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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Marcina Plecha, zatytulowanej "Experimental analysis
of genetic robustness in natural isolates of Saccharomyces cerevisiae"

Zdolnosé do funkcjonowania i przezycia pomimo nieustannie pojawiajacych si¢ zmian
informacji genetycznej czyli mutacji jest powszechnie obserwowana cechg organizmow
zywych. W literaturze naukowej zjawisko to, znane jako stabilnos¢ fenotypu (ang. robustness),
bylo analizowane juz w latach 50-60tych XX wieku. Jednak ostatnio badania mechanizmow
odpowiedzialnych za stabilno$¢ fenotypu zyskaty na znaczeniu poniewaz powigzano ja ze
zdolnoscia organizméw do ewolucji oraz adaptacji do nowych srodowisk. Ponad to rozwdj
technik badawczych w tym przede wszystkim genomiki, proteomiki i metabolomiki pozwolit
na do$wiadczalne badania tego zjawiska.

Oceniana rozprawa doktorska dotyczy biologicznych mechanizméw odpowiedzialnych za
stabilnosé fenotypu drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae. Wybor tego organizmu
do badat doswiadczalnych uwazam za bardzo dobrze uzasadniony. Sekwencja genomu
drozdzy jest znana od wielu lat. Dysponujemy réwniez znaczng ilo$cia informacji na temat
ekspresji genow, oddzialywan pomigdzy biatkami oraz dynamiki metabolizmu drozdzy.
Dostepne sg zaréwno laboratoryjne i przemystowe jak tez naturalne szczepy drozdzy. Za$
mozliwosci manipulacji genetycznych w komoérkach drozdzy nie majg sobie réwnych posrod
organizméw modelowych.

W pracy autor skoncentrowat si¢ na dwdch problemach: Po pierwsze, czy W przypadku
krzyzowania udomowionych i naturalnych szczepéw drozdzy dojdzie do zjawiska heterozji-
czyli zwiekszonej zywotnosci pokolenia F1 w poréwnaniu ze szczepami rodzicielskimi. W ten
spos6b szukano odpowiedzi na pytanie, czy drozdze udomowione i dzikie r6znig si¢
obcigzeniem genetycznym, czyli ilo$cia zakumulowanych mutacji szkodliwych oraz czy
zjawisko dominacji odpowiada za buforowanie efektow mutacji szkodliwych. Po drugie, jakie
mechanizmy molekularne odpowiadaja za buforowanie efektow mutacji szkodliwych
wprowadzonych w sposob sztuczny.

Oceniana rozprawa sklada si¢ z 4 glownych czesci: wstgpu teoretycznego, manuskryptow
dwdch publikacji oraz podsumowania. Ponad to w pracy napisanej w jezyku angielskim mamy
streszczenia polskie i angielskie oraz wspolny dla wszystkich czgéci spis cytowanego
pis$miennictwa.

We wstepie autor przedstawit zagadnienia teoretyczne oraz naj wazniejsze wyniki
doswiadczalne, ktére zainspirowaly go do podjecia badan. W kolejnych podrozdziatach



oméwit: wplyw mutacji na dostosowanie organizmu, przyczyny stabilno$ci fenotypu w obliczu
akumulacji mutacji, znaczenie zjawisk dominacji, recesywnosci, epistazy oraz redundancji
genetycznej, czyli obecnoscei zduplikowanych genow w genomie, dla stabilnosci fenotypu. W
dalszych czeéciach omowit dwie gtowne hipotezy wyjasniajgce zjawisko stabilnosci fenotypu.
Pierwsza opartg na koncepcji, Ze stabilnosé fenotypu jest cecha, ktora pojawila si¢ w wyniku
dziatania doboru naturalnego. Dlatego odpowiadajg za nig mechanizmy molekularne, na
przykiad biatka opiekuficze, ktore ewoluowaly jako odpowiedZ na presje selekcyjng wywolang
zapotrzebowaniem na stabilno$¢ fenotypu. Autor do$é krytycznie odniost sie do tej hipotezy.
Druga zakladajaca, ze stabilnos¢ fenotypu pojawita si¢ jako skutek uboczny ztozonej
organizacji systemow biologicznych funkcjonujgcych na poziomie komoérki i organizmu. Jako
przyklady takich systemow wymienit modularna organizacjg sieci wzajemnych oddzialywan
bialek komorkowych oraz hierarchiczna organizacj¢ systemow odpowiedzialnych za regulacje
ekspresji genéw. Rowniez przy omawianiu tej koncepcji autor zachowat zdrowa dawke
sceptycyzmu. W ostatniej czgsci wstgpu autor przedstawit powigzania pomigdzy stabilnoscia
fenotypu wobec mutacji a procesem ewolugji i adaptacji organizméw do nowych nisz
rodowiskowych. Autor przedstawil popularng obecnie koncepcje, ze utrzymanie zmiennoscl
genetycznej organizmu dzigki mechanizmom buforowania mutacji szkodliwych moze w
warunkach zmiany $rodowiska przyspiesza¢ lub wrecz umozliwiaé proces adaptacji. Wszystkie
te zagadnienia oméwione sg wyczerpujaco oraz poparte dobrze dobranym pi$miennictwem
zaréwno wspdlczesnym jak tez bardziej tradycyjnym. Wstep teoretyczny czyta si¢ bardzo
dobrze i moim zdaniem jest on dobrym wprowadzeniem do badan przedstawionych w dalszych
czesciach rozprawy. Swiadczy on o tym, ze autor swobodnie porusza sie w zagadnieniach
zwiazanych z problematyka buforowania mutacji zaréwno w kontekscie ewolucyjnym jak tez
funkcjonalnym.

Pierwszy z dwoch manuskryptow stanowiacych gtowna cz¢$¢ ocenianej rozprawy jest
zatytutowany "Heterosis in domesticated and wild strains of Saccharomyces cerevisiae". W
pracy tej wykorzystano kolekcje szczepow drozdzy zarowno udomowionych jak tez
izolowanych z naturalnego srodowiska, ktére po odpowiednich modyfikacjach genetycznych
krzyzowano ze sobg aby odpowiedzie¢ na pytanie czy dostosowanie pokolenia F1 r6zni si¢ od
dostosowania szczepow rodzicielskich. Oryginalnosé i sita tego pomystu polegata na
zastosowaniu szczepow o precyzyjnie znanym pokrewienstwie oraz na ocenie dostosowania, w
tym przypadku tempa podzialow komorkowych, w szerokim zakresie warunkow hodowli.
Nowatorskie bylo zastosowanie do pomiar6w tempa wZzrostu nie tylko tradycyjnych hodowli
plynnych ale rowniez hodowli na podtozach statych prowadzonych w warunkach silnego
stresu. W tym ostatnim przypadku tempo wzrostu okreélano na podstawie komputerowe;
analizy zdje¢ rosnacych komérek. Otrzymane wyniki poddano rygorystycznej analizie
statystycznej i to pozwolito na wyciagniecie jednoznacznych wnioskéw pomimo tego, ze jak
mozna bylo sie spodziewac, obserwowane réznice w tempie wzrostu, nie byly dramatyczne.
Najwazniejsze osiggniecia tej pracy to pokazanie, ze zjawisko heterozji wystepuje w przypadku
szczepéw udomowionych a jego sita, jak przewidywata teoria, jest proporcjonalna do dystansu
genetycznego pomiedzy szczepami rodzicielskimi. Wyniki te sugeruja, Ze SZcZepy
udomowione, zardwno laboratoryjne jak tez przemystowe, akumulujg mutacje szkodliwe,
ktorych efekty sa maskowane w pokoleniu F1 przez nieuszkodzone kopie genow. Inna ciekawa
obserwacja to, ze szybszy wzrost w warunkach bardzo silnego stresu nie koreluje z
polepszeniem wzrostu w innych warunkach bardzo silnego stresu. Jak réwniez, ze w przypadku
bardzo silnego stresu tempo wzrostu pokolenia F1 jest stabo skorelowane z fenotypami
rodzicow. W dyskusji autor oméwit uzyskane wyniki w kontekscie danych literaturowych
zaréwno teoretycznych jak tez doswiadczalnych. Dyskusja jest wyczerpujaca i w istotny
spos6b wzbogaca uzyskane wyniki. To polgczenie oryginalnych wynikéw i ich doglebnej
analizy czyni oceniany manuskrypt istotnym wkladem do naszej wiedzy na temat zjawiska
kompensacji negatywnych efektow mutacji na poziomie fenotypowym.



W czasie lektury dyskusji zaintrygowala mnie przedstawiona w niej hipoteza, Ze brak heterozji
obserwowany w przypadku krzyzéwek szczepow dzikich mégl wynikaé z dwoch
przeciwstawnych efektow. Z jednej strony podwyzszenie tempa wzrostu wynikajace z
maskowania genéw uszkodzonych przez mutacje poprzez ich nieuszkodzone kopie a z drugie]
strony obnizenie tempa wzrostu wynikajace z braku kompatybilnodci pomiedzy nowymi
kombinacjami alleli pojawigjacymi si¢ W pokoleniu F1. Wiadomo, ze w lokalnych populacjach
allele funkcjonujgce w danym procesie biologicznym moga ko-ewoluowaé dostosowujgc si¢ do
siebie nawzajem. Zaburzenie tych dostosowanych do siebie kombinacji alleli w pokoleniu F1
moze prowadzi¢ do obniZenia tempa wzrostu. W pracy nie znalazlem jednak zbyt wielu
informacji na temat ko-ewolucji genow i ich znaczenia dla lokalnych adaptacji
srodowiskowych.

Pytanie do doktoranta: Prosz¢ aby w czasie obrony doktorant przedyskutowat zjawisko ko-
ewolucji i niekompatybilnosci genow przedstawiajgc wybrane dane literaturowe ilustrujace
znaczenie tego procesu dla dostosowania mieszancow. Jak mozna sprawdzi¢ czy zjawisko to
miato miejsce w przypadku badanych szczepow drozdzy?

Drugi manuskrypt nosi tytuf "Genetic robustness in yeast depends on energy metabolism".
Autor poddat indukowanej mutagenezie ta samg kolekcje szczepow udomowionych i dzikich
aby zbadac jakie procesy komorkowe odpowiadaja za maskowanie na poziomie fenotypowym
negatywnych efektow mutacji. Podobnie jak w przypadku pierwszej pracy doswiadczenia
zostaly precyzyjnie zaplanowane i starannie przeprowadzone. Efektywnos¢ mutagenezy
kontrolowano za pomocg markerowego genu URAZ3. Dostosowanie zmutowanych szczepow
badano jako tempo wzrostu i przezywalnosc. Przy czym zaréwno wydajnos¢ mutagenezy jak
tez wzrost i przezywalnos$¢ sparametryzowano co umozliwito rygorystyczna analizg
statystyczng otrzymanych wynikow. Dzieki temu, ze zadbano o to aby doswiadczenia
prowadzi¢ w warunkach poréwnywalnych do tych jakie stosowali inni badacze analizujgcy
transkryptom i proteom badanych szczep6w doktorant mogh wykorzysta¢ dane literaturowe
podczas analizy whasnych wynikow.

Podobnie jak w przypadku pierwszej pracy manuskrypt jest bardzo dobrze napisany. Wstep
przedstawia stan wiedzy, ktory zainspirowal doktoranta do podjecia badan. Wyniki sg dobrze
opisane i czytelnie zilustrowane. Dyskusja dobrze podsumowuje uzyskane wyniki w kontekscie
zaréwno rozwazan teoretycznych jak tez dostgpnych danych do$wiadczalnych. Analizujgc
toksyczne efekty stosowanego mutagenu (EMS) doktorant wykazal, ze efekt ten jest silniejszy
w przypadku komorek nadprodukujacych biatka uczestniczace W transporcie anionéw i
aminokwasow, za$ stabszy w przypadku komorek nadprodukujacych biatka uczestniczace w
biogenezie rybosomu. Te fatwe do interpretacji funkcjonalnej wyniki utwierdzily doktoranta, ze
moze wiarygodnie wykorzysta¢ dane literaturowe dotyczace transkryptomu i proteomu
badanych szczep6éw do analizy swoich wynikéw wplywu mutacji na tempo wzrostu drozdzy.
Najciekawsza obserwacja przedstawiong w manuskrypcie jest pozytywna korelacja pomigdzy
zdolnoscia buforowania negatywnych efektéw mutacji na tempo wzrostu drozdzy a ekspresja
genéw zaangazowanych w metabolizm energetyczny komorki. Doktorant zaproponowal, ze
buforowanie negatywnych efektow mutacji zachodzi wydajnie w komoérkach zdolnych do
efektywnej syntezy ATP. Doktorant nie stwierdzil natomiast wystepowania korelacji pomigdzy
zdolnoscia do buforowania mutacji a zwigkszong ekspresjg genow odpowiedzialnych za
niwelowanie skutkow stresu w tym réwniez biatek opiekunczych. Ten ostatni wynik jest
wazny, poniewaz istnieje obszerna literatura sugerujaca bezposredni udziat biatek
opiekunczych, a w szczegoblnosei Hsp90 i Hsp60, w buforowaniu skutkéw mutacji. W zwigzku
z uzyskanymi wynikami nasungto mi si¢ kilka pytan.



Pytanie do doktoranta: Biorgc pod uwagg, ze buforowanie mutacji koreluje ze zwigkszona
ckspresjg genow zaangazowanych w metabolizm energetyczny mozna by przypuszczag, ze
pewne mierzalne parametry metaboliczne takie jak pula nukleotydow adeninowych wyrazana
jako tadunek energetyczny adenylanoéw LEA (LEA = [ATP] + 0.5[ADP] /[ATP] + [ADP]
+[AMP]) lub poziom mitochondrialnych cytochroméw, ktéry mozna mierzy¢
spektrofotometrycznie w calych komoérkach, powinny korelowa¢ ze zdolnoscig do buforowania
mutacji. Te parametry mozna by stosunkowo latwo mierzyé w komorkach badanych przez
doktoranta. W czasie obrony prosze ustosunkowaé si¢ do tego pomyshu.

Pytanie do doktoranta: Autor dos¢ kategorycznie stwierdza, zar6wno w dyskusji drugiego
manuskryptu jak tez w podsumowaniu rozprawy, ze biatka opiekuricze nie uczestniczg w
buforowaniu efektow mutacji szkodliwych. Wniosek ten opiera na braku korelacji pomigdzy
zwiekszong ekspresja genow kodujacych biatka opiekuficze a zdolno$cig komoérek do
buforowania negatywnych efektéw mutacji. Tymczasem moim zdaniem fakt, ze zdolnos¢
produkcji ATP koreluje ze zdolnoscia buforowania mutacji moze sugerowaé udziat biatek
opiekuficzych w tym procesie. Proszg aby w czasie obrony doktorant ustosunkowat si¢ do tego
stwierdzenia biorac pod uwage poznane mechanizmy dziatania biatek opiekuniczych w
komorce drozdzy.

Rozprawe koficzy podsumowanie czyli "Concluding remarks". W tym rozdziale doktorant
podsumowat otrzymane wyniki i ponownie oméwit je w kontekscie danych literaturowych.
Rozdziat ten koficzy stwierdzenie, ze stabilizacja fenotypu umozliwia adaptacje ale sama nie
jest adaptacja, czyli jak rozumiem, nie powstala w wyniku bezposredniego dziatania doboru
naturalnego.

Pytanie do doktoranta: prosze skomentowaé czy prawidlowo odczytatem ostatnie zdanie tej
rOzZprawy.

Bardzo wysoko oceniam przygotowang przez mgr Plecha rozprawe doktorska. Jednak
obowiazek recenzenta nakazuje zastanowienie si¢ czy mozna by jg jeszcze poprawi¢. Nasuwajg
mi si¢ dwie sugestie. Po pierwsze we wstepie teoretycznym doktorant mégl poswigcié wigeej
miejsca opisowi modeli doswiadczalnych, ktore stosowano w badaniach literaturowych
omawianych w tym rozdziale. Wydaje mi sie, ze doktorant przyjat zatozenie, ze rozdziat ten
powinien by¢ napisany w stylu podobnym do wstepu do publikacji doswiadczalnej.
Tymczasem takie wstepy sa czescia rozdziatow 2 i 3. Mysle, Ze wstep teoretyczny bylby
jeszcze lepszy gdyby byl napisany bardziej w stylu pracy przegladowej, czyli nie tylko
omawiajac otrzymany w cytowanej literaturze wynik ale rowniez krotko prezentujac jak ten
wynik zostal uzyskany. Z kolei w podsumowaniu mogloby si¢ znalez¢ kilka zdan na temat
przysztych planéw badawczych. Nie w znaczeniu, ze doktorant ma obowigzek kontynuowania
tych badania ale raczej jako wprawka intelektualna, kiora pozwolitaby pokazac, Ze doktorant w
petni rozumie konsekwencje uzyskanych wynikow.

Podsumowanie: Recenzowang prace oceniam bardzo wysoko. Doktorant zastosowat
wspolczesne metody doswiadczalne i analityczne aby odpowiedzie¢ na klasyczne pytania
biologii do$wiadczalnej. Dzigki rygorowi intelektualnemu postawionych pytan, starannosci
przeprowadzonych prac dogwiadczalnych oraz ich rzetelnej analizie ilo$ciowej uzyskane
wyniki stanowig istotny wkiad do naszej wiedzy na temat biologicznych mechanizmow
odpowiedzialnych za kompensowanie efektow mutacji szkodliwych. Jestem przekonany, ze
publikacje przygotowane w oparciu o oceniang rozprawe beda czytane, dyskutowane i dobrze
cytowane. Doktorant niewgtpliwie whi6st oryginalny i wazny wktad do wiedzy biologicznej co
jest warunkiem niezbgdnym do uzyskania stopnia naukowego doktora. Wnosz¢ do Rady



Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UJ o umozliwienie mgr Marcinowi Plechowi przystapienia
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie za wzgledu na duzg wartose
naukowa otrzymanych wynikoéw, wysoka jakos¢ przygotowanych manuskryptow i rzetelne
opracowanie rozprawy doktorskiej wnoszg o jej wyroznienie stosowng nagroda.
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