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Zespot Genetyki i Genomiki Funkcjonalnej Roslin
Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Wydziat Nauk Przyrodniczych

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr inz. Bartosza Jabtonskiego pt.: ,,Rola
wybranych genow TaCKX w regulacji rozwoju 1 produktywnos$ci pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.)”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala wykonana w Zaktadzie Genomiki Funkcjonalnej
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin, w Panstwowym Instytucie Badawczym w Radzikowie, pod
kierunkiem pani promotor prof. dr hab. Anny Nadolskiej-Orczyk oraz pana dr inz. Sebastiana Gasparisa,
jako promotora pomocniczego.

Na przedstawiong do recenzji prace sktadajg si¢ trzy publikacje naukowe, opublikowane w czasopismie
International Journal of Molecular Scieces o wysokim IF = 6,2 (IF za 5 lat, do roku 2022):

1. Jabtonski B, Ogonowska H, Szala K, Bajguz A, Orczyk W, Nadolska-Orczyk A. Silencing of
TaCKX1 mediates expression of other TaCKX genes to increase yield parameters in wheat. Int J
Mol Sci. 2020; 21(13):4809. doi: 10.3390/ijms21134809.

2. Jablonski B, Szala K, Przyborowski M, Bajguz A, Chmur M, Gasparis S, Orczyk W, Nadolska-
Orczyk A. TaCKX2.2 genes coordinate expression of other TaCKX family members, regulate
phytohormone content and yield-related traits of wheat. Int J Mol Sci. 2021; 22(8):4142. doi:
10.3390/ijms22084142.

3. Jablonski B, Bajguz A, Bocian J, Orczyk W, Nadolska-Orczyk A. Genotype-dependent effect of
silencing of TaCKX1 and TaCKX2 on phytohormone crosstalk and yield-related traits in wheat.
Int J Mol Sci. 2021; 22(21):11494. doi: 10.3390/ijms222111494.

W kazdej z przedstawionych publikacji Doktorant jest pierwszym autorem, z 40% udzialem w ich
powstaniu, polegajacym na dopracowaniu metodologii badan, wykonaniu analiz, opracowaniu, analizie
1 interpretacji danych oraz wykonaniu rysunkow.

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy zostaly juz zrecenzowane, zatem przedstawiona recenzja
dotyczy przede wszystkim oceny formalnej rozprawy, spojnosci badan oraz tekstu autoreferatu
rozprawy przygotowanego przez Doktoranta w jezyku polskim, stanowigcego synteze
przeprowadzonych badan.
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Praca doktorska pana mgr inz. Bartosza Jabtonskiego sktada si¢ z nast¢pujgcych czesci:
- autoreferatu rozprawy obejmujacego wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim,

przeglad literatury, hipotez¢ badawcza oraz cele, materialy 1 metody, najwazniejsze wyniki
przeprowadzonych badan wraz z ich podsumowaniem i wnioskami oraz spis literatury;

- publikacji wchodzacych w sktad rozprawy wraz z o§wiadczeniami kandydata i wspoétautorow o ich
udziale merytorycznym.

W streszczeniach Doktorant w sposob syntetyczny, ale jednoczes$nie treSciwy przedstawil cele
1 zalozenia prowadzonych eksperymentéw, najwazniejsze wyniki oraz wnioski. W tym miejscu muszg
zaznaczy¢, ze w zaprezentowanej tresci pojawito si¢ bledne stwierdzenie opisujace geny TaCKX2.1,
TaCKX2.2.1 i1 TaCKX2.2.2, mowiace o ich 90% homologii. Sadze, ze Autor mial tutaj na mysli procent
podobienstwa sekwencji kodujacych, jako ze pojecie homologii odnosi si¢ do wspdlnego ewolucyjnego
pochodzenia sekwencji, ktorego wielkosci nie mierzymy i ktore nalezy odrozni¢ od podobienstwa
sekwencji. W tym kontekscie chcialabym takze zapyta¢ o zdanie, ktore pojawia si¢ w pierwszej
publikacji z 2020 roku, w dyskusji, podpunkt 3.1:

,,It should be underlined that there is no homology between the sequence of TaCKX1 used for silencing
and sequences of other TaCKX genes tested”.

Czy chodzi w nim o roézne pochodzenie ewolucyjne poszczegdlnych genow TaCKX, czy tez takie
sformutowanie jest rowniez efektem powyzszej pomytki?

W rozdziale ,,Przeglad literatury” Doktorant przedstawit wprowadzenie do kazdego z aspektow
przygotowanej rozprawy: omowil pochodzenie 1 znaczenie agronomiczne pszenicy zwyczajnej,
przedstawil najwazniejsze aspekty zjawiska interferencji RNA, do$¢ obszernie opisat cytokininy, ich
budoweg, metabolizm, transport oraz ich znaczenie biologiczne, a takze scharakteryzowat geny z rodziny
oksydaz/dehydrogenaz cytokininowych (CKX) u zb6z, kodujace enzymy rozktadajace cytokininy. Te
dwie ostatnie czesci przegladu literatury uwazam za bardzo cenne wprowadzenie do przedstawionych
badan, ktore w przejrzysty i kompleksowy sposob systematyzuje informacje o tej ztozonej grupie
regulatoréw wzrostu i rozwoju roslin, w $wietle najnowszych doniesien literaturowych. Informacje
zawarte w tych podrozdziatach §wiadczg takze o bardzo dobrej orientacji Doktoranta w literaturze
przedmiotu.

Z Kkolei czytajac podrozdziat dotyczacy interferencji RNA zauwazytam, ze pojeciem RNAi Doktorant
obejmuje wszystkie zjawiska wyciszania RNA, w ktorych biorg udzial zarowno czasteczki siRNA, jak
i miRNA, traktujac wyciszanie RNA oraz zjawisko RNAI jako synonimy. Takie rozumienie interferencji
RNA jest spotykane w literaturze, wydaje mi si¢ jednak, Ze nieco czg¢$ciej rozgranicza si¢ wyciszanie
ekspresji genéw za posrednictwem miRNA od procesoOw interferencji RNA, do ktorej wilacza si¢
gtownie te zjawiska, w ktorych posrednicza czasteczki siRNA. Prositabym Autora o ustosunkowanie si¢
do tej kwestii 1 krotkiego wskazania roznic w mechanizmach wyciszania RNA, w ktérych posrednicza
czasteczki MIRNA oraz siRNA.
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W podrozdziale ,,Hipoteza badacza i cele prowadzonych badan” Doktorant zatozyl, ze wyciszenie
genow TaCKX1 oraz TaCKX2 bedzie skutkowa¢ zmianami na réznych poziomach (molekularnym,

fizjologicznym 1 fenotypowym), pozwalajac na analize funkcji tych gendéw u pszenicy. Aby
zweryfikowac te hipoteze, Autor postawil sobie trzy szczegdtowe cele:

- okreslenie poziomu ekspresji genow wyciszanych oraz ich ko-ekspresj¢ z innymi genami z rodziny
TaCKX,

- scharakteryzowanie zawarto$ci fitohormonow ze szczeg6lnym uwzglednieniem cytokinin oraz analiza
aktywnos$ci enzymu dehydrogenazy cytokininy w transformowanych i kontrolnych liniach pszenicy,

- ocena wplywu zmian w poziomach ekspresji TaCKX, enzymu CKX i fitohormonéw na cechy
plonotworcze roslin.

W kontek$cie pierwszego celu badawczego, chciatabym zapyta¢ o przyczyne wyboru do analizy
ko-ekspresji grupy genow: TaCKX2.2, TaCKX2.1, TaCKX5, TaCKX9 i TaCKX11. Czym kierowano si¢
wybierajac do analizy wlasnie te, a nie inne geny z rodziny CKX? Czy startery, ktore zaprojektowano
do analizy qPCR pozwalaty na amplifikacje wszystkich homeologéw tych genow? | podobnie, dlaczego
w kontekscie genotypowo-zaleznego wptywu wyciszania genow TaCKX1 oraz TaCKX2 zdecydowano
si¢ takze na analizg ekspresji genu TaNAC2-5A? Czy jego nadekspresja wptywa na wielko$¢ plonu w
sposob bardziej istotny niz nadekspresja innych znanych czynnikéw transkrypcyjnych? Czy moze
istniejg dane o regulacji ekspresji tego genu przez cytokininy?

W rozdziale ,,Materiaty i metody” Autor w do$¢ minimalistyczny sposéb przedstawil najwazniejsze
elementy zastosowanej przez siebie metodologii, odsytajac czytelnika do odpowiednich czesci
oryginalnych publikacji. Uwazam, Ze jest to zabieg jak najbardziej uzasadniony, dzigki ktoremu
unikni¢to niepotrzebnych powtoérzen, szczegdlnie, ze opis metod w kazdej z publikacji jest
wyczerpujacy 1, tam gdzie to konieczne, zaopatrzony w niezbedne odniesienia do protokotéw
opublikowanych we wczesniejszych pracach Zespotu naukowego pani profesor Anny Nadolskiej-
Orczyk. Uwazam takze, ze wlaczenie do badan dwoch réznych odmian pszenicy jarej, bezostnej Kontesy
oraz oscistej Ostki Smolickiej, byto bardzo trafnym posunigciem, pozwalajacym na istotne poszerzenie
kontekstu prowadzonych badan i pdzniejsza weryfikacje prowadzonych analiz funkcjonalnych
badanych genow.

W rozdziale ,Najwazniejsze wyniki przeprowadzonych badan” w sposob systematyczny zostaly
omowione rezultaty uzyskane w kazdej z trzech publikacji stanowiacych rozprawe doktorska. Pierwsza
praca, w ktorej Doktorant koncentrowat si¢ na analizie linii pszenicy z wyciszonym genem TaCKX1
wyprowadzonych dla odmiany Kontesa, pozwolita na zaobserwowanie, ze stopien wyciszenia ekspresji
tego genu wptywatl na sposob regulacji ekspresji innych gendow z rodziny CKX. Ciekawym wynikiem
byta obserwacja podwyzszonej ekspresji genow TaCKX2.1 oraz TaCKX2.2 w liniach z wyciszeniem
genu TaCKX1. Zauwazono rowniez, ze wyciszenie ekspresji TaCKX1 wptywa na istotne zwigkszenie
poziomu aktywnych form trans- i cis-zeatyny w ktosach po 7 dniach od pylenia, cho¢ og6dlna aktywnos¢
enzymatyczna biatek CKX byta porownywalna u roslin kontrolnych i w liniach z wyciszeniem genu
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TaCKX1. Stwierdzono takze istotne korelacje miedzy wielkos$cig plonu, masg tysigca ziaren oraz masa
korzeni a poziomem ekspresji genéw TaCKX2.1 oraz TaCKX11 w liniach z wyciszeniem TaCKXl1,
wskazujac jednoczesnie na ich antagonistyczne dzialanie wzgledem zawartosci aktywnych form trans-
I cis-zeatyny oraz nieaktywnej formy glukozydu cis-zeatyny (cZOG) w ktosach pszenicy.

Druga publikacja skupiata si¢ na analizie funkcjonalnej genéw TaCKX2 prowadzonej réwniez z
wykorzystaniem odmiany Kontesa. W badaniach tych odnotowano réznice fenotypowe u roslin w
zalezno$ci od tego, ktory z genéw: TaCKX2.2.1 czy TaCKX2.2.2 zostal wyciszony, co moze wskazywac
na rézne funkcje tych dwoch gendéw. Zaobserwowano takze, ze silne wyciszenie genu TaCKX2.2.2
koreluje pozytywnie z niektorymi cechami zwigzanymi z plonem, szczegdlnie masg tysigca ziaren, a
takze ze zwigkszong zawarto$cig chlorofilu w lisciu flagowym. Stwierdzono tez podwyzszenie
zawartosci wolnych cytokinin izoprenoidowych cZ, tZ i iP, choé¢, podobniej jak wczesniej, nie
zauwazono zmian w poziomie aktywnosci enzyméw CKX.

W trzeciej pracy Doktorant przeprowadzil analize¢ linii z wyciszong ekspresja gendw TaCKX1 oraz
TaCKX2 u oscistej odmiany pszenicy Ostka Smolicka. Podobnie jak w przypadku analiz opartych o
odmiang bezostng, takze i w tych badaniach zauwazono sprzezenie zwrotne w regulacji ekspresji tych
genow: wyciszenie genu TaCKX1 wptywato na wzrost ekspresji genu TaCKX2 i odwrotnie, wyciszenie
genu TaCKX2 powodowato podwyzszenie ekspresji genu TaCKX1, co jak wnioskuje Autor,
prawdopodobnie przyczynia si¢ do utrzymania aktywnosci enzymoéw CKX na statym poziomie.
Ciekawym wynikiem w tej pracy byta identyfikacja w klosach badanej odmiany nowej formy auksyny
(kwasu fenylooctowego, PAA) oraz topolin, cytokinin aromatycznych, ktoére nie wystgpowaly w
odmianie bezostnej. Stwierdzono takze rdznice w zawartosci innych fitohormonéw miedzy obiema
odmianami. Waznym wynikiem byly obserwacje réznic w odpowiedzi fenotypowej obu odmian
Kontesy i Ostki Smolickiej w zalezno$ci od wyciszenia genow TaCKX1 i TaCKX2, przede wszystkim
pod wzgledem cech zwigzanych z plonem. Swiadczy to o bardziej ztozonej regulacji molekularnej tych
cech, na ktore poza genami kodujacymi oksydazy/dehydrogenazy cytokinin, wptywaja i inne geny
stanowigce tto genetyczne badanych odmian.

W kontekscie otrzymanych wynikow, chciatlabym prosi¢ Doktoranta o rozwiniecie odpowiedzi na
pytanie, jak mozna wyjasni¢ brak réznic w aktywnosci enzymdow CKX w réznych liniach z wyciszonymi
genami TaCKX1 oraz TaCKX2, pomimo obserwacji podwyzszonego poziomu réznych form cytokinin
— podwyzszonego w zrdznicowany sposob w poszczegdlnych liniach badanych w pracy.

W ostatniej czesci autoreferatu ,,Podsumowanie i wioski” Autor sformutowat 10 konkluzji, ktore moim
zdaniem trafnie podsumowuja uzyskane wyniki. Mam drobne zastrzezenia do brzmienia wniosku nr 2
mowigcego o przeciwstawnym dziataniu genéw TaCKX2.1 oraz TaCKX11. Przydatoby si¢ w nim dodac¢,
czego dotyczylo dzialanie tych genéw. Rowniez wniosek nr 4 moglby zosta¢ doprecyzowany o
informacje, do jakich modeli regulacji cech plonotworczych si¢ on odnosi.
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Z obowiazku recenzenta musze tez wskaza¢ na nieliczne, ale obecne w pracy bledy stylistyczne lub
edycyjne. Na stronie 12 pojawia si¢ stwierdzanie: ,,jednoniciowe czasteczki siRNA, wykazujace

homologi¢ do DNA promotora, nakierowuja na niego metylotransferazy DNA”. Mysle, ze zamiast
,homologii” trafniejszym 1 bardziej poprawnym slowem byloby tutaj ,,powinowactwo”. W kilku
miejscach pojawia si¢ takze pojecie ,,eksprymowany” w konteks$cie ekspresji genéw. Uwazam, ze lepiej
jest postugiwac sie tutaj stowami ,,ulega ekspresji”, ,,jest aktywny” lub ewentualnie ,,podlega represji”.
Na stronie 23 zdanie: ,,Analizy ekspresji wykonane przez Chen i in. (Chen i in., 2020) na podstawie
RNA-seq 35 homeologow TaCKX wykazaty, (...)” sugeruje, ze analiza RNA-Seq byta nacelowana tylko
na te 35 genéw. SciSlejszym byloby raczej stwierdzenie, ze ,na podstawie analizy RNA-Seq
zidentyfikowano 35 homeologow TaCKX”. Powyzsze uwagi majg jednak charakter poboczny, nie
wplywajac na zasadniczg oceng zaprezentowanej rozprawy doktorskiej.

Podsumowujac, uwazam, ze przedtozona rozprawa stanowi wartosciowy wktad w poznanie roli genéw
TaCKX w ksztattowaniu cech plonotworczych u pszenicy zwyczajnej, szczegdlnie ze porusza ten temat
w sposob pionierski dla badanego gatunku. Autor przeprowadzit szeroka analize wielu cech
fenotypowych, analize¢ molekularng poziomu ekspresji genéw i zgromadzit dane o profilu zawartosci
réznych from cytokinin i innych fitohormonéw w ktosach pszenicy, w kontek$cie wyciszenia genow
TaCKX1 i TaCKX2. Z przeprowadzonych badan wylania si¢ do$¢ ztozony obraz interakcji migdzy
wyciszanymi genami a innymi czynnikami z tej samej rodziny oraz sktadem r6znych grup fitohormonow
i ich wptywem na cechy wazne agronomicznie. Uwazam, ze Doktorant umiejetnie przeprowadzit
syntez¢ uzyskanych wynikéw, a przedstawione publikacje pozwalaja jednocze$nie na wglad we
wszystkie szczegoty poszczegdlnych interakcji opisywanych w przedstawionej rozprawie. Dzigki temu
przygotowane przez Doktoranta prace sg cennym materialem zrodlowym pozwalajacym zrozumie¢ role
gené6w TaCKX1 i TaCKX2 u pszenicy i wykorzysta¢ te¢ wiedze w tworzeniu wysokoplonujacych
ideotypow tego gatunku.

Uwazam, ze rozprawa przedtozona przez mgr inz. Bartosza Jabtonskiego stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i spelnia wymogi art. 14 ust. 2 pkt. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r., poz.
1789) w zwiazku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo
o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669 z p6zn. zm.), a stopien doktora moze by¢
nadany w dziedzinie i1 dyscyplinie okreslonej w przepisach wydanych na podstawie art. 5 ust. 3 tej
ustawy. Zatem wnioskuje do Rady Naukowej IHAR-PIB o dalsze procedowanie przewodu
doktorskiego.

dr hab. Agnieszka Janiak, prof. US
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