RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Joanny Machczynskiej
pt. Uwarunkowanie zmiennosci epigenetycznej i genetycznej indukowanej w kulturach in vitro

u pszenzyta (% Triticosecale spp. Wittmack ex A. Camus)

W przedstawionej mi do recenzji pracy Autorka badata poziom metylacji cytozyny w
genomie pszenzyta oraz podjela prébe ilosciowej charakterystyki zmian genetycznych i
epigenetycznych podczas androgenezy i embriogenezy somatycznej w kolejnych pokoleniach
regenerantow., Wykorzystata w tym celu modyfikacje metody AFLP (amplified fragment lengih
polymorphism), nazwana metAFLP, pozwalajaca na réwnolegla identyfikacje polimorfizmow
DNA wynikajacych z substytucji nukleotydowych w obrgbie migjsc trawienia restrykcyjnego,
jak réwniez zmian wynikajacych z metylacji cytozyny w tych samych migjscach. Bylo to
mozliwe dzigki wykorzystaniu dwoch bibliotek fragmentow restrykeyjnych uzyskanych dla tych
samych roslin przy wykorzystaniu izoschizomerow restryktaz (Kpnl/Acc631) o roznej
wrazliwosci na metylacje cytozyny. Wyniki odniesiono do rezultatow ilosciowej oceny globalne;j
metylacji genomu pszenzyta metodg RP-HPLC. Przedstawione wyniki maja znaczenie
poznawcze, moga rowniez pozwolic na bardziej efektywne wykorzystanie procesow
androgenezy i embriogenezy somatycznej w doskonaleniu genetycznym i pracach hodowlanych

u pszenzyta.

Struktura pracy

Zasadnicza cze$¢ dysertacji stanowig trzy artykuly naukowe w jezyku angielskim,
opublikowane w latach 2014-2015 w czasopismach naukowych o wysokiej renomie w dziedzinie
nauk o roslinach, t.j. Molecular Breeding (IF2914=2,246), Plant Molecular Biology (1F2014=4,257)
oraz. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (IF204=2,125). Zostaly one uzupelnione o ogdlne
streszczenia w jezyku polskim i angielskim; ‘przeglad literatury’, czyli opis aktualnego stanu
wiedzy obejmujacy 21 stron maszynopisu: cele badan, analizowane hipotezy badawcze oraz opis
materiatow roslinnych i metod wykorzystanych w badaniach; syntetyczne, kilkustronicowe
podsumowania kazdego z artykuldow w jezyku polskim; ogdlne podsumowanie: 13 punktow

obejmujacych najwazniejsze obserwacje i wnioski wyplywajace z przeprowadzonych



eksperymentow; obszerny spis literatury oraz o$wiadczenia autoréw o zakresie ich udziatu w
publikacjach stanowigcych podstawg pracy doktorskiej.

Streszczenia wilasciwie podsumowujg zakres prac oraz najwaznigjsze obserwacje
poczynione przez Autorke.

Przeglad literatury jest poprawnie skonstruowany i stanowi syntetyczny opis wicdzy

zwigzane] z podjetym przez Autorke problemem, dobrze wprowadzajac w tematyke badawcza
realizowang w pracy doktorskiej. Autorka przedstawita znaczenie podwojonych haploidow w
hodowli roslin, oméwila metody ich otrzymywania, scharakteryzowata czynniki indukujace
zmiennos¢ w kulturach in vitro. opisala metody analiz molekularnych wykorzystywane do badan
nad tg zmiennos$cia, wreszcie odniosla te kwestie do pszenzyta, czyli gatunku stanowigcego
przedmiot analiz opisanych w dysertacji.

Cel pracy zostal zdefiniowany w postaci pigciu jasno sformutowanych punktow i
obejmowal opracowanic metodyki (rozszerzony wariant metAFLP). jej wykorzystanic do
jako$ciowej i iloSciowej oceny zmiennosci indukowanej w kulturach in vifro pszenzyta, oceng
wplywu genotypu oraz systemu regeneracji na poziom tej zmiennosci, a takze oceng globalnego
poziomu metylacji metodami metAFLP i RP-HPLC oraz ich porownanie. Sformutowane przez
Autorke hipotezy badawcze mozna zasadniczo uznac za juz wezesniej zweryfikowane przez inne
zespoly badawcze, natomiast brakowalo dotad ich sprawdzenia u pszenzyta, co spehnia wymog
nowosci naukowej przedstawionej mi do recenzji rozprawy. Krotka charakterystyka materiatow
roslinnych i metod pozwolita podkresli¢ znaczenie przykiadane przez Autorke do jednorodnosci

genetycznej roslin wyjsciowych i przydatnos¢ metody metAFLP.

W obejmujacym jedng strong podsumowaniu wynikéw syntetycznie przedstawiono
najwaznicjsze osiagnigcia, rozdzial ten przedstawia kluczowe informacje (key message) w
kontekscie calosei rozprawy.

Obserwacje i wnioski to zbiér trzynastu punktéw odnoszgcych sig bezposrednio do

przeprowadzonych eksperymentéw i stanowigey ich podsumowanie. Wydaje mi sig, zc ta czesc
moglaby by¢ nieco bardziej przemyslana, oczekiwalbym sformufowania mnicjszej liczby
bardziej podstawowych wnioskéw, na podstawie uzyskanych wynikéw i ich dyskusji oraz
eliminacji ‘obserwacji’. Do kwestii merytorycznych odniosg sig pozniej.

Spis literatury obejmuje 216 pozycji, w tym 41 publikacji naukowych z ostatnich pigciu
lat.



Oswiadczenia Autorow pozwalaja jednoznacznie stwierdzi¢, ze udzial Pani mgr Joanny

Machczynskiej w realizacji wszystkich trzech publikacji wchodzacych w sktad rozprawy byt
bardzo znaczacy i w pelnym zakresie wypelnia sformulowane przez ustawodawce, w odniesieniu
do prac zbiorowych, kryterium indywidualnego wkiadu kandydata przy opracowywaniu

koncepcji, wykonywaniu czesci ekspervmentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow.,

Merytoryczna ocena pracy

Praca przedstawia interesujace wyniki eksperymentow dotyczacych identyfikacji zmian
genetycznych oraz zmian globalnego poziomu metylacji DNA indukowanych w kulturach in
vitro pszenzyta. Wykorzystana w celu ich identyfikacji metoda metAFLP jest modyfikacja
techniki AFLP opracowang przez zespdt pod kierunkiem dr hab. Piotra Bednarka, promotora
niniejszej dysertacji. Najwazniejszymi, moim zdaniem, osiggnieciami wynikajgcymi z opisanych
badan bylo (1) stwierdzenie, Zze u pszenzyta zmiany genetyczne obejmujace substylucje
nukleotydowe i rearanzacje, byly czgstsze niz zmiany profilu metylacji; (2) stwierdzenice, ze
kultury in vitro pszenzyta skutkuja czesciowa demetylacja genomu, a w kolejnych pokoleniach
regenerantow obserwuje sie stopniowy wzrost poziomu metylacji; (3) poziom zmian
genetycznych i epigenetycznych jest prawdopodobnie przynajmniej w pewnym stopniu zalezny
od genotypu rosliny donorowej; (4) prawdopodobnie istniejg roznice poziomu indukcji
zmiennosci zaleznie od typu kultury (androgeneza vs. somatyczna embriogeneza).

W przegladzie literatury, mimo jego wiasciwej struktury, znalaztem szereg mnicjszych
lub wigkszych niedoskonatosci, ktore nalezatoby skorygowac. Wynikaja one zapewne z proby
syntetycznego opisu zwigzanego z koniecznoscig ograniczenia objetosci tej czesci dysertacii.
Brakuje mi zwlaszcza nawet krotkiego odniesienia sie do rdznych kontekstow metylacji
cytozyny (CG, CNG, CNN). Jak wiadomo kontekst determinuje ten determinuje funkcje.
Brakuje rowniez informacji na temat molekularnych mechanizmow warunkujgcych metylacje
genomu u roslin, ktore w ostatnich latach zostaty przynajmniej czgsciowo rozpoznane.

W pewnych miejscach przegladu literatury obecne sg skroty myslowe i niejasnosci. Na
stronie 4 opis androgenezy wymagalby gruntownego przeredagowania; terminy takie jak:
‘gameta’, ‘mikrospora’ powinny by¢ uzywane we wlasciwym, precyzyjnie okreslonym
kontekscie. Na stronie 6 Autorka wymienia czynniki wplywajace na zmiennosé u regenerantow

— uwazam, 7e nalezaloby je uporzadkowaé: genotyp roslin donorowych, rodzaj eksplantatu,



metoda otrzymywania regenerantdw, sktad pozywek i czas trwania kultury (dwa ostatnie pozniej
zaliczone do czynnikdéw abiotycznych, str. 11), to czynniki, ktore zaleza od decyzji
eksperymentatora, natomiast zaburzenia w procesach komorkowych, migracja elementow
ruchomych i zmienno$¢ sekwencji powtdrzonych tandemowo to efekty oddzialywan tych
wymienionych powyzej czynnikow, podobnie jak nieujete w tym zestawieniu substytucje
nukleotydowe czy zmiany metylacji. Wazna jest tez precyzyjna definicja kazdego z tych
czynnikow, np. o wplywie eksplantatu mozemy mowic wtedy, kiedy nie jestesmy w stanie
przypisaé tego efektu do zadnego bardziej precyzyjnie zdefiniowanego zjawiska, dlatego jesli
mowimy o wptywie ploidalnosci (str. 8), nie nalezy go umieszcza¢ w szerszej kategorii wplywu
cksplantatu. Non-homologous end joining (NHEJ) to nie rekombinacja nichomologiczna (str.
10).

Mam rowniez pewne watpliwosci dotyczace sformutowania wnioskow. Wniosek 4
wydaje mi si¢ wewnetrznie sprzeczny (.Analiza statystyczna regenerantow na drodze
androgenezy i embriogenezy somatycznej nie ujawnita réznic [...] Uzyskany wynik swiadezy o
tym, ze systemy regeneracji roslin wptywaja na poziom badanych zmian™), podobnie wniosek 10
(,Mimo zbieznych wynikéw metAFLP i RP-HPLC zaobserwowano ich stabg korelacj¢ [...]7).
Whioski 7 i 8 maja charakter deklaratywny i sg bardzo ogdlne (,,[...] charakterystyki metAFLP
odzwierciedlajg rozne aspekty zjawisk zachodzgcych podczas regeneracji [...]7, ..[...] metAFLP
pozwala na szczegolowa analize wybranych zjawisk genetycznych i epigenetycznych [...]7).
Uwazam, 7e ograniczenie liczby sformutowanych wnioskow do tych kilku najwazniejszych i
jednoznacznie udokumentowanych poprawitoby podstawowy przekaz pracy — chee jednak

zaznaczyé, Ze role t¢ dobrze speinif rozdziat pt. Podsumowanie uzyskanych wynikow.

Podsumowanie

Przedstawiong mi do oceny prace, mimo wskazanych powyzej punktow do dyskusji,
oceniam wysoko. Wskazuje ona na dobry poziom merytorycznego przygotowania Autorki do
prowadzenia badan z zakresu molekularnej analizy zmiennosci genetycznej i epigenetycznej u
ro$lin. Podjeta przez Autork¢ tematyka posiada duze znaczenie poznawcze, a jednoczesnie
pewien potencjal aplikacyjny w kierunku wspomagania prac hodowlanych pszenzyta.

Oceniana dysertacja spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. W szczegolnosci

stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. wykazuje ogolng wiedzg teoretyczna



Pani mgr. Joanny Machczynskiej w dziedzinie nauk rolniczych i dyscyplinie agronomia oraz jej
umicjetnoéé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wnioskuje zatem do Rady Naukowej
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Pafnstwowy Instytut Badawczy w Radzikowie o
dopuszezenie Pani mgr Joanny Machczynskiej do dalszych etapow procedury doktoranckic;.
Jednoczesnie z uwagi na fakt, ze podstawe rozprawy stanowig publikacje o relatywnie wysokim

sumarycznym wspolczynniku wptywu (IF=8,628) stawiam wniosck o wyrdznienie pracy.

Dot (/>

Krakow, 27 kwietnia 2016 prof. dr hab. inz. Dariusz Grzebelus



