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1. Informacje o recenzowanej pracy doktorskiej.

Recenzja pracy doktorskiej Pana mgr Mateusza Przyborowskiego zatytutowanej
»Identyfikacja czynnikoéw genetycznych warunkujacych twardo$é ziarna w materiatach
hodowlanych pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)”. Praca zostala wykonana w
Zaktadzie Genomiki Funkcjonalnej, w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin —
Panstwowy Instytut Badawczy, pod kierunkiem promotora Pani prof. dr hab. Anny
Nadolskiej-Orczyk oraz promotora pomocniczego Pana dr inz. Sebastiana Gasparisa.

Praca doktorska sklada si¢ z dwéch czgsei: whasciwej pracy doktorskiej, liczacej 149
stron oraz z materialow dodatkowych, ktore zostaly umieszczone w opracowaniu
liczacym 100 stron i zawierajacym 31 tabel. Wlasciwa praca doktorska zostala
podzielona na 7 czesci kolejno: Wprowadzenie, Przeglad literatury, Materialy i metody,
Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski, Spis literatury. Dodatkowo w pracy zostaty
zamieszczone: wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, 15 tabel i 34
rysunki.

Obiektem badan jest pszenica, badang cechg jest twardos¢ ziarniaka w powigzaniu do
zmian allelicznych genéw Pin. Badania wykonano na 16 odmianach/liniach pszenicy.
Literatura zawiera 238 publikacji.

Prezentowane badania byly finansowane w ramach dwoch projektow, zas ich wyniki
zostaty w czesci opublikowane w czasopismie Agronomy (2020) i zgloszone we wniosku
patentowym.

Celem pracy byla kompleksowa analiza czynnikéw warunkujacych twardo$¢ ziarna
pszenicy w odmianach i liniach hodowlanych wykorzystywanych w polskiej
hodowli.

Juz na wstepie mojej recenzji cheialbym zaznaczy¢, ze doktorant wywiazat sie z
postawionego przez siebie/promotoréw zadania. Zatem moja recenzja jest pozytywna.

Uwazam, ze badania maja bardzo wazny aspekt nie tylko naukowy ale tez gospodarczy i
bardzo si¢ cieszg, ze sg prowadzone badania wyjasniajgce powigzania pomiedzy
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istotnymi cechami, waznych gospodarczo zboz, a podtozem molekularnym. I tu juz na
wstepie mam do doktoranta pytanie:

Pytanie 1.1. Jak twardos¢ ziarna pszenicy wplywa na dtugosé czasu
przechowywania/magazynowania ziarna. Przy zalozeniu, ze po tym okresie
przechowywania ziarno wciaz jest zdolne do kietkowania.

Uwagi:

1.2. Generalna uwaga - Mam watpliwosci na ile mozna w pracy doktorskiej umieszczaé
zdjecia pochodzace z publikacji bez zgody autora lub wydawnictwa, gdzie pierwotnie
dane zdjecie si¢ ukazato, patrz Rysunek 5. Uwazam ze autor zamiast rysunkéw innych
autorow powinien zamiescic rysunki/zdjecia zwigzane bezposrednio z pracg np. zdjecie
urzadzenia do pomiaru twardosci ziarna, same ziarniaki, pszenice, ktora rosta w
warunkach polowych i fitotronowych tak aby praca odzwierciadlata prace wykonang
przez doktoranta.

1.3. W samej pracy zabraklo mi stwierdzen typu zrobilem, wykonatem, co pokazatoby mi
jako recenzentowi, ktdre eksperymenty, obliczenia, analizy statystyczne zostaly
wykonane bezposrednio przez doktoranta.

2. Najwazniejsze osiagniecia doktoranta.

Celem pracy doktorskiej bylo znalezienie korelacji pomiedzy obecnoscia okreslonych
alleli genow Pin, ich ekspresja, a twardoscig ziarna badanych odmian i linii pszenicy. Co
tez bardzo istotne doktorant zaproponowatl narzedzia diagnostyczne, ktdre umozliwiatyby
szybka i wiarygodna identyfikacje¢ alleli genow Pin, ktérych obecnos¢ jest skorelowana z
twardoscia ziarna.

2.1. Za najwazniejsza czgs¢ pracy uwazam punkt 4.4.3 Korelacje, i to ten punkt definiuje
calg pracg doktorska. Analizy w nim zawarte pokazuja, co warte podkreslenia
obiektywne relacje, i tu odwroce kolejnosc jaka wystepuje w pracy doktorskiej,
pomigdzy ekspresjg genow a twardoscig ziarna. Co z tej analizy wynika:

2.2. Jedynym istotnie statystycznie rezultatem jest relacja pomigdzy ekspresja
(znormalizowana) genu Pina w 20 DAP z twardoscia (analizy bez podziatu).

2.3. Istotnie statystycznie rezultaty z uwzglednieniem podzialu na grupy wzgledem genu
Pina: Pina 14 DAP/Pinb-D1d = -0,84; Pina 20 DAP/Pinb-D1d = -0,95; Pina 26
DAP/Pinb-DIc = 0,56; Pinb: Pinb 14 DAP/Pinb-D1d = -0,84, Pinb 20 DAP/Pinb-DI1b =
0,65, Pinb 20 DAP/Pinb-D1d = -0,84, Pinb 26 DAP/Pinb-Dla = 0,44, Pinb 26
DAP/Pinb-D1b = -0,73, Pinb 26 DAP/Pinb-Dlc = 0,52.
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2.4. Istniejg pozytywne istotne statystycznie korelacje pomigdzy ekspresjg gendw Pina i
Pinb a ekspresjg gendw SPA-A, SPA-B, SPA-D oraz innymi wytypowanymi
bioinformatycznie czynnikami transkrypcyjnymi.

W tym przypadku sugerowatbym aby dla tych czynnikéw transkrypcyjnych, ktére
wykazaty w analizie najwyzsza pozytywna warto$¢ korelacji np. dla

Traes 1AL_A9FB6BF52 zweryfikowa¢ mozliwosé fizycznego przylgczenia si¢ biatka
Traes_1AL_A9FB6BF52 do promotora genu Pina metodami eksperymentalnymi:
drozdzowy system jednohybrydowy, EMSA, zmiana w promotorze genu Pina blokujgca
przylaczenie si¢ czynnika transkrypcyjnego Traes 1AL _A9FB6BF52.

2.5. Poznanie zmiennosci allelicznej gendw Pina i Pinb w badanych liniach i odmianach
pszenicy.

2.6. Nie zaobserwowano wplywu zmiennosci allelicznej w obrebie genu Pina,
wystgpowal wylacznie allel typu dzikiego Pina-Dla. W przypadku genu Pinb najwiekszy
udzial stwierdzono dla allelu Pinb-D1b (57%).

2.7. Przeanalizowano wplyw zmiennosci allelicznej genu Pinb na twardo$¢ ziarna.

Wynik. Doktorant zwrdcit uwage na wystgpowanie odmiany oznaczonej numerem 2627
z allelem Pinb-D1b, ktérej twardo$¢ ziarna wynosita 17,43, co jest najnizsza wartoscia
notowana dla odmian niosacych allel Pinb-D1b.

2.8. Znalezienie narzg¢dzia do szybkiej identyfikacji alleli gendw Pin.

Wynik. Rekomendowang technika do identyfikacji alleli genéw Pin jest
allelospecyficzny, multipleksowy PCR.

Komentarz 2.9. W pierwszej chwili zabrakto mi jasno postawionych celéw pracy, bardzo
przeszkadzal mi ich brak do poprawnej oceny przedstawionych rezultatow, gdyz nie do
konca rozumiatem dlaczego pewne analizy zostaly wykonywane. (Uwaga - cele pracy
zostaly wprawdzie podane na stronie 18 ale w bardzo lakoniczny sposob). Natomiast w
dyskusji bardzo mi odpowiadato zestawienie celow pracy z jej wynikami. Na przysziosé
jednak sugerowalbym umieszczenie bardziej szczegolowych opiséw celéw pracy na jej
wczesnym etapie.

2.10. Identyfikacja innych czynnikdéw niz geny Pin wptywajacych na twardo$¢ ziarna.

Wynik. Wykazano istotne réznice w twardos$ci ziarna dla odmian pszenicy Viscount i
Finezja uprawianych w warunkach polowych i fitotronowych. Pokazuje to jak istotne sa
warunki srodowiskowe, ktore wplywaja na twardo$¢ ziarna. Natomiast to jakie sg to
czynniki i jak dzialaja moze by¢ tematem dalszych badan.

2.11. Identyfikacja réznic w sekwencjach promotorowych genéw Pin pochodzacych z
roznych odmian/linii pszenicy.

Wynik. Nie stwierdzono roznic.
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2.12. Analiza ekspresji genow kodujacych znane i wytypowane bioinformatycznie (14
czynnikow) czynniki transkrypcyjne, ktore sag powigzane z twardoscig
ziarna/promotorami genow Pin.

Wynik. Istnieje pozytywna korelacja pomig¢dzy ekspresja gendéw Pin oraz genami SPA.

3. Moje uwagi do wykonanych analiz zaprezentowanych w przedlozonej pracy
doktorskiej.

3.1. Na pochwale zastuguje strona eksperymentalna pracy m.in. sposob przygotowania
DNA, RNA, identyfikacji zanieczyszczen DNA w probach RNA. Nie mam do tej czesci
zadnych zastrzezen jak i do wykonanych analiz statystycznych.

3.2. Bardzo mi si¢ podoba sposéb pozyskania endonukleazy CEL1 z selera, co moze by¢
przyktadem dla innych badaczy jak mozna pozyskiwaé narzedzia eksperymentalne.
Szkoda tylko, ze o tym dlaczego taka procedura pozyskania endonukleazy zostata
zastosowana dowiedzialem si¢ w czgsci dyskusja. Taka informacja powinna by¢ podana
wezesniej.

3.3. Na szczegdlne uznanie zastuguje spos6b pomiaru zawartosci biatka, skrobi oraz
glutenu w ziarniakach wykonane wlasnorgcznie przez doktoranta m.in. metoda Kjeldahla.

3.4. Zabraklo mi ogoélnego rysunku, ktory obrazowatby wykonanie okreslonych krokow
eksperymentalnych, ich celowos¢. Thumaczytby dlaczego wykorzystano enzym Cell,
dlaczego wybrano okreslone fragmenty DNA do amplifikacji. Chce w tym przypadku
podkresli¢, ze duza czes¢ tych informacji zostata zawarta w czgsci Dyskusja, jednak
moim zdaniem powinna ona by¢ opisana wczesniej dajac czytelnikowi mozliwosé
zrozumienia dlaczego wykonano takie a nie inne analizy.

3.5. Zabrakto mi jasnego uszeregowania, przedstawienia informacji dotyczacej badanego
materiatu: jakie odmiany sg badane, dlaczego i kolejnosci przeprowadzonych badan. O
tym jakie badano odmiany pszenicy mozna bylo si¢ dowiedzie¢ z materiatow
dodatkowych, Tabele S1 i S2. A przeciez to pszenica, jej odmiany, ziarno pochodzace z
danych odmian byly materialem badawczym. Zabrakto mi informacji, ktéra z
zastosowanych technik eksperymentalnych stuzacych do identyfikacji obecnosci danego
allelu genu Pina lub Pinb jest technikg referencyjng, rozumiem, ze bylo to
sekwencjonowanie, a nastegpnie stosowano kolejne techniki badawcze.

3.6. Oprocz tych ogdlnych pytan mam tez uwagi i pytania bardziej szczegotowe.
3.6.1. Strona 19 — allohesksaploidalnych, powinno by¢ alloheksaploidalnych.
3.6.2. Strona 20 - Co oznacza skrot star. Na rysunku 1.

3.6.3. Strona 21 - Bialek gluteninowych, czy chodzi o bialka glutenowe?
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3.6.4. Strona 21 — homoeologéw, dlaczego zostal uzyty ten termin a nie homolog,
poprositbym o wyjasnienie.

3.6.5. Strona 21 — tranzycja guanidyny na adenine — guaniny na adenine.

3.6.6. Pytanie, Strona 23 - Czym jest friabilina? Czy jest to mieszanina bialek PINA i
PINB, nie rozumiem stwierdzenia, ze biatka PINA i PINB stanowig frakcje biatka
friabiliny.

3.6.7. Strona 24 - Rysunek 3 — nieczytelne sa opisy na rysunku.

3.6.8. Pytanie, Strona 38 - W jakim celu do izolowanego RNA dodawano 1-bromo-3-
chloropropan?

3.6.9. Strona 41 - Co to za bufor NH4? Czy ma on co$ wspolnego z jonem amonowym?

3.6.10. Strona 68 - Rysunek 12, brak oznaczenia jaki marker dtugosci zostal zastosowany
oraz brak jest pokazania jakie sa dtugosci prazkow referencyjnych co uniemozliwia
poprawng analiz¢ fragmentow restrykcyjnych, to samo tyczy sie rysunku nr 14 na stronie
70.

3.6.11. Strona 79 - Rysunek 24, Na tym rysunku widze prazki oznaczajgce biatka
puroindolinowe dla allelu Pinb-Dla, ale dla pozostatych alleli nie moge stwierdzi¢ co sie
znajduje na wysokosci 15 kDa, brak jest tez kontroli natozenia.

3.6.12. Strona 79 stowo ktréra — powinno by¢ ktora.

3.6.13. Rysunek 30 strona 92, Czy na rycinie A. zostala przedstawiona analiza allelu
genu Pina czy tez allelu genu Pinb?

3.6.14. Strona 93 stowo homoeologdéw — homologdéw, patrz punkt 3.6.4.
Dodatkowe pytania odnosnie pracy doktorskie;j.

3.6.15. Pytanie, Dlaczego w procedurze cig¢cia endonukleazg CEL1 uzyto innych
fragmentéw DNA niz w analizie HRM-PCR a jeszcze inne fragment DNA wykorzystano
w analizie CAPS?

3.6.16. Pytanie, Czy procedura przedstawiona na stronie 50 dotyczaca ekstrakcji biatek
puroindolinowych byla specyficzna tylko dla tych bialek i inne biatka nie byly
ekstrahowane podczas izolacji przy zastosowaniu tej procedury?

3.6.17. Pytanie, Jak ma si¢ obecnos¢ danego allelu tj. Pinb-Dla, Pinb-D1b, Pinb-Dic,
Pinb-DId, Pinb-D1g na twardos¢ ziarna? W pracy doktorskiej podana jest warto$¢
liczbowa twardosci ziarna w relacji do obecnosci danego allelu. W tym punkcie
chciatbym oprocz tej wartosci liczbowej dowiedzie¢ sie wiecej jak dana twardogé
wplywa na kietkowanie ziarna, czas jego przechowywania i czy rzeczywiscie dane
odmiany lub linie zawierajace okreslony allel charakteryzuja sie odpowiednimi cechami
wynikajacymi z twardosci ziarna?
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3.6.18. Pytanie, Na jakiej odmianie pszenicy zostala wykona analiza RNA-seq, stadia 14
i 20 DAP.

3.6.19. Prosz¢ o przygotowanie tabeli zbiorczej gdzie dla danej, badanej w pracy
odmiany bedzie podana nazwa badanej odmiany lub linii, twardo$¢ ziarna i kolejno
wyniki, tj. obecnos$¢ danego allelu, poziom ekspresji genow SPA i innych czynnikow
wytypowanych bioinformatycznie, zawartos¢ bialek i prosze o informacje, ktore odmiany
sg uprawiane w Polsce w celach gospodarczych, oraz jaka jest cecha wyrdzniajgca dang
odmiane/linig¢, w taki sposob aby mozna bylo te odmiany/linie z sobg porownac.

4. Podsumowanie recenzji.

Podsumowujac mojg recenzje stwierdzam, ze przedstawiona praca doktorska Pana mgr
Mateusza Przyborowskiego zatytulowana ,,Identyfikacja czynnikow genetycznych
warunkujacych twardos¢ ziarna w materiatach hodowlanych pszenicy zwyczajne;j
(Triticum aestivum L.)” spetnia wymagania stawiane rozprawie doktorskiej okreslone w
art. 187 USTAWY ustep 1, 2, 3, 4 z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
1 nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.), oraz zawarte w art. 13 USTAWY z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789). Zwracam si¢ do Rady Naukowej IHAR-PIB
w Radzikowie o dopuszczenie Pana mgr Mateusza Przyborowskiego do dalszych etapéw
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie
agronomia.
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