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naukowych w recenzowanych czasopismach. Suma /mpact Factor (IF) publikacji w 2022
roku wynosi 38,5, a taczna liczba cytowan przekracza 50, mimo Ze 4 publikacje ukazaty si¢
w ciggu zaledwie ostatnich 2 lat. Wedtlug punktéw przyznawanych czasopismom przez
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Polskie Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, te 6 publikacji zgromadzito tacznie 660
punktow.

4. 1Tytut

Podejscia omiczne rzucajgce swiatto na ewolucj¢ 1 rozwoj zwierzat

4.2 Wykaz artykutow naukowych powigzanych tematycznie nalezgcych do
gtdwnego osiggniecia naukowego

Przeglad 6 publikacji sktadajacych si¢ na gldéwne osiggni¢cia naukowe przedstawiono w
tabeli 1. Dalsze dane bibliograficzne dotyczace kazdej publikacji oraz opis mojego wktadu
Oznaczenia przy nazwach w opisie publikacji

przedstawiono ponize;. 0znaczaja:

*Rowny wklad merytoryczny, D<lautorzy korespondencyjni, § cztonkowie Ylla-lab.

Tabela 1: Przeglad 6 wybranych publikacji, w tym: tytut, czasopismo, podejscie badawcze,
rok wydania, rodzaj znaczgcego wktadu (1 = pierwszy autor, Cor. = autor korespondencyjny),

impact factor (w 2020 r.), punkty ministerialne i liczba cytowan.

. Punkty .
. Podejscie IF R Cytowania
Nr Tytul Czasopismo Rok Rola ministerialne
badawcze (2022) (12/2021) (04/2023)
Insights into the genomic Communication 41
#1 evolution of insects from . Genomika | 2021 | 1+Cor. 6,55 20
. s Biology
cricket genomes
Reduction of embryonic
i 1
4 | 93 cxpressionasakey PNAS mRNA | 2023 | Cor 12,78 200
factor for the evolution of
insect metamorphosis
ex Ir);;/sii)sritya(i'tferr)il(\i]lﬁin Journal of 8
#3 P P € | Experimental piRNA | 2018 1 2,37 70
the ontogeny of the Zooloay. Part B
German cockroach £y,
Biochimica et
siRNA enrichment in Biophysica Acta 4
#4 Argonaute 2-depleted (BBA) - Gene siRNA 2021 Cor 6,3 100
Blattella germanica Regulatory
Mechanisms
Distinct gene expression
dynamics in germ line and . 1
#5 somatic tissue during G3: Genome§ § mRNA 2021 1 3,54 70
. o Genes, Genetics
ovariole morphogenesis in
Drosophila melanogaster.
MirCure: A tool for miRNA+
. . 3
4 | Quality control, filter, and 1} ;L pages | TWOZERIC 5090 | 6,93 200
curation of microRNAs of oprogramo-
animals and plants. wania.
Suma: 38,5 660 58
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Publikacja nr 1

G. Yllal<, T. Nakamura, T. Itoh, R. Kajitani, A. Toyoda, S. Tomonari, T. Bando, Y. Ishimaru,
T. Watanabe, M. Fuketa, Y. Matsuoka, A. Bernett, S. Noji, T. Mitol<, & C. G. Extavour<
(2021). Insights into the genomic evolution of insects from cricket genomes. Nature
Communications Biology.

Jak opisano w sekcji dotyczacej wktadu autora artykutu, zaprojektowatem doswiadczenia i ich
analize¢, uzyskatem wyniki, napisatem pierwsza wersje artykutu i wykonatem wszystkie ilustracje.
Oznacza to, ze opracowalem narz¢dzie do adnotacji genomu, ktérego uzylem do wykonania
adnotacji de novo dwoch genoméw. Obejmowato to identyfikacje powtarzajacych si¢ elementow,
mapowanie wszystkich dostgpnych danych sekwencji RNA do genomu, wykonywanie modeli
genodw ab initio 1 generowanie modeli gendéw opartych na dowodach. Oprocz adnotacji genomu
przeprowadzilem cala pordwnawcza analiz¢ genomiczng 1 uzyskatem wszystkie wyniki
zaprezentowane na opublikowanych ilustracjach. Biorgc pod uwage znaczacy wklad w ten
artykul, jestem pierwszym autorem i wspotautorem korespondencyjnym.

Publikacja nr 2

A. Fernandez-Nicolas*, G. Machaj*§, A. Ventos-Alfonso*, V. Pagone, T. Minemura, T. Ohde,
T. Daimon, G. Yllab< & X. BellesP<l (2023) Reduction of embryonic E93 expression as a key
factor for the evolution of insect metamorphosis. Proceedings of the National Academy of

Sciences

Moj wkiad w powstanie tego artykutu rozpoczat si¢ na etapie koncepcji projektu, ktory opierat
si¢ na moich wezesniejszych wynikach. Na ich podstawie przyczynilem si¢ do stworzenia nowego
projektu badawczego, ktorego zwienczeniem byta niniejsza publikacja. Po zaprojektowaniu
eksperymentoéw 1 etapow analizy danych bralem udziat w analizie danych, a takze pelitem
funkcj¢ mentora 1 przewodnika dla studentow i doktorantéw zaangazowanych w rézne aspekty
projektu. Ponadto bralem udziat w interpretacji i dyskusji wynikéw, w przygotowaniu ilustracji 1
tworzeniu manuskryptu. Ze wzgledu na moja wiodacg role w calym projekcie jestem
wspotautorem korespondencyjnym tego artykutu.

Publikacja nr 3
N. Llonga*, G.Ylla*, J. Bau, X. Belles & MD. PiulachsP<l (2018): Diversity of piRNA

expression patterns during the ontogeny of the German cockroach. Journal of Experimental
Zoology, Part B.

W ramach tego projektu bratem udziat w opracowywaniu jego koncepcji oraz projektowaniu
pozyskiwania danych eksperymentalnych i analizie danych bioinformatycznych. Nadzorowatem,
prowadzitem i bylem mentorem studenta, ktory przeprowadzil zaprojektowang przeze mnie
analiz¢. Uczestniczylem réwniez w uzyskaniu i dyskusji wynikdéw, przygotowaniu ilustracji i
pisaniu pierwszej wersji manuskryptu. Z uwagi na moj istotny wkiad jestem pierwszym
wspoétautorem artykutu.
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Publikacja nr 4

J.C. Montaiés, C. Rojano, G. Yllal<, MD. Piulachs><, L. Maestrol< (2021): siRNA enrichment
in Argonaute 2-depleted Blattella germanica. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Gene
Regulatory Mechanisms.

Projekt zrodzit si¢ z moich wczesniejszych obserwacji dotyczacych analizy siRNA przy uzyciu
sekwencjonowania matych RNA. W oparciu o te obserwacje bralem udziat w opracowaniu
nowego projektu badawczego, skupiajacego si¢ na badaniu biogenezy siRNA, taczacego
eksperymenty biologii molekularnej i analiz¢ danych z sekwencjonowania matych RNA. Oprocz
udziatu w projektowaniu eksperymentu, okreslitem rowniez strategie analizy danych oraz
kierowalem 1 nadzorowatem studenta, ktéry ja stosowal. Bralem udzial w przygotowaniu
ilustracji 1 redagowaniu artykulu. Z uwagi na mdj znaczacy wkiad jestem wspotautorem
korespondencyjnym artykutu.

Publikacja nr 5
H. Tarikere*, G. Ylla*, C. Extavourl>< (2021). Distinct gene expression dynamics in germ line

and somatic tissue during ovariole morphogenesis in Drosophila melanogaster. G3: Genomes,
Genes, Genetics.

Mo¢j gtowny wkiad w ten projekt polegat na przeprowadzeniu kompletnej analizy danych z
duzego zbioru danych transkryptomicznych, na ktorej opiera si¢ artykut. Oprocz zaprojektowania
1 wdrozenia analizy danych bratem udzial w dyskusji wynikow, pisaniu pierwszej wersji artykutu
oraz tworzeniu ilustracji od 3 do 5. Z uwagi na ten znaczacy wklad jestem pierwszym
wspotautorem artykuhu.

Publikacja nr 6

G. Ylla, T. Liu & A. Conesal< (2020): MirCure:_A tool for quality control, filter, and curation
of microRNAs of animals and plants. Bioinformatics.

W petni zaprojektowatem i wdrozytem narzedzie MirCure, ktore zostalo opublikowane w tym
artykule. Bylem roéwniez mentorem studenta, ktory dotaczyl do projektu celem
przeprowadzenia testow porownawczych i1 walidacji narzedzia. Napisatem pierwsza wersje
manuskryptu i przygotowatem ilustracje. Tym samym, biorgc pod uwage moja gtéwna role w
projekcie, jestem pierwszym autorem niniejszej publikacji.
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4.3 Opis dorobku naukowego

4.3.1 Wprowadzenie
4.3.1.1 Historyczny przeglad badan ewolucyjnych

Dziedzina biologii ewolucyjnej na dtugo poprzedza Karola Darwina i Alfreda Russella
Wallace'a. Posrod cywilizacji w catej historii 1 na calym §wiecie istniejg legendy 1 religie
probujace wyjasni¢ pochodzenie ludzi i innych istot zwierzecych. Wiele z nich zawierato juz
elementy ewolucji, rozumianej jako zmiany form zwierzecych w czasie. Faktycznie, niektore
z tych pomystéw byly bardzo zywe w XIX-wiecznej wiktorianskiej Anglii 1 calej Europie.
Lekarz i filozof przyrody Erazm Darwin, dziadek Karola Darwina, napisat nawet wiersz o
ewolucji zatytutowany ,,Swiatynia natury” (ang. ,,The temple of nature”), opublikowany
pos$miertnie w 1803 r. Wiersz ten zawiera juz niektore elementy teorii ewolucji drogg doboru
naturalnego - lub jak wolat to uja¢ Wallace: ewolucji przez przetrwanie najlepiej
przystosowanych (Darwin Correspondence Project, 2023), ktérg pot wieku pozniej, w 1859
roku, C. Darwin i A. R. Wallace przedstawig w eseju na spotkaniu w Linnean Society (Darwin
1 Wallace, 1858), ustanawiajgc kamien wegielny dla wspoétczesnej biologii ewolucyjne;.

Nastepna wielka fala znaczacego postepu w dziedzinie biologii ewolucyjnej nastapita, gdy
C. Darwin, metaforycznie, spotkat si¢ z G. Mendelem. Chociaz zyli w tych samych czasach,
nigdy si¢ nie spotkali i uptynat caly wiek, zanim ich prace zostaty zunifikowane tworzac tak
zwang ,,wspolczesna syntez¢ ewolucyjng” na poczatku XX wieku (Berry i Browne, 2022). Ta
nowa synteza powstata reka biologdw ewolucyjnych, genetykow i matematykow, ktorzy
potaczyli teori¢ ewolucji C. Darwina 1 A. R. Wallace'a o przetrwaniu najlepiej
przystosowanych z obserwacjami G. Mendla dotyczacymi dziedziczenia cech. Dzigki
wspolczesne] syntezie biologia ewolucyjna stworzyla ramy umozliwiajgce powigzanie
genetyki z ewolucja, wywotujac rewolucje naukowa w dziedzinie biologii i sposobie, w jaki

ja rozumiemy.

Prawdopodobnie znajdujemy si¢ obecnie w trzeciej fali postepu w biologii ewolucyjnej, a
takze w wielu innych dziedzinach biologicznych, wspomaganych przez rozwdj technologii
sekwencjonowania (Marx, 2013). Po raz pierwszy w historii co roku publikowane sg tysigce
nowych genomow. W tym samym czasie technologie sekwencjonowania RNA i
sekwencjonowania RNA pojedynczej komorki pozwalajg nam uzyskiwac statyczny obraz
stanu transkryptomicznego komorek i tkanek na réznych etapach lub w réznych warunkach,
ktére moga by¢ roéwniez zaburzone wykorzystujac techniki biologii molekularnej, a nastepnie
okresli¢, w jaki sposob perturbacje te wplynety na krajobraz transkryptomiczny. Niemniej
jednak waskim gardlem jest obecnie przeksztatcanie tej ogromnej ilosci danych w informacje
za pomocg analizy bioinformatycznej. Dodatkowa trudnos$¢ polega na tym, ze kazdy rodzaj
danych mozna badac i1 analizowa¢ na wiele sposobow, w zaleznos$ci od pytania naukowego
lub hipotezy do sprawdzenia, dlatego czgsto nie ma jeszcze dostepnych narzedzi stuzacych do
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zadawania wszelkich mozliwych pytan. Z tego powodu tworzenie nowych narzedzi
(publikacja nr 6) cz¢sto stanowi wazne zadanie dla laboratoridw bioinformatycznych, takich
jak moje laboratorium.

4.3.1.2 Owady jako modele doswiadczalne

Badania nad owadami byty kluczem do rozwoju wspodiczesnej syntezy. Laureat Nagrody
Nobla, Thomas Hunt Morgan, swoimi badaniami nad muszka owocowa Drosophila
melanogaster potozyl podwaliny pod nowoczesng genetyke i stworzyl fundamenty
wspolczesnej syntezy ewolucyjnej. Inni podazyli za Morganem w kwestii wykorzystania
D. melanogaster i innych owadow jako organizméw badawczych do badania genetyki i
ewolucji, w tym kilku twércow wspotczesnej syntezy, takich jak Theodosisus Dobzhanksy,
,Henry” Ford i Ernest Mayr.

Wykorzystanie D. malnaogaster jako organizmu badawczego stato si¢ filarem genetyki i
badan ewolucyjnych przez reszte¢ XX wieku az do czaséw obecnych, czyniac z niego par
excellence model badan genetycznych. W 2000 roku genom D. melanogaster byt pierwszym
opublikowanym genomem owada (Adams i in., 2000). Od tego czasu, jak wyjasniamy w
niedawnym przegladzie (Mito i in., 2022), liczba dostepnych genomoéw wzrosta wyktadniczo,
przekraczajac 700 genomdéw na poczatku 2022 r. Podczas gdy liczba genomow gatunkow
owadow wzrosta wyktadniczo, liczba rzedow owadow =z co najmniej jednym
zsekwencjonowanym genomem nie rosla w tym samym tempie. Innymi stowy, 87,5%
genomoOw nalezy do gatunkéw holometabolicznych (owadow z przeobrazeniem zupetnym), a
w ich obrebie 89,3% genomow nalezy tylko do 3 rzedow, ktorymi sg Diptera, Lepidoptera 1
Hymenoptera. Oznacza to, ze nasza wiedza o biologii i ewolucji owadow jest bardzo
znieksztalcona w kierunku kilku rzgdow obejmujacych D. melanogaster 1 kilku innych
bardziej wspolczesnych organizmoéw modelowych, takich jak trojszyk gryzacy Tribolium

castaneum, pszczota miodna Apis mellifera czy jedwabnik morwowy Bombyx mori .

Podczas gdy skupienie si¢ na kilku organizmach modelowych byto kluczem do ogromnego
postepu w genetyce w XX wieku, teraz w XXI wieku, musimy poszerzy¢ ich zakres, jesli
chcemy mie¢ jasniejszy obraz roznorodnosci biologicznej §wiata i procesow ewolucyjnych,
ktore go stworzyly. Owady to najliczniejsza i1 najbardziej zr6znicowana linia zwierzat na
Ziemi, z ponad milionem opisanych gatunkéw (Grimaldi i Engel, 2005; Ylla, 2017). Owady
byly jednymi z pierwszych linii zwierzat, ktore opuscily sSrodowisko wodne i zamieszkaly na
ladzie, i od tego czasu podbity wlasciwie wszystkie ekosystemy ladowe (Engel i Grimaldi,
2004). Ich dluga historia ewolucyjna, ogromna liczba gatunkéw oraz niezliczone formy i style
zycia sprawiaja, ze owady sg jednym z najlepszych modeli do badania ewolucji 1
roznorodnosci biologicznej. Jednak, jak wspomniano wcze$niej, nasze dane dotyczace
owadow sg do$¢ stronnicze, dlatego przez cata moja karier¢ naukowag pracowatem nad
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generowaniem genomow i1 danych genomowych dla zazwyczaj niedoreprezentowanych linii
owadow, takich jak swierszcze (publikacja nr 1) i karaluchy (Harrison 1 in., 2018).

4.3.1.3 Metamorfoza owadow, czyli jak jeden genom wytwarza rézne fenotypy

Berlese w 1913 1. (Berlese, 1913) zaproponowal system klasyfikacji owadéw oparty na
sposobie, w jaki osiggaja dorostos¢, czyli innymi stowy na podstawie typu metamorfozy
(przeobrazenia). Klasyfikacja ta jest nadal powszechnie stosowana (Belles, 2020). System
klasyfikacji Berlese (Ilustracja 1) definiuje cztery gtowne grupy owadow: Ametabolous,
Hemimetabolous, Holometabolous i Neometabolous.

Owady ametaboliczne to owady, ktore nie przechodzg metamorfozy (przeobrazenia). Legi
owadow sg morfologicznie praktycznie identyczne z ich forma dorosta, ale maja mniejszy
rozmiar. Podczas stadiow miodzienczych majg seri¢ linien, w ktérych kazda wylinka jest
nieco wigksza niz poprzednia. Na podstawie informacji kopalnych uwaza si¢, ze jest to sposob
rozwoju przodkow wspolczesnych owadow. Niektore obecnie zyjace linie owadow, takie jak
rybiki cukrowe i skoczogonki, sg przyktadami rozwoju ametabolicznego

NG TN NG S

= oY A S, P — s
hed ) Rer?? P

Ametabolan mode (Example: Archaeognatha)

Ilustracja 1: Pig¢ rodzajow przeobrazenia wedhug klasyfikacji
Berlese 1913 z rysunkami przedstawiajacymi rozwoéj jednego
reprezentatywnego gatunku. Z Belles 2011, bedacym modyfikacja
za zgoda Sehnalet al. (1996).
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Owady hemimetaboliczne to parafiletyczna grupa owadow. Charakteryzuja si¢ one
mlodymi stadiami morfologicznie podobnymi do dorostych, ale z pewnymi cechami, takimi
jak skrzydta i dojrzate struktury rozrodcze, pojawiajacymi si¢ dopiero w stadium dorostym.
Przyktadami tego trybu rozwoju sg §wierszcze i karaluchy.

Owady holometaboliczne to grupa monofiletyczna, ktora wylonita si¢ z jednej z gatezi
owadow hemimetabolicznych, u ktorych stadium mtodociane wyraznie r6zni si¢ od postaci
dorostej. Ponadto gatunki te przechodza etap posredni, zwany poczwarka, miedzy formami
mtodocianymi a dorostymi. Linia ta obejmuje miedzy innymi motyle, muchy i pszczoty

Ostatnia grupa, owady neometaboliczne, jest grupg parafiletyczng obejmujacg gatunki co
najmniej z rz¢du Sternorrhyncha i Thysenoptera (Belles, 2011). Oznacza to, ze metamorfoza
neometaboliczna pojawita si¢ niezaleznie w co najmniej dwoch réznych rzedach z grupy
hemimetabolicznej. Owady z tej linii wytwarzaja stadia mtodociane, ktore znacznie r6znig si¢
od form dorostych oraz maja nieruchome stadia mtodociane, ktére przypominaja poczwarki
holometaboliczne. Wedlug Berlese’a (Berlese, 1913) owady neometaboliczne sg formami
posrednimi migdzy hemimetabolicznymi a holometabolicznymi. Do tej grupy nalezg czerwce
1 welnowcowate (Belles, 2020).

Prawdopodobnie jednym z najlepszych przyktadéw wykorzystania pojedynczego genomu
do wytworzenia radykalnie réznych fenotypow jest przeobrazenie holometaboliczne.
Kluczem do takiego procesu jest zatem sposob interpretacji genomu, a mianowicie regulacja
ekspresji genoéw. Jednym z glownych sposobdéw badania regulacji genomu jest badanie
roznych poziomow regulacji ekspresji genomu. Jest to, oprocz zainteresowania naukowego
metamorfozg, powodem, dla ktéorego w moich projektach badawczych czesto wykorzystuje
przeobrazenie owadow jako model do badania ewolucji 1 regulacji sieci ekspresji genow

4.3.1.4 Ewolucja i rozwoj

Oprdcz zrozumienia, w jaki sposéb proces jest regulowany (lub w niektorych przypadkach
wlasnie w celu zrozumienia, w jaki sposéb proces jest regulowany) badamy rowniez
ewolucyjny aspekt tego procesu. Ten kierunek badan taczacy ewolucje 1 rozwdj jest czesto
nazywany ,,evo-devo”. Dlatego w moich badaniach zawsze mam na uwadze ewolucyjna
perspektywe biologicznego fenomenu, ktoéry chcemy bada¢. Na przyktad w przypadku
przeobrazenia owadow w publikacji nr 2 opublikowanej niedawno w PNAS proponujemy
nowg teori¢ dotyczacg pochodzenia metamorfozy holometabolicznej przez utrat¢ czynnika
transkrypcyjnego w zarodku. Ta proponowana teoria, poparta obszernymi dowodami
przedstawionymi w artykule, stanowi zmian¢ paradygmatu w badaniu przeobrazenia owadow.
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Przeobrazenie jest czesto definiowane jako rozwoj postembrionalny i, podobnie jak w
rozwoju embrionalnym, sieci regulacyjne odgrywaja kluczowa role w wielu innych procesach
rozwojowych 1 ich ewolucji. Jednym z takich procesow jest okreslanie zdolnosci
reprodukcyjnej zwierzat. Rozne zwierzgta wyewoluowaly rozne strategie reprodukcyjne,
niektore produkuja niewielka liczbe potomstwa, podczas gdy inne wytwarzaja niezliczone
ilosci mtodych. U Drosophila szczytowa zdolno$¢ reprodukcyjng obserwuje si¢ podczas
stadium larwalnego, w ktorym tworzg si¢ jajniki. W publikacji nr S opisujemy podstawy
ekspresji gendéw rozwoju jajnikow D. melanogaster. Praca ta nie tylko dostarczyta nam
istotnych informacji dotyczacych samego procesu morfogenezy jajnikow podczas rozwoju,
ale pozwolita nam ustanowi¢ nowy kierunek badan, ktory doprowadzit nas do odkrycia
nowych rol szlaku Hippo zwigzanych ze zdolno$ciami rozrodczymi (artykul w
przygotowaniu) oraz zaangazowanie nowego czynnika w ten dobrze znany szlak proliferacji
komorek.

4.3.1.5 Dane omiczne do badania regulacji ekspresji gendw

Przyrostek ,,omika”, ktory wyewoluowal z przyrostka ,,ome”, jest czgsto uzywany do
wskazania dziedziny badan grupy czasteczek biologicznych na duza skale. Na przyktad z
poje¢ genomu lub transkryptomu wytonity si¢ terminy genomika i transkryptomika,
odnoszace si¢ odpowiednio do badania catych genoméw 1 catych transkryptomow. Obecnie
prawie wszystkie grupy czasteczek biologicznych posiadajg odrebne pole ,,omiczne”. Na
przyktad, oprocz wczesniej wspomnianej genomiki i transkryptomiki, mamy proteomike,
epigenomike, lipidomike, glikomike 1 inne. Badanie interakcji jednej lub wigcej grup
czasteczek jest czgsto nazywane interaktomika.

Proces regulacji ekspresji gendw, a mianowicie sposob, w jaki jeden gen wytwarza
doktadng ilo$¢ produktu biatkowego w danej komorce, jest niezwykle ztozonym procesem, w
ktory zaangazowane sa niezliczone czasteczki biologiczne. Czgsto jednak genom,
transkryptom i epigenom sg uwazane za gtowne czynniki w procesie regulacyjnym. Stad tez
przez catg swoja karier¢ publikowalem artykuly zwigzane z r6znymi dziedzinami omiki:
genomikg (Harrison 1 in., 2018; Ylla i in., 2021), transkryptomikg (Fernandez-Nicolas i in.,
2023; Llongaiin., 2018; Montafés i in., 2021; Tarikere 1 in., 2021; Ventos-Alfonso i in., 2019;
Ylla, 2017; Yllaiin., 2016, 2017, 2018) oraz epigenomika (Ventos-Alfonso i in., 2020b ).

Co wigcej, te pola ,,omiki” czesto mozna dalej podzieli¢ w oparciu o konkretng badang
czasteczke. Na przyktad w ramach transkryptomiki mozna bada¢ rozne typy RNA, czgsto
klasyfikowane wedtug ich wielkosci i/lub funkcji. W tym miejscu, w dziedzinie
transkryptomiki, zwroc¢ uwage na mojg prace nad r6znymi poddziedzinami transkryptomiki,
ktore dotycza mRNA (publikacje nr 2 i 5) oraz roznych matych RNA, takich jak piRNA
(publikacja nr 3) i siRNA (publikacja nr 4) (Tabela 1). Dziedzina genomiki jest rowniez
dogtebnie eksplorowana w publikacji nr 1. W publikacji tej zsekwencjonowalem i opisalem
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pierwszy genom $swierszcza. Opisatem w niej tez drugi genom $wierszcza 1 przeprowadzitem
pordwnawczg analize genomiczng z 14 innymi genomami owadow, aby uzyska¢ wglad w
regulacj¢ genomu i ewolucj¢ owadow.

Praca z nowymi typami danych o gatunkach niemodelowych czgsto oznacza nowe i
nieoczekiwane problemy. Aby przezwyci¢zy¢ takie problemy, czasami musimy opracowac
narzedzia, z ktdorych moga pdzniej korzysta¢ inni badacze borykajacy si¢ z podobnymi
trudnosciami. W tym przypadku moje narzedzia to zazwyczaj narzedzia bioinformatyczne,
czyli innymi stowy oprogramowanie. Przykiad takiego podejscia mozna znalez¢ w
(publikacji nr 6) wraz z opracowaniem MirCure. Kolejne takie narzedzie jest obecnie
opracowywane w ramach przyznanego projektu grantowego SONATA 17.

4.3.2 Cele badawcze
Nadrzednym celem moich badan jest zrozumienie ewolucji genowych sieci

regulacyjnych. Mianowicie, w jaki sposob genomy determinuja fenotypy 1 jak te sieci
ewoluowaly w czasie.

W obrebie tego szeroko zakrojonego dlugoterminowego celu, istnieje szereg celow

szczegotowych, ktore omowie w niniejszym dokumencie.

- Wykorzystanie nowych genomow do zrozumienia ewolucji sieci regulacji genéw
(omowione w publikacji nr 1).

- Okreslenie biogenezy, funkcji 1 rol réznych matych RNA, takich jak piRNA i
siRNA (oméwione w publikacjach nr 3 1 4).

- Identyfikacja mechanizmow ekspresji genow, ktore podczas rozwoju determinujg
zdolno$¢ reprodukcyjng wykorzystujac Drosophila jako organizm modelowy
(oméwione w publikacji nr 5).

- Opracowanie narzedzia bioinformatycznego niezbednego do uzyskiwania wysokiej
jakosci adnotacji miRNA z niemodelowych gatunkéw zwierzat 1 roslin (omowione
w publikacji nr 6).

4.3.3 Najwazniejsze osiggniecia naukowe
Moj gléwny wkiad naukowy, jak wskazano w tytule ,,Podej$cia omiczne rzucajace Swiatto

na ewolucj¢ 1 rozwo6j zwierzat” dotyczy potaczenia roznych podejs¢ omicznych w badaniach
evo-devo. W tym celu i z powodow wyszczegolnionych powyze] wigkszos¢ moich badan
zostala wykonana przy uzyciu danych ,,omicznych” dotyczacych gatunkéw owaddow.

W tej sekeji skupie si¢ na moim gtéwnym wktadzie w 1) dziedzing genomiki, 2) rézne
elementy $wiata transkryptomiki (mRNA, piRNA, siRNA) oraz 3) rozwoj narzedzi
bioinformatycznych do analizy danych omicznych.
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4.3.3.1 Istotny wktad w badania genomiczne w celu zbadania regulacji i ewolucji genomu
Mo¢j pierwszy wktad w dziedzing genomiki miat miejsce podczas mojego doktoratu, kiedy
bratem udziat w skfadaniu genomu i1 adnotacji pierwszych genoméw karaluchow, ktore
opublikowalismy w Nature Ecology and Devolution (Harrison 1 in., 2018). W artykule
dostarczyliSmy nowych wskazéwek dotyczacych ewolucji eusocjalnosci u owadow
hemimetabolicznych, porownujac nowo zsekwencjonowany genom zyjacego samotnie
karaczana prusaka Blattella germanica ze spolecznymi termitami, ktore s siostrzang grupa
karaluchow.

M¢j istotny wkiad w te dziedzing odpowiada opisowi publikacji nr 1. Artykut
opublikowany w czasopiS§mie Communications Biology z Nature Publishing Group jest
wynikiem mi¢dzynarodowej wspotpracy, ktérg kierowalem. W  projekcie tym
zsekwencjonowalismy i opisalismy 1,6-Gb genom $wierszcza Gryllus bimaculatus.

Swierszcz Gryllus bimaculatus ma dtuga historie jako model eksperymentalny w réznych
dziedzinach, takich jak neurobiologia, rozwoj i ewolucja (Mito i in., 2022). Zaproponowano
réwniez rozne gatunki §wierszczy jako zrodto biatka zwierzgcego (uzyskiwanego zgodnie z
zasadami zrownowazonego rozwoju) do spozycia przez ludzi, biorac pod uwage, ze sg one juz
tradycyjnie spozywane w wielu czeSciach $wiata (van Huis 1 in., 2013). Pomimo
zainteresowania nim w roéznych dziedzinach badan i w przemysle spozywczym, nie bylo
dostgpnych genomow z adnotacjami dla gatunkow swierszczy.

Oprocz sekwencjonowania i adnotacji genomu G. bimaculatus, dokonaliSmy rowniez
adnotacji wstgpnego genomu $wierszcza Laupala kohalensis. Majac dwa genomy z
adnotacjami porownujemy je z genomami 14 innych gatunkéw owadow (Ilustracja 2). Te
genomowe porownania dostarczaja bardzo interesujacych informacji dotyczacych ewolucji

genomowej owadow, jak podsumowano ponizej.

Owady wykazuja duze réznice pod wzgledem wielko$ci genomu, z niektérymi liniami
charakteryzujacymi si¢ wielkos$cig genomu ponizej 1 Gb (Holometabola), podczas gdy inne
zazwyczaj przekraczaja 1 Gb (Gregory, 2002). W obrebie rodzaju Orthoptera, ktory obejmuje
Swierszcze, koniki polne 1 szarancze, istnieje ogromna roznorodnos$¢ rozmiaréw genomow, od
mniej niz 1 Gb do 15 Gb. Nie bylo jasne, jaka jest przyczyna takiego rozrostu genomu u
niektorych gatunkéw ani w ktorym momencie ich ewolucji nastgpita. Czy pierwotnie
wystepowat duzy genom i ulegt on skurczeniu w niektorych liniach? A moze genom przodkow
byt niewielki i niezaleznie ulegal rozrostowi w niektorych liniach?

Nasze wyniki z porOwnania genoméw Swierszczy sugeruja, ze genom przodkow byt
mniejszy 1 rozrastat si¢ niezaleznie w kazdym z gatunkow $wierszczy ze wzgledu na
aktywnos$¢ roznych elementow transpozycyjnych. Wyniki te uzyskano z pordéwnania ich

powtarzalnych sekwencji. W skrocie, dwa $wierszcze majg bardzo podobny rozmiar genomu
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(1,661 1,60 Gb) 1 podobng zawarto$¢ elementow transpozycyjnych (TE) (29% 1 35%). Jednak
sktad powtarzalnych sekwencji r6zni si¢ miedzy nimi. U L. kohalensis dtugie, przeplatane
elementy jadrowe (LINEs) stanowig blisko 60% catkowitej zawartosci TE, podczas gdy u G.
bimaculatu LINE stanowia jedynie 31% TE. Wyniki te, wraz z doglegbnym poréwnaniami
innych rodzin TE, sugeruja, ze genom przodkoéw byl mniejszy i rozszerzat si¢ niezaleznie
dzigki aktywnosci réznych TE.
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Tribolium castaneum 0.17 Gb ‘ +57/-3 %
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|—Acyrthosiphon pisum osaGh MM t112/-26 %
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]
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Hustracja 2: Drzewo filogenetyczne z Ylla i in. 2021, z 2 genomami $wierszcza i 14 dodatkowymi genomami
owadow. Skala czasu drzewa zostata skalibrowana w 4 punktach czasowych (czerwone zegarki). Dla kazdego
gatunku rozmiar genomu jest pokazany na czarno. Liczba rozszerzonych i skurczonych rodzin genow w kazdym
gatunku i galtgziach jest pokazana odpowiednio na niebiesko i czerwono. Wykresy gestosci pokazuja rozktad
CpGo/e dla kazdego gatunku.

Bylismy rowniez w stanie wykorzysta¢ sekwencje genomow, aby uzyska¢ wglad w
ewolucje metylacji DNA w tych genomach. Metylacja DNA zwykle zachodzi w cytozynie,
po ktorej nastepuje guanina (CpG). Metylacja C zwigksza czestos¢ mutacji z C do T (Bird,
1980). Oznacza to, ze regiony metylowane DNA w komorkach rozrodczych beda miaty
tendencje do utraty CpG. To zmniejszenie czestosci CpG nazywane jest wyczerpaniem CpG
i mozna je bada¢, porownujac obserwowane CpG w danym regionie z oczekiwang liczbag CpG
na podstawie czestosci C 1 G, co nazywa si¢ nadmierng obserwacjg CpG w stosunku do
oczekiwanej (CpGoye).

Obliczytem CpGoe dla wszystkich gendw z 16 genomoéw 1 wykreslitem wyniki jako

gestosci na ilustracji 2. Na pierwszy rzut oka mozna zauwazy¢, ze niektore genomy
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charakteryzuje pojedynczy pik, podczas gdy w innych obserwuje si¢ dwa piki. Pojedynczy pik
CpGore, ktorego warto$¢ wynosi okoto 1, wskazuje, ze geny maja oczekiwang ilos¢ CpG, a
tym samym sugeruje brak metylacji DNA. Natomiast dwa piki, jeden w okolicy 1 i drugi
ponizej wartosci 1, wskazuja na dwie grupy genow, z ktérych jedna jest zazwyczaj

metylowana, a druga jest zazwyczaj niemetylowana.

Ze wzgledu na brak metylacji DNA u wigkszosci typowych owadow modelowych (takich
jak muchy, pszczoty i chrzaszcze), wystepowanie metylacji DNA u owadow od wielu lat budzi
kontrowersje. Obecnie wyraznie wida¢, ze brak metylacji DNA nie jest ogolng cechg owadow,
ale tylko niektérych gatunkéw holometabolicznych i Hemiptera. Rola metylacji DNA u
owadow pozostaje jednak nieznana. W publikacji tej udalo nam si¢ uzyska¢ kilka
interesujacych informacji dotyczacych potencjalnych funkcji metylacji DNA u owadow.

4.3.3.2 Istotny wktad w wykorzystanie transkryptomiki do badania metamorfozy owaddw

Podczas mojego doktoratu zaczalem badac¢ transkryptomiczne podstawy regulacii,
pochodzenia i ewolucji metamorfozy owadow. Jest to temat, na ktory opublikowalem kilka
artykutow (Belles & Ylla, 2015; Ventos-Alfonso i in., 2019; Ventés-Alfonso i in., 2020a; Ylla
i in., 2018). Wszystkie te artykuty dotycza réznych aspektow regulacji metamorfozy na
poziomie transkryptomiki. W jednej z tych publikacji (Ylla i in., 2018) zaobserwowatem, ze
gen o nazwie E93 ulegat silnej ekspresji w zarodku karalucha B. germanica 1 byt nieobecny
w zarodku D. melanogaster. Obserwacja ta zaowocowata czterema latami dalszych badan,
ktorych wyniki staty si¢ jednym z moich najwazniejszych wkladow w dziedzing
transkryptomicznej regulacji metamorfozy owadow i zostaty opublikowane w 2023 roku w
Proceedings of the National Academy of Science (PNAS) i przedstawione tutaj jako
publikacja nr 2.

E93 jest genem, ktory inicjuje ksztattowanie dorostych owadéw hemimetabolicznych 1
holometabolicznych w stadiach mtodocianych (Urena i in., 2014). Moja wstgpna obserwacja,
oparta na danych z sekwencjonowania RNA, wskazywala, ze E93 ulegal silnej ekspresji w
zarodku owada hemimetabolicznego B. germanica, a nie tylko podczas oczekiwanego stadium
przed dojrzatoscig. Natomiast holometaboliczny D. melanogaster cechowat si¢ jedynie
oczekiwanym szczytem ekspresji w stadium mtodocianym (poczwarka). Doprowadzito to do
hipotezy, ze E93 w zarodku owadoéw hemimetabolicznych moze by¢ wyznacznikiem
wytworzenia stadium mtodocianego, ktore wyglada jak dorosty, a jego brak moze pozwoli¢
na rozwdj r6znych mlodocianych morfologii, takich jak larwy holometaboliczne.

Hipoteza ta wymagala jednak dalszej weryfikacji. Aby uzyska¢ jej potwierdzenie,
stworzyliSmy nowy projekt badawczy, ktory laczyt eksperymenty biologii molekularnej 1
analiz¢ duzych danych obliczeniowych. Czg$¢ eksperymentalna polegajaca na uzyskaniu
danych zostata przeprowadzona w laboratoriach naszych wspotpracownikow w Barcelonie 1
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Kioto, natomiast w moim laboratorium na UJ zajeliSmy si¢ analiza danych, uzyskaniem
wynikéw 1 wyciggnieciem wnioskow.

Wykorzystujac technike interferencji matczynego RNA (RNAIi), pozbawiliSmy zarodki B.
germanica transkryptow E93. Eksperyment ten spowodowal powazne deformacje
embrionow, niezdolnych do formowania koficzyn i rozwoju. Nastepnie przeprowadziliSmy
sekwencjonowanie RNA z zarodkéw pozbawionych E93, jak rowniez z zarodkéw
kontrolnych. Analiza transkryptomiczna ujawnila, ze u owadoéw pozbawionych E93
dochodzito do znacznej redukcji proceséw biologicznych zaangazowanych w rozwoj i
morfogeneze (rysunek 3A). Wszystkie te dane potwierdzajg nasza hipoteze, ze E93 moze
odgrywac role determinujgcg dorostos¢ w zarodku owada hemimetabolicznego B. germanica.
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INustracja 3: A) Analiza transkryptomiczna probek B. germanica zubozonych w E93 ujawnita znaczgco
obnizone warunki GO zaangazowane w rozwoj (zielony) i morfogeneze (niebieski) B) Stosunek poziomow E93
w zarodku i w wieku przeddorostym jest niski u gatunkéw hemimetabolicznych, co wskazuje na podobne poziomy
transkryptu E93 miedzy dwoma etapami. Dla kontrastu, neometabolany i holometabolany charakteryzuje wysoki
poziom E93 u form przed-dorostych i bardzo niski w zarodkach, co jest przeciwienstwem ametabolondw. Rysunek

zmodyfikowany z Fernandez-Nicolas et. al. 2023

Na tym etapie trudnos$¢ polegala jednak na znalezieniu sposobu, w jaki moglibysmy dale;j
testowac, czy obserwacja poczyniona u B. germanica 1 Drosophila dotyczaca pozioméw E93
w zarodku jest prawdziwa u innych owadow. Potwierdzaloby to naszg hipoteze dotyczaca roli
E93 w ewolucji metamorfozy owadow. PostanowiliSmy zastosowaé podejscie big data.
ZidentyfikowaliSmy wszystkie genomy owadow z dostgpnymi adnotacjami genow w NCBI.

Nastepnie, dla wszystkich tych owadow, przyjrzeliSmy si¢ metadanym NCBI-SRA dla
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wszystkich dostepnych transkryptoméw zarodkéow (dowolnego stadium) 1 stadiow przed
osiggnieciem dojrzatosci.

Zapytania te pozwolity nam uzyska¢ 848 transkryptoméw z 33 gatunkéw. Korzystajac z
klastra obliczeniowego mojego laboratorium, zmapowali§my wszystkie te zestawy danych
sekwencjonowania RNA z odpowiadajacymi im genomami i okreslilismy ilosciowo poziom
E93 w kazdym z nich. Nastepnie, aby okresli¢, co mozna uzna¢ za wysoki lub niski poziom
ekspresji E93, zdecydowalismy si¢ uzy¢ poziomu E93 w stadiach mtodocianych jako
odniesienia. Podzielilismy ekspresje E93 w najwyzszym punkcie dla zarodka przez ekspresje
dla najwyzszego punktu w okresie przeddojrzalym i przeksztalcilismy go do skali log2
(ilustracja 3B). Wyniki byly niezwykle interesujace.

Hemimetabolany miaty tendencj¢ do posiadania podobnych jak obserwowane u B.
germanica poziomOéw ekspresji E93 w zarodku i wieku przeddorostym. Owady
holometaboliczne, jak obserwowali$my u Drosophila, mialy wysoki poziom E93 w stadium
przeddorostym, lecz bardzo niski lub nieobecny w zarodkach. Neometabolany, ktore, jak
wyjasniono powyzej, niezaleznie wyewoluowaty bardzo rozbiezne stadia mtodociane, byty
podobne do owadow holometabolicznych, co rowniez pasowato do naszej hipotezy, ze brak
E93 pozwolitby na tworzenie miodych osobnikéw o bardzo odmiennej morfologii.
Ostatecznie, 2 ametaboliczne owady, ktore wylegaja si¢ jako niemal identyczne wersje
osobnikow dorostych, miaty wysoki poziom E93 jedynie w zarodku.

Aby dodatkowo zweryfikowaé¢ profil ekspresji E93 owadow ametabolicznych, nasi
wspoOtpracownicy w Kioto wykonali oznaczenie E93 metoda RT-qPCR podczas catego zycia
ametabolicznego Thermobia domestica. Ich profil potwierdzil, ze E93 charakteryzowat
pojedynczy pik ekspresji w zarodku.

Podsumowujac, dzicki wygenerowanym przez nas transkryptomom oraz setkom
publicznie  dostgpnych transkryptoméw  dostarczamy bardzo rzetelnych danych
potwierdzajacych nasza hipoteze, ze E93 w zarodku determinuje formy morfologicznie
zblizone do form dojrzatych u miodocianych owadéw ametabolicznych i
hemimetabolicznych. Utrata embrionalnego E93 umozliwitaby pojawienie si¢ pochodnych
osobnikdéw mtodocianych, takich jak gatunki neometaboliczne i holometaboliczne.

4.3.3.3 Istotny wktad w role mniej zbadanych matych RNA: siRNA i piRNA

W ostatnich dziesigcioleciach odkryto, ze mate RNA sa waznymi regulatorami ekspresji
gendw. Wigkszo$¢ uwagi skupialo si¢ w szczegdlnosci na miRNA. Rzeczywiscie, podczas
mojego doktoratu doglebnie przestudiowatem rolg miRNA w ewolucji 1 rozwoju zwierzat, co
zaowocowalo wysoce cytowanymi publikacjami (Ylla 1 in., 2016, 2017). Oprocz miRNA
istniejg inne typy matych RNA, ktérych funkcje sg jeszcze stabo zbadane. W tej sekcji opisze
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moje dwie istotne zastugi dla lepszego zrozumienie matych RNA. Pierwsza dotyczy roli
piRNA, a druga biogenezy siRNA.

Mo¢j najistotniejszy wklad w dziedzin¢ piRNA zostal opublikowany w Journal of
Experimental Biology (JEZ) (publikacja nr 3). piRNA to jednoniciowe RNA ztozone z ok.
28 niekodujacych nukleotydow, ktére zostaty opisane gtownie jako straznicy genomu w
komorkach rozrodczych (Brennecke i in., 2007; Sytnikova i in., 2014). Poniewaz piRNA
zostaly doktadnie zbadane wytacznie w kilku organizmach modelowych (np. Drosophila,
ludzie 1 myszy), uwazano, ze ulegajag one ekspresji wytacznie w komorkach rozrodczych.
Jednak ekspresja wyltacznie w komorkach rozrodczych moze nie by¢ uniwersalng cecha
wszystkich zwierzat. Faktycznie, ostatnio wykazano, ze migczaki wykazuja ekspresje
somatycznego piRNA (Jehn i in., 2018).

W publikacji nr 3 ponownie wykorzystaliSmy zestaw 22 matych bibliotek sekwencji RNA
B. germanica, ktore wygenerowalem do jednej z publikacji mojego doktoratu (Ylla i in.,
2017), aby okresli¢ profile ekspresji piRNA w trakcie rozwoju. Wyzwaniem tej publikacji
byto rzetelne zidentyfikowanie 1 porownanie piIRNA w kazdym z 11 etapéw rozwojowych,
dla ktorych wygenerowali$my dane. Ostatecznie wykorzystaliSmy znane cechy piRNA, takie
jak pochodzenie z klastrow lub cyklu ,,ping-pong”, ich typowa dlugo$¢, odchylenie w
kierunku uracylu na pierwszej pozycji itp., co pozwolito nam rzetelnie zidentytikowac¢ piRNA
w kazdej bibliotece i rozr6zni¢ je pod wzgledem $ciezki biogenezy, ktora je zapoczatkowata.

Wyniki naszej analizy sugerowaty wydajna ekspresj¢ piIRNA w komorkach somatycznych
przez caly czas rozwoju, z najbardziej wyrazng ekspresja podczas rozwoju zarodka. Ponadto
istnialy grupy piRNA o ekspresji swoistej dla danego stadium, co sugeruje aktywng i
regulowang transkrypcje roznych piRNA. Co wigcej, wszystkie wyniki tego projektu wraz z
dalszg literaturg opublikowang w tamtym czasie wskazywaly, ze podstawowe linie zwierzgce
moga wykazywac ekspresje somatycznych piRNA 1 ze mogg one odgrywac role regulacyjna
ekspresji gendéw, oprocz petnienia funkcji straznikami genomu w zarodkach komorki.
Hipoteza ta jest kamieniem wegielnym mojego obecnie realizowanego projektu badawczego
(SONATA 17).

Kolejny istotny wklad, jaki wnioslem w dziedzine siRNA, zostal opublikowany w
publikacji nr 4. siRNA to mate (ok. 21 nt) jednoniciowe RNA wytwarzane z egzogennych
lub endogennych dsRNA, ktéore maja zdolno$¢ do zuzywania komplementarnych
jednoniciowych RNA. Technika interferencji RNA (RNAi) wykorzystuje ten mechanizm do
wyciszania gendéw in vivo na poziomie posttranskrypcyjnym. Odbywa si¢ to poprzez
wstrzyknigcie lub ekspresje¢ dsRNA, ktory zawiera sekwencje genu bedacego obiektem
zainteresowania. dsSRNA jest przetwarzane przez komorki celem wytworzenia siRNA, ktore

bylyby ukierunkowane na mRNA genu begdacego obiektem zainteresowania, wyciszajac go
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po transkrypcji. Technika ta jest poteznym narzedziem, w szczegdlnosci stosowanym w
organizmach niemodelowych, dla ktorych techniki edycji genomu nie zostaty jeszcze w pelni

rozwinigte.

Pomimo tego, ze jest to szeroko stosowana technika, istnieje jednak wiele niewiadomych
dotyczacych molekularnych podstaw wytwarzania i dziatania tych siRNA. W konsekwencji
naukowcy moga przygotowywa¢ dsRNA, ktére maja niskg skuteczno$¢ w wyciszaniu
docelowego genu, a zmieniajgc nieco region wstawiany do dsRNA, wydajnos¢ moze
wzrosng¢ lub zmale¢. Oznacza to, ze czgsto ma miejsce proces ,,prob i btedow” celem
znalezienia najskuteczniejszego fragmentu genu do wyciszenia danego genu. Lepsze
zrozumienie tego mechanizmu mogloby pozwoli¢ na zaprojektowanie najskuteczniejszego
dsRNA in silico, zamiast kosztownej metody prob i biedow.
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malej sekwencji RNA  wstrzyknictego €ksperymentalnego, przeprowadziliSmy wyciszenie
dsRNA. Rysunek z Montanes i in. 2011. enzymdw biorgcych udziat w produkcji siRNA, takich
jak Argonaute-2 1 Dicer-2, i otrzymaliSmy male
sekwencje RNA. Jednym z najciekawszych wynikow analizy byt fakt, ze pod nieobecnos¢
Argonaute-2 nadal powstaja siRNA, ktore gromadza si¢ w komorce, bioragc pod uwage, ze
Argonaute-2 jest nieobecny, wigc nie mozna ich rekrutowac i wykorzysta¢ jako szablonu do
znajdowania docelowego mRNA, ktore ulegaja degradacji. Analizujac odczyty matego RNA
zmapowane na sekwencj¢ dsRNA, ktére odpowiadaja odczytom z czasteczek siRNA,
zaobserwowalismy, ze kazdy dsRNA wytwarza dowolny z mozliwych siRNA obejmujacy
jego peilng sekwencje (Ilustracja 4). Nie wszystkie produkowane siRNA s3a jednak
wykrywane z tg samg czestotliwos$cia, a raczej niektore siRNA wystepuja w znacznie wigkszej
proporcji niz inne. Wzdr jest powtarzalny miedzy powtodrzeniami i réznicami migdzy dwiema
niémi oraz migdzy réznymi sekwencjami dsRNA (Ilustracja 4). Zwigkszona zawartos¢
jednego siRNA wzgledem innego rdwniez nie zalezata od tego, czy siRNA ma cel (target) w
komorce, czy nie, poniewaz analizujagc odczyty z siRNA z dsRNA przeciwko genowi
nieobecnemu w danym gatunku, zaobserwowaliSmy roéwniez niektére regiony dsRNA
wytwarzajace wickszg ilo$¢ siRNA niz inne.
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Wyniki te pokazuja, ze nasze zrozumienie sposobu wytwarzania siRNA jest nadal niepeine.
Wedlug naszej wiedzy nie ma jasnego wyjasnienia, dlaczego niektore siRNA gromadza si¢ z
wyzsza czestotliwoscig niz inne, ani jakie cechy to determinuja. Mozliwos$¢ zaprojektowania
dsRNA w regionach, ktore wytwarzalyby najwigksza ilos¢ siRNA, pomogtaby zredukowac
koszty i czas poszukiwan najskuteczniejszego z nich metodg préb i btedow. Pomimo tych
pierwszych krokow nadal musimy pracowa¢ w tej dziedzinie, aby wyjasni¢, jak dziata szlak
RNAI1 na poziomie molekularnym.

4.3.3.4 Istotny wktady w transkryptomike rozwoju i reprodukcji

Zdolnos¢ reprodukceyjna, ktéra ma kluczowe znaczenie dla przetrwania gatunku, jest czesto
okreslana w trakcie rozwoju. U Drosophila zdolno$¢ reprodukcyjna jest okreslana w fazie
larwalnej, w ktorej zaczynaja tworzy¢ si¢ jajniki. Morfogeneza jajnika jest zlozonym
procesem, kierowanym przez interakcje komorek rozrodczych i komoérek somatycznych.
Jajniki sktadajg si¢ z owariol, ktore sg pojedynczymi jednostkami produkujacymi jajeczka
ztozonymi z komoérek somatycznych, z komodrka rozrodeza na dnie. Zmiany w réwnowadze
komorek rozrodczych lub somatycznych moga wptywac na liczbg owariol, a tym samym na
zdolnos¢ reprodukcyjng rozumiang jako liczba jaj do zlozenia (Sarikaya i Extavour, 2015).

Moim najistotniejszym wkladem w t¢ dziedzing bylo odkrycie procesu regulacji ekspresji
genow zwigzanego z powstawaniem jajnikow Drosophila zaré6wno w komorkach
rozrodczych, jak 1 komorkach somatycznych (publikacja nr 5). W tym celu wykonalismy
sekwencjonowanie RNA catych jajnikéw w 3 réznych punktach czasowych podczas ich
rozwoju. Ponadto, aby zrozumie¢ réznice regulacyjne miedzy komorkami somatycznymi i
zarodkowymi, wykorzystaliSmy FACS do oddzielenia komorek rozrodczych od komorek
somatycznych w tych samych 3 punktach czasowych. Nastgpnie wykonalismy
sekwencjonowanie RNA komorek rozrodczych i komorek somatycznych w trzech réznych
punktach czasowych. Wszystkie badania wykonano w 3 powtorzeniach biologicznych, a tym
samym wygenerowano kompleksowy zestaw danych 27 transkryptomow rozwijajacych sie

jajnikow D. melanogaster.

Moja analiza tego zlozonego zestawu danych dostarczyta bardzo interesujacych
spostrzezen dotyczacych sposobu, w jaki odbywa si¢ morfogeneza jajnikow, jak opisano w
publikacji. Do najciekawszych odkry¢ nalezy obserwacja, ze komorki somatyczne wykazuja
najwigksze zmiany transkryptomiczne pod koniec morfogenezy jajnika, podczas gdy komorki
rozrodcze wykazuja taki wzorzec we wczesnych stadiach. Inng istotng obserwacja byto to, ze
w komorkach somatycznych istniejg rézne szlaki zaangazowane w aktywng proliferacje
komorek, takie jak szlak MAPK i Hippo. Po tym projekcie przystapiliSmy do badania roli
szlaku Hippo w komérkach somatycznych i zarodkowych jajnika jako wyznacznika zdolno$ci
rozrodczych. Manuskrypt przedstawiajgcy wyniki tego projektu uzupetniajgcego jest obecnie
W przygotowaniu.
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4.3.3.5 Istoty wktad w rozwdj narzedzi bioinformatycznych do badan omicznych

W jednym z artykuléw podczas mojej pracy doktorskiej (Ylla i in., 2016) chcialem
porownac¢ zestaw narzedzi miRNA miedzy 7 gatunkami owadow, aby sprawdzi¢, czy
pojawieniu si¢ metamorfozy holometabolicznej towarzyszyt wzrost liczby miRNA. W tym
celu musiatem wuzyska¢ wysoce wyselekcjonowane adnotacje miRNA dla kazdego
interesujgcego gatunku owada. Ku mojemu zdziwieniu narzedzia do przewidywania miRNA
generowaly znaczne ilo$ci wynikow falszywie pozytywnych (do 99% niepoprawnych
adnotacji) w duzych i nieopisanych genomach owadoéw. Nie byto to réwniez tatwe dla
gatunkow, dla ktorych autorzy opisali juz miRNA. Bazy danych miRNA réwniez byly petne
btednych adnotacji. Kompleksowe badanie miRbase, gtownego repozytorium adnotacji
miRNA w tamtym czasie, zawieralo prawie dwie trzecie adnotacji miRNA, ktorym brakowato
odpowiedniego wsparcia (Fromm i in., 2015).

Oznacza to, ze w przypadku tej pracy musiatem zainwestowa¢ ogromny wysitek w kuracje
adnotacji miRNA zaréwno pochodzacego z narzedzi do przewidywania de novo, jak i baz
danych. W tym celu wygenerowatem wiele skryptow, ktore sprawdzaly rozne cechy miRNA,
pomagajac w procesie kuracji. Tak wigc projekt, ktory chciatem realizowaé w ramach stazu
podoktorskiego (postdoc), polegat na potaczeniu wszystkich wygenerowanych skryptow w
tatwej do uruchomienia aplikacji bioinformatycznej, ktora mogtaby korygowaé prognozy
miRNA na podstawie danych o matych sekwencjach RNA 1 wiedzy, ktorg posiadamy na temat
biogenezy miRNA. Laboratorium wybranym do tego projektu byto Laboratory of Genomics
of Gene Expression, kierowane przez dr Ana Conesa, znajdujace si¢ wowczas na University
of Florida (Gainesville, Floryda USA), ktére miato duze do$wiadczenie w opracowywaniu

narzg¢dzi bioinformatycznych.

Tak wigc moim najistotniejszym wkladem w rozwdj narzedzi bioinformatycznych byto
narzg¢dzie o nazwie MirCure (publikacja nr 6), ktore zostato opublikowane w Bioinformatics.
W skroécie, to bioinformatyczne narzedzie zaimplementowane w R z graficznym interfejsem
uzytkownika w Shiny pozwala uzytkownikom na selekcjonowanie adnotacji miRNA zwierzat
1 roslin. Jako dane wejsciowe wymaga matych sekwencji RNA zmapowanych do genomu
referencyjnego oraz pliku z adnotacjami miRNA do wyselekcjonowania. Nastgpnie MirCure
dla kazdej adnotacji miRNA sprawdzi rézne cechy w oparciu o nasza wiedz¢ na temat
biogenezy miRNA (rye. 5). Na przyktad, prawdziwy miRNA musi mie¢ prekursorowy RNA
o dhugosci ok. 100 nt, ktory sktada si¢ w struktur¢ przypominajaca spinke do wlosow, ktora
wytwarza miRNA 5'1 3'. Te 2 ramiona muszg by¢ czgSciowo komplementarne 1 wspierane
przez mate sekwencje RNA. Na 2 ramionach powinien znajdowac si¢ naktadajacy fragment 2
nukleotydéw, co jest sygnaturg rozszczepienia Dicer i1 Drosha. MirCure zwraca
uzytkownikowi wyselekcjonowane adnotacje miRNA wraz z wynikiem wskazujacym na ich
jako$¢. Ponadto zapewnia réwniez dane wyjsciowe w formie wizualnej (Ilustracja 5) dla
kazdego kandydata na miRNA.
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Ilustracja 5: Graficzne przedstawienie kryteriow oceny MirCure dla miRNA
o wysokiej i niskiej punktacji. (A) Kryteria strukturalne, pokazujace wiasciwa
adnotacje miRNA po lewej stronie i niewspierany miRNA po prawej stronie. (B)
Dowod oparty na sekwencji matego RNA (po lewej stronie wlasciwe miRNA, po
prawej stronie niewspierana adnotacja miRNA). Rysunek z Ylla i in. 2020.

4.3.4 Dalsze kierunki badan
Moj plan badawczy na nadchodzace lata polega na kontynuowaniu badan réznych

elementow sieci regulacyjnej gendw, tego jak wchodza ze sobg w interakcje i jak
uksztaltowaly ewolucje.

Znaczna czg$¢ wysitkow w ciggu najblizszych trzech lat bedzie skierowana na realizacjg
celow przyznanego grantu SONATA 17 projektem pt. ,,Role funkcjonalne somatycznych
piRNA 1iich ewolucja”. Projekt ten taczy w sobie wiele z omawianych tu elementow. Z jednej
strony ma na celu zbadanie roli i ewolucji piRNA przy uzyciu owadéw jako organizméow
doswiadczalnych oraz w oparciu o dane wygenerowane przez sekwencjonowanie RNA.
Ponadto cze$¢ tego projektu koncentruje si¢ roéwniez na opracowaniu aplikacji

bioinformatycznej, ktora pozwolitaby nam identyfikowac i opisywaé piRNA.
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W tym roku otrzymalismy rowniez grant Polonez Bis 2 dla naukowca ze stopniem doktora,
ktory dotaczy do nas w celu zbadania odpornosci na stres abiotyczny manneczki tekowatej z
wykorzystaniem podej$cia genomicznego i transkryptomicznego. W projekcie tym, w ktorym
pelni¢ rol¢ mentora, uzyskamy znaczng ilo$¢ danych genomicznych i transkryptomicznych z
r6znych akcesji manneczki l¢kowatej, aby znalez¢ molekularne podstawy tolerancji na stres

wywotany réznymi czynnikami.

Poza tymi dwoma projektami NCN zamierzam nadal bada¢ mozliwosci finansowania
innych interesujacych projektow w dziedzinie danych omicznych, aby bada¢ ewolucje i
rozwoj. Jeden z takich projektow, nad ktorymi obecnie pracuje, skupi si¢ na badaniu roli
metylacji DNA w embriogenezie owadoéw. Kolejny projekt, ktory planuje, bedzie dotyczyt
genomicznej adaptacji owadow do srodowisk antropicznych.

Jak wspomniano w niniejszym dokumencie, wiele wcze$niejszych projektow badawczych
doprowadzito do powstania nowych projektéw, z ktorych cze$¢ zostata opublikowana, a inne
nadal s3 w toku. Podobnie niektére z obecnie realizowanych projektow moga poprowadzié
mnie w dalszych 1 nieoczekiwanych kierunkach, czego nie moge si¢ doczekac. Dlatego majac
umyst otwarty na nowe kierunki i metodologie, nie moge si¢ doczekaé przysztosci w
badaniach nad bioinformatyka, aby zrozumie¢ ewolucj¢ i rozwo;j.

Bedac w uprzywilejowanym potozeniu, posiadajgc nowoczesne techniki generowania
danych i techniki bioinformatyczne, b¢d¢ nadal opierat si¢ na dziedzictwie A. R. Wallace'a i
C. Darwina 1 dalej badal, jak ,,od tak prostego poczqtku rozwijaly sie i nadal rozwijajg

nieskonczone formy, najpiekniejsze i najwspanialsze” (Darwin, 1859).
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowg albo
artystyczng realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub
instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej.

Moja kariera akademicka zaprowadzita mnie na osiem uniwersytetow w osmiu roznych
miastach na trzech réznych kontynentach. Ukonczytem studia licencjackie z biotechnologii
na University of Vic (UVic) w miescie Vic w prowincji Barcelona (Katalonia). Tam po raz
pierwszy zetknatem si¢ z badaniami naukowymi jako student-wolontariusz w laboratorium
Consol Blanch, badajac zwiazki lotne trufli czarnozarodnikowej (Tuber melanosporum).
Podczas studiow licencjackich miatem réwniez okazje studiowa¢ za granica. M§j pierwszy
pobyt za granicg mial miejsce latem 2011 roku, kiedy przez trzy miesigce studiowatem na
Beijing Language and Culture University w Pekinie (Chiny). Drugie studia za granicg
rowniez odbyty si¢ w Chinach, tym razem przez pot roku na Dalian University of Foreign
Languages w prowincji Liaoning (Chiny).

Po studiach w Chinach przeniostem si¢ do Barcelony, gdzie rozpoczatem prace jako
technik bioinformatyk w Institute of Evolutionary Biology (IBE), bedacym wspolnym
o$rodkiem Pompeu Fabra University i Spanish Research Council. Pracujac jako technik w
IBE, zdobylem tytut magistra analizy danych omicznych (Master in Omics Data Analysis) na
kampusie UVic w Barcelonie.

Po ukonczeniu studidow magisterskich kontynuowatem nauke w IBE, tym razem jako
doktorant w pracowniach Xaviera Bellesa 1 Marii Dolors Piulachs. Przez caty czas spedzony
w IBE jako magistrant i doktorant, bytem autorem 5 publikacji. Rowniez w tym czasie jako
doktorant, uzyskatem stypendium na realizacj¢ letniego projektu badawczego na Tajwanie. Z
tego powodu latem 2015 roku przez trzy miesigce dotaczytem do Computational Systems
Biology Laboratory na National Yang-Ming University w Taipei (Tajwan). Pracowatem tam
pod opieka Hsuan-Cheng Huanga, badajac docelowe sieci mikroRNA.

Po uzyskaniu doktoratu przeniostem si¢ na University of Florida w Gainesville (Floryda,
USA) jako stazysta podoktorski (postdoc) w laboratorium Genomics of Gene Expression
prowadzonym przez Ane Conesa. W ciggu roku spedzonego w tym laboratorium
opracowatem narzg¢dzie do przeprowadzania kontroli jakosci i kuracji miRNA opisane w

czesci dotyczacej osiggniec (publikacja nr 6).

Po ukonczeniu projektu na Florydzie przeniostem si¢ na drugi staz podoktorski (postdoc)
na Harvard University w Bostonie (Massachusetts, USA). Pracowatem tam przez trzy lata
w laboratorium Cassandry Extavour, skupiajac si¢ na ewolucji i rozwoju stawonogdéw. W tym
czasie bylem autorem dwoch artykutow naukowych (Tarikere i in., 2021; Ylla 1 in., 2021),
recenzji (Nakamura i in., 2022) oraz rozdziatu w ksigzce (Mito 1 in., 2022).
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Po trzech latach stazu podoktorskiego (postdoc) na Harvardzie, w listopadzie 2021 objatem
obecne stanowisko kierownika laboratorium na Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie.
W ciagu tych pierwszych lat od rozpoczecia pracy na UJ bylem autorem 4 opublikowanych
artykutdéw, 1 preprintu i uzyskalem grant SONATA na tagczng warto$¢ 1,3 min zt.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujgcych nauke lub sztuke.
6.1 Osiggniecia organizacyjne

W 2015 roku stworzylem bioinformatyczny start-up o nazwie Biocloud Services, ktorym
kierowatem od 2015 do 2018 roku. W ciagu tych trzech lat dzialalnosci petnitem funkcje CEO,
podpisujac dziesigtki umoéw z prywatnymi firmami, osrodkami badawczymi i uczelniami.
Wyniostem z tego do§wiadczenia bardzo wazne umiej¢tnosci zarzadzania ludzmi i zasobami,
zarzadzania ekonomicznego organizacja oraz umiejetnosci negocjacyjne.

Zatozenie nowego laboratorium od podstaw w obcym kraju, tak jak to robi¢ od czasu
przeprowadzki do Krakowa w listopadzie 2021 r., réwniez byto trudnym, intensywnym, ale
satysfakcjonujacym doswiadczeniem. Przeksztatcenie pustego pokoju w laboratorium ze
zmotywowanymi ludZzmi i niezbednym do prowadzenia badan sprz¢tem wymagato duzego
naktadu pracy, wiele planowania, pracy z dokumentami i cierpliwosci. Niemniej jednak, po
roku od rozpoczecia, sadzac po jakosci 0sob, ktore dotaczyly, ilosci otrzymanych przeze mnie
1 cztonkow laboratorium grantéw oraz opublikowanych pracach, oceniam ten proces bardzo

pozytywnie.

6.2 Osiggniecia dydaktyczne i mentorskie
Naszym obowigzkiem jako naukowcdéw jest nauczanie miodszego pokolenia, celem

zapewnienia cigglosci wysoko wykwalifikowanych naukowcow. Majac to na uwadze, mimo
ze nigdy nie miatem takiego obowigzku, angazowatem si¢ w wiele inicjatyw dydaktycznych
1 mentorskich.

6.2.1 Wyktadowca na Harvardzie GENED-1004:
Bedac na stazu podoktorskim (postdoc) na Harvardzie, jesienig 2019 r. bylem wyktadowca

na kursie GENED-1004 zatytutowanym ,,Zrozumie¢ Darwinizm” (ang. ,, Understanding
Darwinism”). Kurs ten, koordynowany przez dr Andrew Berry'ego (Department of
Organismic and Evolutionary Biology) oraz dr Janet Browne (Department of the History of
Science), byt kursem otwartym dla wszystkich studentow studiow licencjackich Uniwersytetu
Harvarda, w ramach ktérego zapoznaliSmy ich z tematem ewolucji. Kurs taczyt elementy
historii nauki 1 biologii molekularnej, by nauczy¢ studentow, jak funkcjonuje ewolucja.

Moje obowigzki na tym kursie obejmowaty przygotowanie i nauczanie jednej 75 minutowe]
sekcji tygodniowo dla ok. 20 studentow, promowanie ich zaangazowania i debaty podczas
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zaje¢. Mialem rowniez cotygodniowe godziny konsultacji, aby odpowiada¢ na indywidualne
pytania studentéw. Bylem rowniez odpowiedzialny za ocenianie zestawow zadan i
egzaminOw.

Za t¢ role, na podstawie ocen wystawionych przez studentow, otrzymatem ,,Harwardzki
Certyfikat Wyr6znienia w Nauczaniu” (ang. ,,Harvard Certificate of Distinction in
Teaching”).

6.2.2 Wyktady goscinne

Kilkakrotnie bylem zapraszany do wygtaszania go$cinnych wykladéw na réznych kursach i
studiach magisterskich na ré6znych uczelniach. Wybrane z tych wyktadow goscinnych opisano
ponizej:

- Winter school of the Faculty of Biochemistry, Biophysics, and Biotechnology “small
RNAs: when the small rule the bigger”. Uniwersytet Jagiellonski, luty 2022.

- Master in Omics Data Analysis. Tytut wyktadu: “A scientific journey unveiling
evolution with bioinformatics ”. University of Vic, 10 lutego 2022.

- Master in Bioinformatics and Biostatistics. “Introduction to Git and GitHub”. Open
University of Catalonia-University of Barcelona, 4 marca 2021.

- Master in Omics Data Analysis. Tytut wyktadu: “From UVic to the USA: a scientific

Jjourney unveiling evolution using bioinformatics”. University of Vic, 3 lutego 2021.

HSCI S-118: Darwin, Evolution and Society in the 19th and 20th centuries. Wyktad

“Modern Synthesis”. Harvard University, 25 lipca 2020.

6.2.3 Mentoring naukowy
Od 2017 roku jestem ,,wspotpracownikiem dydaktycznym” studiéw magisterskich z

bioinformatyki 1 biostatystyki, organizowanych wspdlnie przez Open University of Catalonia
1 University of Barcelona. Jestem mentorem i prowadze studentéw studiow magisterskich w
ich projektach koncowych prac magisterskich. Od rozpoczgcia pracy w 2017 roku
nadzorowatem 14 projektow magisterskich. Ponadto jestem cztonkiem komisji oceniajacej
prace magisterskie innych studentow studiow magisterskich. W tym charakterze bratem udziat
w ocenie ponad 40 prac magisterskich.

W swoim laboratorium, na UJ, w ubieglym roku bylem mentorem 1 licencjanta 1 1
magistranta. Obecnie w laboratorium opiekuje si¢ 2 studentami licencjackimi 1 2
magisterskimi oraz jednym stazysta podoktorskim (postdoc). Dodatkowo w przyznanym mi
grancie SONATA 17 posiadam $rodki na przyjecie 1 doktoranta.

6.2.4 Wyktadowca kursu online
W 2016 roku opracowatem kurs bioinformatyczny ,Next-Generation Sequencing data

analysis on cloud”, ktory byt oferowany poprzez Bioclud. M¢j wktad w powstanie tego kursu
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polegal na opracowaniu sylabuséw, przygotowaniu materiatdw, ocenianiu ¢wiczen i

odpowiadaniu na pytania studentow. L.acznie na zajgcia uczeszczato 92 studentdéw.

6.3 Popularyzacja nauki
Jako naukowcy mamy obowigzek raportowania naszych dziatan i1 wynikdw naszym

interesariuszom, czyli spoteczenstwu. Dlatego bardzo wazne jest, aby$Smy pehili aktywna
role w popularyzacji nauki i upowszechnianiu naszych wynikéw. Z powodu tego silnego
przekonania zaangazowalem si¢ w niezliczone dziatania, by nauka i wiedza naukowa byly
dostepne dla ogdtu spoleczenstwa. Niektore z najistotniejszych dzialan naukowych sa
wyszczegdlnione ponizej:

- Pisanie artykutow popularyzujagcych nauke w lokalnych czasopismach
niespecjalistycznych takich jak artykul, ktory opublikowalem w kwartalniku
mojego rodzinnego miasta w kwietniu 2021 roku.

- Rozpowszechnianie wynikow badan naukowych w gazetach 1 agencjach
informacyjnych. W przypadku moich najwazniejszych publikacji napisalismy
komunikaty prasowe, ktdre zostaty wystane do agencji prasowych i dziennikarzy,
ktérzy publikowali w réznych mediach. Na przyktad nasza najnowsza publikacja w
PNAS byta rozpowszechniana nie tylko na gléwnych portalach UJ i WBBIiB, ale
takze w mediach w Polsce, takich jak TVP3, Forum Akademickie, Radio Opole,
Nauka w Polsce; zas w Hiszpanii w duzych portalach medialnych takich jak La
Sexta TV czy La Vangiuardia.

- Wikipedia jest gtéwnym Zrédlem wiedzy dla wielu ludzi na catym $wiecie. Jako
naukowiec przyczyniam si¢ do tego, aby Wikipedia byta aktualna i zgodna z wiedza
naukowa w réznych jezykach, ktorymi biegle wltadam (katalonski, angielski i
hiszpanski). Pisz¢ rowniez nowe artykuly z mojej dziedziny i thumaczg artykuty
miedzy trzema jezykami, ktorymi si¢ postuguje.

- Odwiedzanie szkot i wyjasnianie uczniom, co to znaczy by¢ naukowcem i czym si¢
zajmuje naukowiec, to dobry sposoéb na rozwijanie zainteresowan naukowych
wsrdéd mtodych uczniow. Z tego powodu bratem udziat w dziataniach takich jak
»Nauka w czasach szkolnych”, organizowanych przez Catalan Research
Foundation.

- W réznych osrodkach naukowych i na uczelniach, na ktérych pracowatem, bratem
udzial w ,,dniach otwartych”, podczas ktérych pokazujemy szerokiej publicznosci
obiekty badawcze i to, co w nich robimy.
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej
Poza 6 najwazniejszymi publikacjami opisanymi powyzej, jestem autorem 12 innych

artykutéw. 18 publikacji zgromadzito w sumie 399 cytowan wedlug stanu na luty 2023 r., a

taczna suma impact factor wynosi 113 (tabela 2).

Tabela 2: Statystyki zbiorcze autorskich artykutéw naukowych.
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Podczas doktoratu Po doktoracie Wszystie
Liczba | IF | Cytowania | Liczba | IF | Cytowania | Liczba IF | Cytowania

Badania 5 34 298 11 68 96 16 102 394

Przegladowe / _ _ _

Rozdzialy 2 U e 2 U 9

Wszystkie 5 34 298 13 79 101 18 113 399
Cytowania Lacznie: 399
Wytaczenie autocytowan 386
H-Index: 9

(Podpis wnioskodawcy)
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