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rekombinacji mejotycznej u Arabidopsis thaliana”

Autor rozprawy: mgr Longfei Zhu

Ocena podjetego problemu naukowego

Rozprawa doktorska mgr. Longfeia Zhu przedstawia badania przeprowadzone w
Pracowni Biologii Genomu na Wydziale Biologii UAM, pod kierunkiem dr hab. Piotra
Ziotkowskiego, prof. UAM, we wspdipracy naukowej z zespotami z Uniwersytetu
Complutense w Madrycie oraz Uniwersytetu Cambridge. Przedmiotem pracy doktorskiej byty
identyfikacja i scharakteryzowanie genetycznego czynnika wptywajacego na czgstosé
rekombinacji mejotycznych u Arabidopsis thaliana.

Zjawisko rekombinacji mejotycznej jest konserwatywnym mechanizmem, ktory
zapewnia utrzymanie réznorodnosci genetycznej, poprzez tworzenie nowych alleli i ich
kombinacji. Jednak nie kazde zainicjowane zdarzenie przerwania podwdjnej nici DNA,
rozwigzywane jest jako crossing-over. Opisano takze zjawiska inferencji oraz tzw.
redystrybucji w odpowiedzi na wzor heterozygotycznosci in cis, w odniesieniu do zdarzen
crossing-over klasy I. Tym samym, zaréwno rozktad jak i czgsto$¢ rekombinacji mejotycznej
w skali chromosomu musi by¢ poddawana precyzyjnej kontroli. Poznanie mechanizméw tej
kontroli u roslin mogtoby si¢ przyczyni¢ do udoskonalenia programéw hodowlanych i utatwié¢
otrzymywanie odmian o korzystnych cechach, poprzez kierowanie zaj$¢ rekombinacyjnych w
mejozie w pozadane regiony genomu. Tym samym podjety przez mgr. Longfeia Zhu problem
badawczy ma istotne znaczenie zarbwno w konteks$cie zwigkszenia podstawowej wiedzy o
rekombinacji mejotycznej u eukariontow, jak i stworzenia nowych kierunkéw aplikacyjnych,
bazujacych na tym zjawisku.

Ocena sposobu rozwigzania problemu naukowego

Jak wiele innych cech, czesto$¢ rekombinacji crossing-over podlega naturalnej
zmiennosci u A. thaliana. Tg zmienno$¢ wykorzystano we wczesniejszych pracach grupy
Profesora Zidtkowskiego do zidentyfikowania w genomie dwoch loci cech ilosciowych, QTLI
i QTL4, roznicujacych czesto$¢ rekombinacji mejotycznej migdzy ekotypami Ler i Col.
Przedmiotem pracy mgr. Longfeia Zhu byfa identyfikacja i scharakteryzowanie drugiego z
nich, czyli QTL4. Wykonat on w tym celu rozbudowane eksperymenty mapowania, stosujac



dobrze dobrane narzgdzia molekularne. Autor skupit swoje badania wytacznie na chromosomie
4, na ktérym zlokalizowano QTL4, postugujac si¢ w tym celu linig w ktorej tylko ten
chromosom pochodzit z ekotypu Ler, a pozostate z Col. Co wazne, taki uktad badawczy
eliminowat potencjalny wptyw modyfikatorow z innych obszaréw genomu na prowadzone
obserwacje. Doktorant wprowadzit do tej linii fluorescencyjne markery reporterowe, a
nastgpnie przebadat kilka pokolen roélin, analizujac czgsto$¢ rekombinacji oraz jej zwiazek z
wystepowaniem regionéw heterozygotycznych na chromosomie 4. Potozenie tych regionow
udoktadnial w kolejnych pokoleniach, stosujac zestawy odpowiednio zaprojektowanych
markerdw typu simple sequence length polymorphism (SSLP), odrdzniajacych haplotypy Col i
Ler. To pracochtonne, ale eleganckie podejscie pozwolito Dmgr. Longfeiowi Zhu zawgzié
obszar poszukiwan do przedzialu o dlugosci 19.5 kpz, obejmujacego zaledwie sze$¢ genow
kodujgcych biatka, co w mojej ocenie jest bardzo dobrym wynikiem. Poprzez analize wptywu
mutacji poszczegélnych gendéw na czesto$¢ rekombinacji mejotycznych, Doktorant wykazat
nastepnie, ze jeden z kandydatow, SNI1, jest tozsamy z QTL4. Dodatkowym potwierdzeniem
tego bylo sprawdzenie, ze oba allele dzikie miaty zdolno$¢ petnej komplementacji mutanta
snil-1. Tym samym mgr Longefei Zhu w przekonujacy sposob osiagnal pierwszy postawiony
przez siebie cel, mianowicie identyfikacje¢ czynnika genetycznego, wptywajacego na czgstosé
rekombinacji mejotycznej u Arabidopsis thaliana.

Autor podjgl proby wyjasnienia sposobu, w jaki naturalna zmienno$¢ w genie SN/
mogta przyczynié si¢ do réznic czestosci rekombinacji migdzy ekotypami. Badania sekwencji
alleli SN11 w kilku ekotypach wskazywaly, ze za ten efekt moze odpowiada¢ niesynonimiczna
substytucja 1235V. Doktorant w Dyskusji odnidst si¢ do dostepnych wynikéw modelowania
struktury bialek kodowanych przez oba allele, wskazujacych na istnienie réznic miedzy nimi.
Zdaniem Autora, réZnice te mogg ograniczaé funkcjonalnos¢ allelu SNII™", jako ze w mutancie
snil-1 zaobserwowal on zbiezny, cho¢ znacznie bardziej nasilony wplyw na czgstosé
rekombinacji. Mysle, ze to ciekawa sugestia, warta rozwinigcia w przysztych badaniach,
zwlaszcza w kontekscie udziatu SNI1 w kompleksie biatkowym SMC5/6.

Mgr Zhu nie zaobserwowat istotnych réznic w poziomie ekspresji obu alleli ani wptywu
dawki genu SN/ na czgsto$¢ rekombinacji. Niemniej, sprawdzenie hipotezy dotyczacej efektu
dawki byto jak najbardziej zasadne, biorac pod uwagg, ze zmapowany wczesniej w QTL1 gen
HEIO dziata wiasnie w ten sposéb. Co ciekawe, przy okazji tych badan, mgr Longfei Zhu
zaobserwowat réznag reakcje na poddanie roslin dziataniu podwyzszonej badz obnizonej
temperatury, zaleznie od allelu SNII, przy czym zmiany w czgstosci rekombinacji byty
uwydatnione w roslinach niosacych allel SNII€. Jest to ciekawe spostrzezenie i szkoda, ze
watek samej zmiennosci czgstosci rekombinacji i jej potencjalnego znaczenia nie zostal
bardziej rozwinigty w pracy. Konkluzja Doktoranta, ze polimorfizm genu SNI/I mogt
wyewoluowa¢ w kierunku modyfikacji odpowiedzi na warunki wzrostu poprzez modulacje
rekombinacji mejotycznej wydaje mi si¢ odrobine przedwczesna, natomiast samo zagadnienie
jest z pewnoscig godne uwagi.

W dalszej czeéci mgr Zhu skupit si¢ na drugim celu swojej pracy, mianowicie na
doktadniejszej charakterystyce udziatu genu SN// w rekombinacji mejotycznej. Podjat sie tego
poprzez wytaczenie dziatania genu SNII w réznych uktadach eksperymentalnych i analize
czestosci rekombinacji w tych ukfadach. Trzeba podkreslic, ze w swoim poszukiwaniu
mechanizméw molekularnych, z ktérymi mozna by powiaza¢ modulujace dziatanie genu SN/



na czesto$¢ crossing-over, mgr Zhu przetestowal niezwykle bogaty zestaw mutantéw. Z
uznaniem podkreslam ogrom pracy, ktory zostal wlozony w przygotowanie i selekcje
odpowiednich krzyzoéwek, zawierajgcych pozadane kombinacje alleli oraz markery
rekombinacji potozone w réznych miejscach chromosomoéw. Z kolei genotypowanie metoda
sekwencjonowania krzyzéwki ekotypow Col x Ct, z ktorych kazdy nidst inna dysfunkcyjna
mutacje genu SN/, wymagato uzyskania nowego mutanta, do czego Doktorant zastosowat
podejscie mutagenezy metodg CRISPR. Wszystko to $wiadczy o $wietnie opanowanym przez
niego warsztacie badawczym i umiej¢tnosci postugiwania si¢ réznorodnymi technikami
eksperymentalnymi oraz metodami ich analizy. Cho¢ Autor nie odnotowal bezposredniego
zwigzku pomigdzy czescig badanych gendw, np. RAD51, BRC2A, BRC2B, ATR, EDS1, SPO11-
1, a fenotypem mejotycznym SNII, to analiza interakcji genetycznych byla istotnym etapem
pracy, pozwalajgcym zawezi¢ obszar badan i okresli¢ doktadniej efekty mutacji SN/, a przez
to role samego biatka. W efekcie, mgr Longfei Zhu wykazat, ze fenotyp mejotyczny mutanta
snil wynika z jego zaangazowania w dziatanie kompleksu SMC5/6, a mutacja innych genow
kodujgcych biatka tego kompleksu wywotuje podobny fenotyp co mutacja SNI1. Uposledzenie
funkcjonalnosci SMC5/6 poprzez jednoczesne mutacje wielu gendéw tego kompleksu,
pogtebiato zmiany rozwojowe u roslin, potwierdzajac wnioski Autora.

Ponadto mgr Zhu ustalit, ze mutacja SNII wywiera przeciwstawny efekt na czgstosé
rekombinacji w obszarach subtelomerowych (zwigkszenie) i okotocentromerowych
(zmniejszenie) oraz powoduje redukcje interferencji crossing-over na chromosomach. Mutacja
ta rowniez przywracata czg¢sciowo ptodnos¢ roslin z uposledzonym szlakiem I crossing-over.
Doktorant zbadal wreszcie powigzania pomigdzy SNII, a czynnikami antyrekombinacyjnymi
RECQ4 i MUS8I, co pozwolito mu zaproponowa¢ model, w ktéorym gen ten bierze udziat w
kontroli crossing-over typu II, w sposdb niezalezny od innego modyfikatora, jakim jest
FANCM. Reasumujgc, Doktorant przeprowadzit obszerng i wielostronng charakterystyke
zidentyfikowanego przez siebie modulatora czgstosci rekombinacji, realizujgc tym samym
drugi postawiony sobie cel pracy. W tym miejscu pragng zaznaczy¢, ze cho¢ przedstawiona
rozprawa doktorska ma tzw. klasyczny ukfad, to omawiane wyniki weszty w skfad artykutu
naukowego, opublikowanego w prestizowym recenzowanym czasopismie PNAS. Jest to
publikacja wieloautorska, w ktorej mgr Zhu petni rolg pierwszego autora. Zaréwno analiza
sekcji opisujacej udziat poszczegodlnych autordéw jak i poréwnanie tresci rozprawy z artykutem
potwierdzajg, ze badania mgr. Zhu stanowity kluczowy element tej publikacji, co niezaleznie
potwierdza ich istotno$¢ i oryginalnos¢.

Ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawa skiada sie z kilku rozdziatéw: Wstgpu, Celu pracy, Materiatéw i Metod,
Wynikéw, Dyskusji oraz Podsumowania. Zawiera takze spis referencji oraz wykaz skrotow.
Zostala przygotowana w jezyku angielskim i zgodnie z formalnymi wymogami zawiera
streszczenia zarowno w jezyku angielskim jak i polskim. Praca jest dos¢ krétka, bo nie liczac
referencji, ma zaledwie 67 stron. Ta ,.,kompaktowos$¢™ niestety w niektorych aspektach odebrata
jej przejrzystosci, utrudniajac odbior tekstu Czytelnikowi nie zwigzanemu Scisle z tematyka
pracy. Pomimo to Doktorantowi udato si¢ zgrabnie i w miar¢ wyczerpujaco zawrze¢ w tej
objetosci swoje wyniki oraz omowié je na tle dotychczasowej wiedzy. We Wistepie skupit sig
on na opisaniu przede wszystkim zjawiska rekombinacji mejotycznej, gendw w nig



zaangazowanych i czynnikow modulujacych w ukladzie cis i trans. Jest to jak najbardziej
pozadane wprowadzenie do opisu wynikow, biorac pod uwage szeroka liste¢ mutantow, ktore
Doktorant wykorzystat w badaniach. Autor podkreslit we Wstgpie, ze znaczna cz¢$é wiedzy na
temat dziatania kompleksu SMC5/6 jak réwniez samej rekombinacji mejotycznej, pochodzi z
badan na drozdzach. Uwypukla to wage wynikow, uzyskanych na modelu roslinnym. Autor
wspomniat réwniez o do$¢ szerokim, jak si¢ okazuje, spektrum efektéw mutacji elementéw
kompleksu SMC5/6 na procesy rozwojowe i odpowiedz na stres u roslin. Ta czgs$¢ wydata mi
si¢ bardzo interesujaca, a jednocze$nie pozostawita u mnie pewien niedosyt. Wiele z analiz
Doktoranta wskazuje na swoista niezalezno$¢ modulacji czgstosci rekombinacji mejotycznej
od innych efektéw fenotypowych w mutancie swil, takich jak wplyw na nabytg odpornos¢
systemiczna. Stad, chetnie dowiedziatabym si¢ z Wstgpu nieco wigcej o np. roli SNII jako
represora transkrypcji.

Z kolei rozdzial Cel pracy zostat troche niepotrzebnie zagmatwany prezentacja
wczesniejszych wynikow Zespotu. Ich odpowiednio wyczerpujacy opis powinien znalez¢ sie
we Wistepie. Alternatywnie, mogltby on otwieraé rozdziat Wyniki, gdzie zresztg jest nawigzanie
do tych badan. Byloby wowczas bardziej oczywiste skad w Wynikach wzigta si¢ ,,inna linia
substytucyjna” (drugie zdanie Wynikéw), a tak mamy do czynienia ze swoistg kontynuacja
mysli rozpoczetej dwa rozdzialy wezesniej.

Rozdzial Materialy i Metody prezentuje dobry poziom uszczegdtowienia, cho¢ niektore
elementy nie sg wystarczajaco jasno wyjasnione. Dotyczy to np. systemu reporterowego Col-
420, ktéry paradoksalnie zostal najlepiej przedstawiony w Streszczeniu. Zaobserwowatam
pewne drobne braki, np. Tabela 3 nie zawiera informacji o markerze 4-10366 i markery w niej
nie sa uporzadkowane pod wzgledem nazwy i roztozenia w genomie, co byloby sporym
utatwieniem podczas czytania Wynikéw, podobnie jak informacja o pokoleniach, w ktdérych
analizowano poszczego6lne markery.

Rozdziat Wyniki zawiera do$¢ wymagajacy w odbiorze opis imponujacej liczby
wspomnianych wyzej eksperymentéw. Z jednej strony wynika to z ogromu kombinacji
krzyzéwek mutantéw, jakie Autor wyprowadzit i przetestowat, co jest niewatpliwym plusem
pracy. Z drugiej strony, przy tak duzej liczbie testowanych hipotez i mozliwosci, warto byto
pokusi¢ si¢ o nieco obszerniejsze zarysowanie tta dla poszczegdlnych analiz, co dodatoby
przejrzystosci opisom. Zreszta Autor nierzadko wydaje si¢ sam gubi¢ w tym gaszczu informacji
i kilkakrotnie myli efekt dziatania genu z efektem jego wylaczenia, co - przyznam - utrudnito
mi polaczenie w calos¢ zawartosci wykreséw z opisami i wnioskami w tekscie gtownym.
Przyktadem moze by¢ zdanie ze strony 48: ,Mutacja SNI/ hamuje nabyta odpornosé
systemiczng (SAR) (Durrant, et al. 2007).” (tum. AZ), gdy tymczasem jest doktadnie
odwrotnie, co wynika réwniez z badan wilasnych Doktoranta. Podobnie, na stronie 8 napisano,
ze brak biatek RECQ4 ogranicza tworzenie crossing-over typu Il, w sposob analogiczny do
utraty FANCM, podczas gdy mgr Zhu opisat wezesniej przeciwny efekt u mutanta fancm i
wspomnial, ze biatka RECQ4 stanowia czynniki antyrekombinacyjne. Po raz kolejny skfadam
to na karb nadmiernej zwigztosci rozprawy. Wyniki sa bardzo dobrze zilustrowane w postaci
licznych i przejrzystych rysunkéw oraz wykreséw. To czego zdecydowanie jednak w tym
rozdziale zabrakto, to szczegdtowe przedstawienie pomiaréw fluorescencji dokonywanych w
poszczegdlnych liniach. Stanowity one przeciez zasadnicza czes¢ eksperymentdw tej pracy
doktorskiej i powinny by¢ do niej wlaczone.



W Dyskusji Autor unika daleko idacej interpretacji wynikéw oraz stawiania
wizjonerskich tez na temat roli SN71. Wynika to z pewnoscia ze ztozonosci badanego zjawiska,
roznego nasilenia efektow fenotypowych w zaleznosci od uzytego mutanta snil i zwigzanej z
tym potrzeby dalszych badan, niezbgdnych dla pelnego zrozumienia mechanizmu dziatania
SNII i jego roli w kompleksie SMC5/6. Na te aspekty wskazuje zreszta sam Doktorant.
Natomiast zwrdcito mojg uwage, ze sekcje 5.2 oraz 5.3 zdecydowanie odstajg od reszty
Dyskusji. Doktorant przedstawia w nich dos¢ szczegdtowo kolejne nowe wyniki, co budzi moje
watpliwosci odnosnie tego, jak nalezy je traktowac. Jezeli stanowig one czgs¢ pracy
doktorskiej, to powinny znalez¢é si¢ w innym rozdziale. W przeciwnym razie powinny by¢
potraktowane wylgcznie jako punkt odniesienia do dyskusji wynikéw wtasnych, jak kazde inne
doniesienie literaturowe, z podaniem zrddta, nawet jesli sa to niepublikowane wyniki Zespotu.

Chciatabym w tym miejscu zada¢ kilka pytan Doktorantowi, z prosbg o komentarz do
nich podczas obrony:

1. Przegladajac literature tematu, natkngtam si¢ na prace mowiaca o bezposrednim
oddziatywaniu SNI1 z czynnikami transkrypcyjnymi E2F, kontrolujacymi przejscie
G1/S cyklu komérkowego. Wspomniano tam réwniez o roli tego biatka we integracji
cyklu komorkowego z procesami naprawy uszkodzen DNA (Wang et al., 2018, PNAS).
Czy moze by¢ jaki$ zwiazek pomigdzy takim dziataniem SNII, a jego wptywem na
czestos¢ zdarzen rekombinacyjnych podczas podziatu mejotycznego?

2. Odnosnie naturalnej zmiennosci genu SNII — czy wiadomo co$ o czgstosci obu alleli w
populacji A. thaliana? Ktéry z nich jest bardziej rozpowszechniony i czy dominuje w
jednej lub wigcej grupach genetycznych, co mogtoby np. wskazywac na jego pozytywng
selekcje?

3. Doktorant skutecznie tworzyl liczne linie mutantéw z systemem reporterowym do
badan rekombinacji. Czy moglby on wskazaé jakie$ kolejne geny badz szlaki, ktére
wydaja sie dobrymi kandydatami a priori do zweryfikowania wptywu ich mutacji na
czestos¢ i dystrybucje zdarzen crossing-over? Czy takie podejscie mogloby by¢
wydajnym narzedziem w bezposrednim poszukiwaniu modulatoréw rekombinacji
mejotycznej w genomie A. thaliana na wigksza skalg?

4. Czy zdaniem Doktoranta, roznica w rozkladzie elementow powtérzonych w genomie
A. thaliana, w szczegdlnosci transpozondw, moze miec jakis zwigzek z redystrybucjg
zdarzen rekombinacyjnych u mutanta sni/ w kierunku obszaréw z mniejszg liczba
takich elementow?

Od strony redakcyjnej, praca ma pewne drobne niedociagnigcia, ktore nie wptywaja
znaczaco na odbior strony merytorycznej. Mogtabym tu wymieni¢ przede wszystkim nagminny
brak spacji, zwlaszcza w miejscu wstawiania cytowan, literowki, kiepskie pozycjonowanie
rysunkéw na stronie (np. Rysunek 12) czy rozplanowanie wzajemnego potozenia rysunkow i
ich opiséw tak, ze znajdujg si¢ na roznych stronach. W tekscie brakuje rozwinigcia wielu
skrotow. Niektore z nich, tak jak np. FANCM zostaty co prawda umieszczone w wykazie
skrotéw, inne, np. LOD czy FTL, nigdzie nie sa wyjasnione. Z kolei na wykresach
prezentujacych czestos¢ rekombinacji, o§ wartosci jest podpisywana na rézne sposoby:
najczesciej poprzez podanie jednostki cM, ale takze enigmatycznie jako niewyjasniony nigdzie
skrot RF (Rysunek 11), a czasem w ogéle (Rys. 13B). Nie wiem réwniez dlaczego na Rysunku



13A jest przedstawiony chromosom 2, cho¢ z tekstu wynika, ze nie stosowano zadnego
reportera rekombinacji potozonego na tym chromosomie.

Konkluzja

Niezaleznie od przedstawionych uwag, nie mam watpliwosci, ze w swojej rozprawie
doktorskiej mgr Longfei Zhu podjat istotny problem badawczy oraz przedstawit w sposob
satysfakcjonujacy jego oryginalne rozwiagzanie. W mojej ocenie niniejsza rozprawa spetnia
warunki okreslone przepisami Ustawy z dn. 20.07.2018 r Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce, stad wnosze¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr Longfeia Zhu do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Moo dmiib......

Dr hab. Agnieszka Zmienko, prof. IChB PAN



