedzaniu procesow ewolucyjnych. Wystepujg w
genomie w uktadzie powtdrzen tandemowych (jak np. satDNA) i rozproszonych (ruchome
elementy genetyczne). Genomy gatunkow roslinnych rdznig sie znaczgco obfitoscig sekwencji
repetytywnych, co jest kluczowym czynnikiem wptywajgcym na rdéznorodnos¢ wielkosci
genomoéw roslinnych. W swietle obecnych badan takie zréznicowanie wielkosci genoméw
roslinnych moze by¢ efektem amplifikacji badz eliminacji sekwencji repetytywnych lub
wynikiem duplikacji catego genomu. Co ciekawe, nie ma korelacji miedzy wielkoscig genomu
a ztozonoscig organizmu (tzw. paradoks liczby C). Chociaz poczgtkowo zaktadano, ze wieksze
genomy odpowiadajg wiekszej liczbie gendw i wiekszej ztozonosci, badania poréwnawcze
wykazaty znaczne réznice w wielko$ci genomdéw miedzy gatunkami, niezaleznie od zawartosci
gendéw funkcjonalnych. Jednoczesnie wskazaty, ze gtdwnym czynnikiem powodujacym
ekspansje genomu jest akumulacja ruchomych elementéw genetycznych i frakcji satelitarnego
DNA. Sekwencje repetytywne ze wzgledu na swojg unikalng charakterystyke polegajacg na
tym ze: (i) mogg mutowaé w bardzo szybkim tempie, zwtaszcza te zlokalizowane w regionach
niekodujgcych, (ii) rézne typy sekwencji repetytywnych ewoluujg w réznym tempie oraz (iii)
obficie wystepujg w genomie, sg doskonatym narzedziem do badania ewolucji gatunkéw. | w
taki ciekawy, a jednoczesnie trudny i pracochtonny nurt badan wpisuje sie przedstawiona mi
do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Dany Trunovej, dotyczaca analizy sekwencji
repetytywnych i ewolucji rodzaju Brachypodium. Praca zostata wykonana w Zespole
Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roslin Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach. Badania
przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej zostaty przeprowadzone pod kierunkiem
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Pani doktor habilitowanej Bozeny Kolano, profesora Uniwersytetu Slaskiego i Pani doktor
Natalii Borowskiej-Zuchowskej, petnigcej role promotora pomocniczego. Badania zostaty
zrealizowane w ramach projektu NCN PRELUDIUM BIS 2, przyznanego Pani Profesor Kolano i
wpisujg sie w prace dotyczace wszechstronnej analizy kariotypéw roslinnych z
wykorzystaniem sekwencji repetytywnych, prowadzone od lat w Zespole Cytogenetyki i
Biologii Molekularnej Roslin, w tym przez grupe Pani Profesor Kolano.

Dane formalne rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska napisana jest w jezyku angielskim i ma forme
hybrydowa tzn. obejmuje wyniki opublikowane w jednym artykule naukowym, w czasopismie
BMC Plant Biology, oraz wyniki nieopublikowane. Wyniki opublikowane jak i nieopublikowane
zebrane sg w spdjnym tematycznie opracowaniu (monografii) z wydzielonymi rozdziatami
typowymi dla prac naukowych z zakresu nauk przyrodniczych. Jako materiaty dodatkowe do
rozprawy zatgczono kopie opublikowanego artykutu wchodzacego w sktad opracowania oraz
oswiadczenia autoréw o wspotautorstwie. Z zatgczonych oswiadczen (5 na 13 autoréw pracy,
zgodne z wytycznymi zawartymi w wewnetrznych aktach prawnych US) jak i z informag;ji
zawartych w publikacji wynika, ze wkfad doktorantki w badania przedstawione w
opublikowanym artykule byt wiodgcy i merytorycznie znaczacy — Doktorantka przeprowadzita
analizy bioinformatyczne oraz laboratoryjne, wykonata obserwacje, analizowata i
interpretowata wyniki, przygotowywata ilustracije do publikacji, uczestniczyta w
przygotowaniu pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu. Zasadniczy tekst monografii
obejmuje rozdziaty takie jak: wstep, postawione hipotezy badawcze i cele (zadania) badawcze
do ich zweryfikowania, materiat i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie w jezyku
angielskim i polskim oraz wykaz wykorzystanych pozycji literaturowych. Rozprawa liczy 102
strony, zawiera 31 rycin i 8 tabel. W przedstawionym opracowaniu Doktorantka odwotuje sie
do 245 pozycji literaturowych, z czego az 121 zrédet pochodzi z ostatnich 10 lat.

Ocena rozprawy

Wstep (Introduction) do rozprawy stanowi wprowadzenie literaturowe, w ktérym
doktorantka przedstawita: (i) organizacje taksonomiczng rodziny Poaceae , w tym rodzaju
Brachypodium oraz znaczenie gospodarcze traw, (ii) charakterystyke rodzaju Brachypodium w
kontekscie taksonomicznym, cytogenetycznym i ewolucyjnym oraz (iii) opis sekwencji
repetytywnych z uwzglednieniem: (1) powtdrzen zlokalizowanych w genomie w uktadzie
tandemowym i rozproszonym, (2) ewolucji sekwencji repetytywnych i ich specyficznosci w
genomach roslinnych oraz (3) charakterystyki sekwencji repetytywnych w rodzaju
Brachypodium. Ta cze$¢ rozprawy zilustrowana jest szescioma rycinami (gtéwnie
zapozyczonych z literatury, z modyfikacjami Doktorantki), trafnie uzupetniajgcymi tekst w
odniesieniu do informacji na temat ewolucji kariotypéw Brachypodium, klasyfikacji sekwencji
repetytywnych w genomach roslinnych, struktury gendéw 5S i 35S rDNA oraz klasyfikacji

Strona | 2


https://projekty.ncn.gov.pl/index.php?konkurs=155

ruchomych elementéw genetycznych. Tresci przedstawione w tej czesci rozprawy uwazam za
wiasciwie dobrane i wyczerpujgce w kontekscie tematyki rozprawy doktorskiej. Tekst zostat
przygotowany w oparciu o liczng, w tym najnowszg, literature anglojezyczng opublikowang w
uznanych czasopismach naukowych. Wynika z niego, ze Doktorantka jest dobrze zorientowana
o stanie aktualnej wiedzy w zakresie poruszanej tematyki. Moze jedyne czego mi brakuje w tej
czesci pracy, dla szybkiego przyswojenia zaleznosci rodzinnych w obrebie traw, to schemat
ilustrujgcy taksonomiczng organizacje w rodzinie Poaceae z podziatem na klady i podrodziny i
wskazaniem lokalizacji rodzaju Brachypodium.

W kolejnym rozdziale (Aims of the thesis) Doktorantka przedstawita ogdlny cel badawczy
oraz zdefiniowata hipotezy badawcze, a nastepnie przedstawita zadania badawcze
(szczegotowe cele badawcze), w ramach ktérych beda weryfikowane sformutowane hipotezy
badawcze. W mojej opinii zardwno hipotezy badawcze jak i cele (zadania) badawcze zostaty
sformutowane prawidtowo i logicznie korespondujg z kolejnymi etapami prowadzonych
badan.

W rozdziale materiaty i metody (Materials and Methods) Doktorantka przedstawita plan
wg ktdrego realizowano badania, charakterystyke wykorzystanych materiatéw roslinnych i
zastosowane metody badawcze. Plan badan to cenny element tej czesci rozprawy, bowiem w
przystepny sposob porzadkuje informacje o kolejnych etapach dziatan z uwzglednieniem
zastosowanych typéw analiz/metod badawczych. W badaniach wykorzystano réznorodny
materiat roslinny, w sumie 18 akcesji (genotypow) pozyskanych z rdéinych rejondéw
geograficznych Swiata (Europa, Azja, Afryka, Ameryka Pdtnocna), materiat ciekawy pod
wzgledem cytogenetycznym (diploidy, tetraploidy, heksaploidy, rézna liczba chromosomaéw,
rézna zawartos¢ genomowego DNA) jak i pod wzgledem biologii rozwoju (gatunki zaréwno
jednoroczne jak i wieloletnie). W badaniach Doktorantka wykorzystata szereg metod, ktére
obejmowaty techniki analizy DNA (izolacja, amplifikacja, klonowanie, hybrydyzacja),
mikroskopowg analize chromosomoéw (preparacja chromosomdéw  mitotycznych,
przygotowanie sond DNA do hybrydyzacji, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ,
mikroskopowa detekcja miejsc hybrydyzacji) oraz bioinformatyczng analize sekwencji DNA.
Nalezy podkreslic, ze Doktorantka stosowata trudne, czesto wieloetapowe metody
laboratoryjne z zakresu analizy DNA, wymagajgce duzej precyzji i dbatosci o szczegoty
techniczne, ale takze analizy in silico, wymagajgce dodatkowo innych umiejetnosci
(zawansowanej wiedzy matematycznej) i znajomosci narzedzi bioinformatycznych. Tak wiec
przeprowadzenie zaplanowanych dos$wiadczern wymagato od Doktorantki bardzo dobrego
przygotowania warsztatowego. Rozdziat jest przejrzyscie napisany i pozwala zapoznac sie na
wystarczajagcym poziomie dla zrozumienia opisanych pdzniej wynikéw, z zastosowanymi
materiatami roslinnymi i wykonanymi analizami.

Rozdziat wyniki (Results) podzielony jest na cztery podrozdziaty obejmujgce: (1) analize
zaleznosci  filogenetycznych w rodzaju Brachypodium, (2) analize poréwnawczg
repetytywnych sekwencji DNA u B. hybridum i jego diploidalnych przodkéw, (3)
charakterystyke repetytywnych sekwencji DNA u wybranych gatunkéw diploidalnych i
allopoliploidalnych w rodzaju Brachypodium oraz (4) analize poréwnawczg frakgcji
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repetytywnych DNA w kontekscie filogenetycznym. W pierwszej czesci badan sekwencje genu
jadrowego Gigantea (Gl), konserwatywnego genu zaangazowanego Ww kwitnienie
fotoperiodyczne, zostaty wykorzystane do rekonstrukcji relacji filogenetycznych w obrebie
rodzaju Brachypodium. Przeprowadzona rekonstrukcja filogenetyczna potwierdzita podziat
gatunkéw Brachypodium na trzy gtéwne klady: (i) klad grupujacy gatunki allopoliploidalne
pochodzace od nieznanego przodka (ii) klad gatunkéw jednorocznych oraz (iii) tzw. rdzeniowy
klad gatunkéw wieloletnich (diploidéw i wiekszosci allopoliploidéw). Przeprowadzona analiza
potwierdzita allopoliploidalne pochodzenie analizowanych poliploidalnych gatunkéow
Brachypodium. W drugiej czesci badan Doktorantka skupita sie na analizie porownawczej
réznych sekwencji repetytywnych u dwdch rdéznigcych sie wiekiem ewolucyjnym
allotetraploidalnych linii B. hybridum i ich diploidalnych przodkdw tj. B. distachyon i B. stacei.
W tym celu wykorzystata szeroki pakiet tandemowych jak i rozproszonych sekwencji
repetytywnych tj. geny rDNA, sekwencje satelitarnego DNA oraz retrotranspozony typu LTR.
Byt to bardzo szeroki zakres analiz obejmujgcy wykorzystanie narzedzi bioinformatycznych
do identyfikacji okreslonych typéw sekwencji w badanych genomach Brachypodium jak
robwniez ztozone techniki laboratoryjne pokazujgce/potwierdzajgce fizyczng lokalizacje
zidentyfikowanych sekwencji na chromosomach (FISH) czy obfitos¢ ich wystepowania w
analizowanych genomach (southern blot). Globalna analiza repeatomu wykazata m.in., ze
mtodsza ewolucyjnie linia B. hybridum charakteryzowata sie podobng obecnoscia
retrotranspozndéw LTR jak B. distachyon a starsza ewolucyjnie linia B. hybridum wykazywata
podobienstwo w tym zakresie do B. stacei. W ujeciu filogenetycznym interesujgce jest
przeanalizowanie liczby loci i chromosomowej lokalizacji gendw rybosomalnego RNA (5S i 35S
rDNA) jak réwniez ich struktury w oparciu o sekwencje, odpowiednio, NTS oraz ITS i IGS.
Bardzo ciekawym byto zidentyfikowanie frakcji DNA satelitarnego specyficznych dla obu
gatunkéw ancestralnych (rodzina satDNA 156-157 bp; rodzina satDNA 1800 bp),
zweryfikowanie ich obecnosci w pochodzacych od nich allotetraploidach B. hybridum, jak
réwniez zidentyfikowanie sekwencji satelitarnych specyficznych tylko dla poszczegdlnych linii
B. hybridum (np. rodzina satDNA 118 bp) oraz okreslenie fizycznej lokalizacji jednej z nich
(rodzina satDNA 156-157 bp) na chromosomach badanych gatunkéw. Kolejnym ciekawym
pakietem wynikéw wygenerowanym dla dwéch linii B. hybridum i ich diploidalnych przodkéw
byta bioinformatyczna identyfikacja najwazniejszych rodzin retrotranspozonéw LTR i analiza
ich dynamiki ewolucyjnej. Dodatkowo, najbardziej obficie wystepujace w genomach rodziny
retrotranspozonéw LTR typu Ty3/gypsy (tj. CRM, Tekay, Tat/Retand) zostaty fizycznie
zlokalizowane na chromosomach za pomocg FISH. Podsumowaniem tej czesci badan jest
analiza poréwnawcza repeatomu u allotetraploidalnych linii B. hybridum, ktéra wskazata na
ciekawe trendy ewolucyjne w dystrybucji analizowanych sekwencji repetytywnych. Trzecia
czes¢ badan byta poswiecona charakterystyce najwazniejszych typdéw sekwencji
repetytywnych w obrebie rodzaju Brachypodium, uwzgledniajgcej zarowno obiekty jedno- jak
i wieloletnie oraz gatunki diploidalne jak i allopoliploidalne. Do tych analiz Doktoranta wybrata
szeroki zestaw sekwencji repetytywnych, a mianowicie: (1) 5 rodzin satelitarnego DNA w tym
sekwencje cetromerowo-specyficzne oraz gatunkowo- i genotypowo-specyficzne; (2)
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sekwencje 5S rDNA oraz (3) 13 rodzin retrotranspozondw LTR. Ta cze$¢ badan takze tgczyta
pracochtonne analizy bioinformatyczne z pracochtonnymi analizami laboratoryjnymi (FISH,
southern blot) i zostata podsumowana poréwnawczg analizg sktadu repeatomu w obrebie
rodzaju Brachypodium z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych. Ostatnia cze$¢ badan
to analiza poréwnawcza frakcji repeatomu pokazujgca na wykreslonych drzewach
filogenetycznych ewolucje wybranych rodzin sekwencji satelitarnych u (1) diploidalnych i (2)
wszystkich badanych gatunkéw Brachypodium.

Dyskusja (Discussion) obejmuje 10 stron tekstu, jedng rycine i jest podzielona na dwa
podrozdziaty odnoszace sie do: (1) filogenezy i ewolucji podstawowe;j liczby chromosoméw
oraz (2) organizacji repetytywnych sekwencji DNA w allotetraploidzie B. hybridum. Stanowi
ona witasciwe uzupetnienie i komentarz do sekcji opisujgcej wyniki przeprowadzonych
eksperymentdw, umieszczajac je w szerszym kontekscie. Jest ciekawie napisana i starannie
zorganizowana.

Whioski (Conclusions) to zbiér osmiu prawidtowo sformutowanych punktow
zestawiajgcych najwazniejsze informacje z przeprowadzonych badan i odpowiadajgcych
postawionym zadaniom (celom) badawczym.

Streszczenia w j. angielskim i polskim wifasciwie podsumowujg zakres prac oraz
najwazniejsze obserwacje poczynione przez Doktorantke.

Ostatni rozdziat rozprawy doktorskiej to Spis literatury (References), w ktérym
wylistowano az 245 pozycji zacytowanych w manuskrypcie. Jest to bardzo wartosciowe
zestawienie piSmiennictwa z zakresu prowadzonych badan i Swiadczy o wiasciwym
przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do prowadzenia badan i analizy ich wynikéw.

Najwazniejsze osiggniecia Doktorantki

1. Wszechstronna charakterystyka struktury repeatomu w zrdéinicowanej populacji
gatunkéw i cytotypow Brachypodium

2. ldentyfikacja rodzin satelitarnego DNA specyficznych centromero, gatunkowo i
genotypowo, ktére mogag by¢ wykorzystane jako markery cytogenetyczne w
identyfikacji kariotypow

3. Wskazanie na trendy ewolucyjne w strukturze i organizacji genéw rDNA w
powstawaniu allotetraploidéw B. hybridum

4. Wskazanie trendéw ewolucyjnych w powstawaniu satDNA w rodzaju Brachypodium

Komentarze do tekstu i pytania do Doktorantki

1. Jak wygladajg genetyczne zasoby Brachypodium? Czy jest jaki$ centralny osrodek ich
gromadzenia?
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2. Skad pochodzg dane zawarte w tabeli 1 dotyczace liczby chromosoméw, ploidalnosci oraz
zawartosci jagdrowego DNA wykorzystanych w badaniach materiatéw roslinnych? Nie
znajduje pod tabelg stosownego odwotania do pozycji zrodtowe;j.

3. lleroslin z danego obiektu wykorzystano w analizach FISH w odniesieniu do kazdej sondy?
Ile ptytek metafazowych analizowano z danej rosliny w odniesieniu do kazdej sondy?

4. Zgodnie z zasadg, ze kazda rycina/tabela powinna by¢ w petni zrozumiata, bez
poszukiwania dodatkowych informacji w tekscie, sugerowatabym przed przyszig
publikacjg wynikéw:

a. na rycinie 20 oprécz kodéw obiektow podac¢ nazwy gatunkowe tak jak to jest na
rycinie 21

b. w tabeli 7 i 8 oraz na rycinach 21-31 dodatkowo przy nazwie obiektu podaé jego
ploidalnos¢, liczbe chromosoméw i adnotacje jednoroczny/wieloletni — to
zdecydowanie utatwi szybszg interpretacje danych na rycinach

5. Rycina 30:

a. w tekscie opisujgcym rycine 30 mamy odwotanie do zawartosci jagdrowego DNA
genomu ancestralnego w pg, podczas gdy na rycinie zakresy jgdrowego DNA s3
podane w Mbp co jest pewnego rodzaju niekonsekwencjg. Rozumiem, ze
Doktorantka zdecydowata sie na zapis w Mbp aby to lepiej korespondowato z
dtugoscig sekwencji satelitarnych, wskazanych na rycinie. Prosze Doktorantke o
krotki komentarz.

b. strzatki pokazujgce amplifikacje lub redukcje okreslonych typow sekwencji powinny
by¢ ukierunkowane odpowiednio géra/dét (jak to podano w tekscie) a nie lewo
(amplifikacja)/prawo (redukcja) jak to jest na rycinie, co w moim odczuciu jest mato
intuicyjne.

Comments to the text and questions for the PhD student

1. What do Brachypodium's genetic resources look like? Is there a central repository for
them?

2. Where does the data presented in Table 1, concerning the number of chromosomes,
ploidy, and nuclear DNA content, come from? | cannot find a relevant source reference
below the table.

3. How many plants per accession (genotype) were used in FISH analyses for each probe?
How many metaphase plates were analyzed per plant/per probe?

4. In accordance with the principle that each figure/table should be fully understandable
without the need to search for additional information in the text, | would suggest the
following, before publishing the results in the future:

a. in Figure 20, in addition to the accession codes, provide the species names as shown
in Figure 21
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b. In Tables 7 and 8 and Figures 21-31, in addition to the name of the species, provide
its ploidy, number of chromosomes, and annotation annual/perennial — this will
definitely facilitate faster interpretation of the data in the figures.

5. Figure 30:

a. in the text describing Figure 30, there is a reference to the nuclear DNA content of
the ancestral genome in pg, while in the figure, the ranges of nuclear DNA are given
in Mbp, which is somewhat inconsistent. | understand that the PhD student decided
to use Mbp to better correspond to the length of the satellite sequences indicated in
the figure. | would like to ask the PhD student for a brief comment.

b. arrows indicating amplification or reduction of specific sequence types should point
upward/downward (as indicated in the text) rather than left (amplification)/right
(reduction) as shown in the figure, which | find unintuitive.

Whniosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Dany Trunovej jest bardzo obszernym
i wartosciowym opracowaniem nt. struktury, zréznicowania oraz dynamiki ewolucyjnej
réznych typow sekwencji powtarzalnych w genomach przedstawicieli rodzaju
Brachypodium, a otrzymane wyniki sg oryginalne, bardzo ciekawe i w mojej opinii majg duzg
wartosé poznawczg. Przedstawiona rozprawa jest wartosSciowym opracowaniem naukowym
stanowigcym oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Catos¢ badan jest logicznie
zaplanowana i zrealizowana z uzyciem wifasciwych materiatdw i metod dla uzyskania
zaktadanych celdow. Zaprezentowane wyniki sg ciekawe, bez watpienia poszerzajg
dotychczasowg wiedze. Ponadto przedstawiona rozprawa wskazuje na odpowiednie
przygotowanie teoretyczne Doktorantki w zakresie prowadzonych badan oraz na umiejetnos¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Podsumowujgc uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Dany Trunovej pt. , Repetitive DNA sequences and the evolution of the Brachypodium genus”
w petni spetnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187
ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571).
Whnioskuje zatem do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani mgr Dany Trunovej do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Jednoczesnie, w zwigzku z uzyskaniem przez
Doktorantke oryginalnych i bardzo ztozonych wynikéw badan, ktdére czesciowo zostaty
opublikowane w renomowanym czasopismie naukowym, wnosze o wyrdznienie rozprawy.

C [\JM,‘ UM
dr hab. inz. Ewa Grzebelus, prof. URK
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