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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Machczynskiej
,Uwarunkowanie zmiennoSci epigenetycznej i genetycznej indukowanej w kulturach in
Vvitro u pszenzyta (xTriticosecale ssp. Wittmack ex. A. Camus)”

Opis formalny rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Machczynskiej zostata
wykonana pod kierunkiem Pana dr hab. Piotra Bednarka w Instytucie Hodowli i
Aklimatyzacji Roélin (IHAR-PIB) w Radzikowie. Promotorem pomocniczym rozprawy byla
Pani dr Renata Orlowska. Rozprawe stanowig trzy, spojne tematycznie artykuty,
opublikowane w latach 2014-2015 w mig¢dzynarodowych czasopismach naukowych listy
JCR: Molecular Breeding, Plant Molecular Biology i Plant Cell Tissue and Organ Culture.
Sumaryczny pigcioletni wspotczynnik oddziatywania wymienionych wyzej czasopism (5 year
Impact Factor; IF) wynosi 9,26, co odpowiada 105 punktom MNiSW. Wszystkie prace sa
wieloautorskie, maja od 3 do 5 autoréw, a mgr Joanna Machczynska jest pierwszym autorem
kazdej pracy. Do dokumentacji wilaczono os$wiadczenia wspotautorow artykutow, ktoére
jednoznacznie wskazuja na dominujacg rolg Doktorantki w przeprowadzeniu opisanych w
nich badan i Jej znaczacy udziat w przygotowaniu publikacji do druku. Zestawienie tych prac
tak, aby tworzyly rozpraw¢ doktorskg nie budzi moich zadnych watpliwosci, dotycza one
bowiem réznych aspektoéw oceny zmienno$ci indukowanej w kulturach in vitro pszenzyta
(XTriticosecale ssp. Wittmack ex. A. Camus). W sktad rozprawy, poza publikacjami, wchodza
nastepujace rozdzialy: streszczenie rozprawy w jezyku polskim 1 angielskim, przeglad
literatury, przedstawienie celu badan, oméwienie wyboru materiatu i metod badawczych,
omowienie wynikéw badan przedstawionych w poszczegdlnych publikacjach, podsumowanie
uzyskanych wynikow oraz obserwacje 1 wnioski.

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Machczynskiej jest kompleksowa
analiza zmian indukowanych podczas regeneracji roslin pszenzyta (XTriticosecale ssp.
Wittmack ex. A. Camus) w roznych systemach kultur in vitro. Cho¢ zmiennos$¢ wystepujaca u
roslin uzyskanych z kultur in vitro, nazwana w 1981 przez jej pierwszych badaczy — Larkina i
Scowcrofta ‘zmienno$éig somaklonalng’, stala si¢ od tego czasu przedmiotem wielu badan i
analiz, do dzi$ nie potrafimy jej w petni kontrolowaé. Poczatkowo, zmienno$¢ towarzyszaca
procesom regeneracji ros$lin w kulturach in vitro traktowano jako nowe, uzyteczne zrodto
zmiennos$ci genetycznej, szczeg6lnie dla roslin rozmnazanych wegetatywnie. Stad, w latach
osiemdziesigtych 1 dziewiecdziesigtych ubieglego stulecia pojawilo si¢ wiele prac
poswieconych badaniom genetycznych, cytologicznych i molekularnych podstaw tej
zmiennos$ci, prowadzonych dla wielu gatunkéw roslin uprawnych. Jednym z odkry¢, ktore
przyniosty te badania bylo wykazanie, ze oprocz zmian w sekwencjach DNA oraz strukturze i
liczbie chromosomoéw, w warunkach kultury in vitro indukowane sg zmiany o charakterze
epigenetycznym, zwigzane z metylacja DNA i zmianami w ekspresji genow. Zmienno$¢
somaklonalna jako zrodto zmiennosci okazata si¢ jednak mniej efektywna niz mutageneza
chemiczna lub fizyczna, szczegolnie, ze techniki takie jak mutageneza insercyjna i TILLING



pozwalaja na poszukiwanie mutacji w konkretnych genach, za§ najnowsza technologia
CRISPR-Cas9 daje nawet mozliwo$¢ kierunkowego indukowania zmian. Obecnie, gtéwny
nurt badan zmienno$ci indukowanej w kulturach in vitro dotyczy ustalenia molekularnych
podstaw tego zjawiska oraz czynnikow, ktore wpltywajg na jego poziom. Pszenzyto nalezy do
gatunkow, dla ktorych dotychczas nie prowadzono takich analiz, a przedstawiona rozprawa
doktorska mgr Joanny Machczynskiej stanowi nowy rozdziat tych waznych merytorycznie
badan. Nalezy przy tym podkresli¢, ze zarbwno zmiany genetyczne, jak i epigenetyczne u
regenerantow z kultur in vitro, najcze$ciej nie sa pozadane przez hodowcow lub producentow
ro$lin, a zmienno$¢ somaklonalna jest niekorzystnym zjawiskiem np. podczas otrzymywania
podwojonych haploidow czy w mikropropagacji. Stad, badania mgr Joanny Machczynskiej
majg takze duze znaczenie praktyczne dla hodowcow pszenzyta.

Szczegotowe cele rozprawy, obiekt badan i zastosowane metodyki badawcze

Gléwnym celem badan podjetych przez Doktorantk¢ byta ocena poziomu genetycznej i
epigenetycznej zmienno$ci indukowanej w warunkach kultury in vitro pszenzyta
(XTriticosecale). Pszenzyto, wybrane jako obiekt tych badan jest waznym gatunkiem
uprawnym, a Polska jest jednym z gléwnych producentow tego zboza w Europie. W swych
badaniach mgr Joanna Machczyfska wykorzystata linie podwojonych haploidow pszenzyta
odmiany ‘Bogo’ jako rosliny donorowe dla kultur, co zapewnilo pelng homozygotycznosé
materialu  wyjSciowego 1 umozliwito wyeliminowanie ewentualnej zmienno$ci W
eksplantatach, jako Zrédta zmian obserwowanych u regenerantow. W badaniach zastosowano
trzy systemy kutur in vitro: kultury pylnikowe, kultury mikrospor i kultury niedojrzatych
zarodkow zygotycznych. Dla oszacowania rodzaju i poziomu zmian indukowanych w
kulturach zastosowano opracowang w zespole Pana dr hab. Piotra Bednarka metode metAFLP
(methylation sensitive amplified fragment length polymorphism), ktéra pozwala na
jednoczesng analiz¢ zmian w sekwencjach DNA oraz zmian o charakterze epigenetycznym,
zwigzanych z metylacja/demetylacja DNA. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze Doktorantka
rozwingta tworczo wykorzystanie tej metody, proponujac interpretacje zlozonych profili
prazkéw u roslin donorowych i ich zregenerowanego w kulturach potomstwa, co byto
przedmiotem jednej z publikacji wchodzacych w sktad rozprawy. Pani mgr Machczynska
postawita sobie takze zadanie iloSciowego okreSlenia poziomu metylacji genomu ro$lin
stanowigcych materiat wyjsciowy dla kultur, regenerantow oraz ich trzech pokolen
generatywnych. Dla realizacji tego zadania wykorzystata technike RP-HPLC (reverse phase
high performance liquid chromatography), co pozwolito jej takze porownaé efektywno$é
metod metAFLP i RP-HPLC w wykrywaniu zmian w poziomie metylacji DNA.

Zaréwno doboér materiatu badan, jak i zastosowanych metod badawczych, oceniam jako
bardzo odpowiedni, co pozwolito Doktorantce zrealizowac zalozone cele.

Najwazniejsze uzyskane wyniki

W rozprawie przedstawiono wyniki starannie zaplanowanych i opisanych analiz, a za

najwazniejsze z nich uwazam:

1. Wykazanie, ze warunki kultury in vitro indukujg stosunkowo wysoki (ok. 30%) poziom
zmian o charakterze genetycznym i epigenetycznym u regeneratow pszenzyta, niezaleznie
od zastosowanego systemu regeneracji (andogeneza lub somatyczna embriogeneza).

2. Stwierdzenie, ze podstawowa przyczyng obserwowanej zmiennos$ci s3 zmiany w
sekwencjach DNA, natomiast zmiany we wzorach metylacji zachodza z dwukrotnie
nizsza czestotliwoscia.

3. Wykazanie, Zze u regenerantow pszenzyta, w poréwnaniu do roslin donorowych,
przewazajg procesy demetylacji DNA, w stosunku do metylacji de novo.

4. Stwierdzenie, ze zaro6wno genotyp rosliny donorowej, jak i zastosowana procedura
regeneracji roslin wptywajg na poziom i rodzaj zmiennosci indukowanej w kulturze in
Vitro pszenzyta.



5.

6.

Wykazanie, ze globalny poziom metylacji DNA u regenerantow jest nizszy niz u ro$lin
donorowych i zmiana ta utrzymuje si¢ przez kilka generatywnych pokolen regenerantow.
Opracowanie metody ilosciowej analizy profili markerow metAFLP, ktora umozliwia
doktadne scharakteryzowanie w jednym do$wiadczeniu zmian w DNA zachodzacych w
kulturze in vitro, w tym interpretacj¢ zmian o charakterze ztozonym. Zaproponowana
przez Doktorantke metoda pozwala nie tylko na okreslenie czestotliwosci zmian
mutacyjnych oraz zdarzen metylacji de novo i demetylacji DNA w sekwencjach
restrykcyjnych dla zastosowanych w pracy enzyméw Acc65l i Kpnl, lecz takze na
iloSciowe oszacowanie globalnego poziomu metylacji DNA oraz liczby miejsc
niezmienionych podczas kultury in vitro.

Komentarze, pytania i uwagi krytyczne

Przedstawiong do recenzji prace oceniam bardzo wysoko. Wywod poprowadzony jest
logicznie, doswiadczenia bardzo dobrze zaplanowane i wykonane. Calo$¢ jest celnie
zinterpretowana Nie mam zadnych wigkszych zastrzezen do rozprawy, a postawione nizej
pytania wynikajg bardziej z mojej ciekawosci 1 checi przedyskutowania niektorych zagadnien
na zywo, w trakcie obrony rozprawy doktorskiej. Jako ze publikacje wchodzace w sktad
rozprawy, przed opublikowaniem w renomowanych czasopismach naukowych podlegaty juz
whnikliwej analizie recenzentow i uzyskaty ich pozytywne opinie, moje uwagi edytorskie
dotyczg tylko pozostatych czesci rozprawy.

Jak wytlumaczy¢ znacznie wyzszy poziom zmienno$ci w kulturze in vitro (w tym blisko
2x wigkszg czestotliwo$¢ zmian sekwencyjnych) przedstawiony w pracy Machczynska et
al. 2015, Plant Mol Biol. 89: 279-292, w stosunku do wynikow przedstawionych w pracy
Machczynska et al. 2014, Mol Breeding? W pierwszej pracy obserwowany sredni poziom
zmian sekwencyjnych u regenerantow wynosit 10%, natomiast w drugiej 19%, a opis
materialu 1 metod wykorzystanych w obu pracach jest taki sam.

Jakie mogty by¢ podstawy molekularne obserwowanej zmienno$ci sekwencji DNA? Jej
poziom jest bardzo wysoki w stosunku do innych gatunkéw zbdz, np. jeczmienia
badanego z zastosowaniem tego samego systemu (Bednarek et al. 2007, BMC Plant
Biology 7:10). Jak mozna to wytlumaczy¢?

W trzeciej z prac stanowigcych rozprawg doktorska badano, czy zmiany w poziomie
metylacji DNA obserwowane u regenerantdw transmitowane sa do ich generatywnego
potomstwa. Nie przedstawiono podobnych badan dla zmian indukowanych w
sekwencjach DNA, mimo ze stanowily oOne przewazajacy typ zmienno$ci. Czy
Doktorantka uwaza przeprowadzenie takich badan za istotne dla okreSlenia poziomu
zmiennoS$ci somaklonalnej w kulturach in vitro pszenzyta?

W sklad rozprawy wchodzi przeglad literatury, w ktorym Doktorantka zawarta opis
czynnikow wptywajacych na zmienno$¢ u regenerantow wyprowadzonych w kulturach in
vitro. Brak jest w nim jednak logicznego uporzadkowania. Przykladem moze by¢.
podrozdzial ‘Zaburzenia w procesach komorkowych,” w ktorym omawiane sa
mechanizmy prowadzace do zmian w sekwencjach mikrosatelitarnych, a nast¢gpny
podrozdziat to ‘Migracja czynnikbw mobilnych 1 zmienno$¢ w sekwencjach
powtorzonych tandemowo’, co takze dotyczy sekwencji mikrosatelitarnych. W
podrozdziale ‘Czynniki abiotyczne wywotujace stres u ro§lin’ omdwione sg prace, ktore
nie dotycza kultur in vitro, np Guzy-Wrobelska et al., 2013, brak natomiast bardzo
obszernej literatury dotyczacej roli stresu (temperatura, glodzenie) w indukcji procesu
androgenezy. Mam takze zastrzezenia do umieszczenia przez Autorke zjawiska albinizmu
w podrozdziale ‘Zmiany w morfologii roslin’, gdyz brak chlorofilu u czg¢$ci regenerantow
zb6z  jest tylko przejawem zmian w organizacji i ekspresji chloroplastowego DNA, co
zreszta sama Doktorantka opisuje w tym podrozdziale. Generalnie, zmiany morfologiczne
u regenerantow s3 tylko skutkiem innych zmian, zachodzacych na poziomie
molekularnym 1 tylko tak powinny by¢ przedstawiane.



- Jedli przeglad literatury bylby przygotowywany do druku jako publikacja przegladowa w
jezyku polskim, mam zastrzezenia do kilku terminéw, ktérych przyktady podaje ponize;j:
‘zmienno$¢ swoista’ (ang. pre-existing variation, a wiec raczej zmiennos$¢ obecna w
ro$linie donorowej lub eksplantacie), ‘migracja mobilnych elementéw’ (elementy mobilne
ulegajg transpozycji lub w przypadku retroelementow insercji w nowe miejsce w
genomie), ‘mutacje losowe’ (poza ukierunkowang mutagenezg, wszystkic mutacje maja
charakter losowy). ‘gatunki hodowane przez krzyzowanie wsobne’ (o jakie gatunki
chodzi?), rosliny chimeryczne (chyba rosliny chimeralne).

Powyzsze uwagi krytyczne i komentarze dotycza kwestii stosunkowo drobnych, przede
wszystkim edycyjnych i nie wplywaja na moja wysoka opini¢ o merytorycznej warto$cCi
rozprawy mgr Joanny Machczynskie;.

Whniosek koncowy

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze rozprawa Pani mgr Joanny Machczynskiej spetnia
wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, zawarte w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003r. ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki” (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pozn. zm.). Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobra
znajomoscig literatury naukowej dotyczacej problematyki jej badan, umiej¢tnoscia stawiania
hipotez naukowych, planowania ecksperymentdow i stosowania wlasciwych metod
badawczych. Przedstawione badania reprezentuja wysoki poziom naukowy i wnoszg nowe i
wazne tresci do ogoOlnej wiedzy na temat mechanizméw zmienno$ci genetycznej i
epigenetycznej indukowanej w kulturach in vitro roslin. Otrzymane wyniki sa oryginalne i
zawieraja oczywisty element nowosci naukowej. Biorgc powyzsze pod uwage, zwracam si¢
do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB w Radzikowie z
wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Joanny Machczynskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Sformutowana powyzej ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Machczynskiej, a takze
fakt, ze wyniki Jej badan zostaly juz opublikowane w renomowanych czasopismach
mi¢dzynarodowych, upowazniajg mnie do postawienia wniosku o wyroznienie tej rozprawy.
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