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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr inz. Karoliny Marii Szala
pt.: ,Jdentyfikacja zmiennoSci genetycznej pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)

zwigzanej z gospodarka cytokininy i korelujacej z potencjalem plonotwérczym”

Recenzja rozprawy doktorskiej zostata wykonana na podstawie uchwaty nr 1/XX/100
Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin — Panstwowy Instytut Badawczy
(IHAR-PIB) w Radzikowie z dnia 22 czerwca 2023 r., oraz pisma Dyrektora IHAR-PIB
w Radzikowie Pana dr inz. Michata Rokickiego z dnia 3 lipca 2023 r., nr RN-001-94/2023.

Informacje o rozprawie doktorskiej i jej ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Karoliny Szala zostala
wykonana w Zakltadzie Genomiki Funkcjonalnej IHAR-PIB w Radzikowie pod kierunkiem
Pani Prof. dr hab. Anny Nadolskiej-Orczyk, przy wsparciu promotora pomocniczego dr Marty
Dmochowskiej-Boguta. Rozprawe przygotowano w oparciu o przepisy ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z p6zn. zm.

Rozprawe doktorskg stanowi zbidr trzech tematycznie powiazanych ze soba artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych wykazanych na liScie czasopism okreslonych
przez ministra wlasciwego do spraw nauki. Cykl publikacji pod wspélnym tytutem:
,Identyfikacja zmiennosci genetycznej pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum 1.) zwigzanej
z gospodarkg cytokininy i korelujgcej z potencjalem plonotwérczym™ poprzedzony jest
rozdziatami: 1) streszczenie (zardbwno w jezyku polskim jak i angielskim), 2) przeglad
literatury, 3) cele przeprowadzonych badan i hipoteza naukowa, 4) omdéwienie wynikéw,
5) podsumowanie uzyskanych wynikéw, 6) obserwacje i wnioski, 7) spis literatury.
Do rozprawy dotaczono kopie publikacji wchodzacych w jej sklad oraz oswiadczenia

wspoélautorow opisujgce ich udziat w opublikowanych pracach. Dodatkowo zestawiono wykaz



uzywanych skrotow i terminéw. W sktad zbioru stanowigcego rozprawe wchodza nastepujace
artykuly naukowe:
1. Ogonowska H., Barchacka K. (obecnie Szala). Gasparis S., Jablonski B., Orczyk W.,
Dmochowska-Boguta M., Nadolska-Orczyk A. (2019) Specificity of expression
of 7aCKX family genes in developing plants of wheat and their co-operation within and among
organs, Plos One 14 (4): €0214239; DOI 10.1371/journal.pone.0214239
[F2019= 2,74
2. Szala K.. Ogonowska H., Lugowska B.. Zmijewska B.. Wyszynska R.. Dmochowska-
Boguta M., Orczyk W., Nadolska-Orczyk A. (2020) Different sets of 7aCKX genes affect
yield-related traits in wheat plants grown in a controlled environment and in field conditions.
BMC Plant Biology, 20(1):496; DOI 10.1186/s12870-020-02713-9
[F2020 = 4,21
3.8Szala K.. Dmochowska-Boguta M., Bocian J., Orczyk W., Nadolska-Orczyk A.
(2023) Transgenerational paternal inheritance of 7aCKX GFMs expression patterns indicate
a way to select wheat lines with better parameters for yield-related traits, Int. J. Mol. Sci., 24,
8196; DOI https://doi.org/10.3390/ijms24098196
IF2023 = 6,21

Wszystkie trzy prace opublikowano w czasopismach naukowych posiadajacych
znaczace wspolczynniki wpltywu (ang. Impact factor 1F) w zakresie od 2,74 do 6,21 w roku
wydania. W pierwszym artykule Doktorantka jest drugim autorem (z siedmiu), a w kolejnych
dwoch pracach pierwszym autorem. Wszyscy autorzy publikacji zlozyli stosowne
oswiadczenia o zakresie wykonywanych prac oraz dodatkowo o procentowym zaangazowaniu
W przygotowanie publikacji. Wktad Doktorantki w powstanie kazdej z publikacji byt Znaczacy
1 wynosit odpowiednio 30%, 44% i 44%. Z zestawienia o$wiadczen Autorki wynika, ze jej
aktywnos¢ koncentrowata si¢ poczatkowo na wykonywaniu prac badawczych obejmujacych
izolacj¢ RNA, syntez¢ cDNA i analizy qRT-PCR. Z czasem jej warsztat badawczy poszerzyt
si¢ 0 analizy ekspresji genéw, analizy statystyczne, opracowanie i modyfikacje koncepcji prac,
w tym metodyki i wynikéw, analizg i interpretacje danych oraz udziat w wizualizacji. Pragne
podkresli¢, ze tak wlasnie powinna wygladaé droga rozwoju naukowego, kazdego doktoranta.
Od zdobycia umiej¢tnosci wykonywania podstawowych technik badawczych i formulowania
roboczych koncepcji, poprzez uzyskanie bieglosci z technikami zaawansowanymi, nabycie

umiej¢tnosci analizy i interpretacji wynikéw, az po opracowywanie wlasnych koncepcji.



Przedstawione powyzej dane wskazujg wyraznie, ze osoba ubiegajaca si¢ o nadanie
stopnia doktora wykazata w rozprawie doktorskiej umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia

pracy naukowe;j.

Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska prezentuje stan wiedzy teoretycznej
i wyniki badan w istotnej dla roslin grupie gendw kodujacych enzym oksydaze/dehydrogenaze
cytokininy — CKX.

Tytul rozprawy zostal trafnie dobrany i spaja cykl publikacji w cato$¢ tworzac podstawe
do wyjasnienia zwigzku pomiedzy zréznicowang ekspresja genéw kodujacych cytokininy
a zmiennoscig cech ilosciowych pszenicy.

W przegladzie literatury Doktorantka krétko scharakteryzowata obiekt badawczy
tj. pszenicg ozima i opisata jej znaczenie dla $wiatowego rolnictwa. W dalszej kolejnosci
zaprezentowane zostaty podstawowe informacje o cytokininach, ich metabolizmie i funkcjach.
Na uwagg zastuguje rys. 3 prezentujacy model szlaku metabolizmu cytokinin u roslin, $wietnie
obrazujacy jak zlozony jest to mechanizm. Autorka szczegdtowo opisata funkcjonalne geny
CKX oraz kodowany przez nie enzym oksydaze/dehydrogenazg cytokininy, w tym
zaprezentowala miedzy innymi pozycje poszczegélnych gendw na chromosomach pszenicy.
Znaczna cz¢s$¢ opisu zajmuje analiza funkcjonalna gendw z rodziny CKX badanych u zb6z,
a przede wszystkich tych wystepujacych w pszenicy. W rozdziale tym oméwiono réwniez geny
kodujace czynniki transkrypcyjne 7aNAC, ktoére moga by¢ waznymi regulatorami dla cech
plonotwérczych. W przegladzie literatury poruszono takze zagadnienia dziedziczenia
epigenetycznego wraz z charakterystyka podstawowych mechanizméw odpowiedzialnych
zaten typ zmiennosci. Calo$¢ tego rozdzialu zamyka charakterystyka imprintingu wzoru
ekspresji gendw z charakterystyka dziedziczenia matczynego i ojcowskiego. Zaprezentowany
w tym rozdziale przeglad literatury oceniam bardzo wysoko. Pozwala on czytelnikowi
zapozna¢ si¢ z najistotniejszymi teoretycznymi zagadnieniami przedmiotowej rozprawy
i pozwala zrozumie¢ opisywane dalej wyniki prac badawczych. Co wigcej, stanowi baze
pozwalajgca oceni¢ wktad naukowy Doktorantki w rozwéj tego obszaru nauki. Pragne dodaé,
ze do opisu teoretycznego Autorka wykorzystata 142 publikacje naukowe.

Analiza tego rozdzialu oraz calej rozprawy uprawnia do stwierdzenia, ze Kandydatka
wykazata, iz posiada odpowiedniag wiedzg teoretyczng w zakresie niezbednym do zrozumienia

ztozonosci realizowanej pracy naukowej w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.



Glownym celem badan jaki postawita sobie Doktorantka bylo rozpoznanie puli
genetycznej pszenicy i identyfikacja takich form, ktérych podioze genetyczne regulaciji
cytokinin wskazuje na zwigkszony potencjat plonotworczy z perspektywa wykorzystania tych
genotypOdw w przyszlej selekcji. Sformutowane zostaly dwa cele szczegétowe: 1) wskazanie
znacznik6w molekularno-biochemicznych korelujacych z gospodarka cytokinin i potencjatem
plonotworczym pszenicy oraz 2) uzycie tych markeréw do identyfikacji i selekcji form pszenicy
0 podwyzszonej produktywnosci. Postawiona zostala rowniez hipoteza badawcza, ze geny z
rodziny TaCKX, ktore wykazuja wysoka ekspresje w rozwijajacych si¢ klosach, korzeniach,
istotnie wplywajg na potencjal plonotworczy i/lub masg systemu korzeniowego.

Wyniki badan opublikowane w wymienionych wezesniej artykutach stanowiacych
osiagnig¢cie naukowe Kandydatka oméwita w rozdziale 6.

W pierwszej publikacji celem przeprowadzonych badan byla ocena ekspresji
15 opisanych w literaturze genéw 7aCKX, analizowanej w roznych tkankach, terminach
i stadiach rozwojowych roslin trzy odmian pszenicy. Wynikiem tych prac byl podzial genow
na cztery grupy specyficzne tkankowo: liscie, wszystkie tkanki, rozwijajgce si¢ klosy i
kwiatostany oraz korzenie. Dodatkowo oszacowano réznice w poziomach ekspresji 7aCKX w
pierwszych i drugich klosach, a takze oceniano zalezno$¢ poziomu ekspresji od pory dnia
(godzina 9:00, 12:00 i 15:00). Stwierdzono istotne r6znice w poziomach ekspresji zaréwno w
analizie ktoséw pierwszych i drugich, jak réwniez pomiedzy dzienng ekspresja dla badanych
gendéw w odmianach. Wstepnie wytypowano dwie grupy genéw pozytywnie wptywajacych na
rozw0j pszenicy, ktére mogg odegra¢ kluczowa role w determinacji cech plonotwérczych.
Dodatkowo w tab. 1 zaproponowano nowg numeracje genéw 7aCKX.

W drugiej publikacji sprawdzano zréznicowanie w poziomie ekspresji genéw TaCKX
w 34 genotypach pszenicy, zardéwno w kontrolowanych warunkach srodowiskowych komory
wzrostowej (fitotronu) jak i w polu (warunki $rodowiska niekontrolowane). Wykazano,
ze badane linie hodowlane znacznie r6znity si¢ poziomem ekspresji poszczegdélnych genow
w zaleznosci od Srodowiska wzrostu (fitotron/pole), przy czym réznice pomiedzy najnizsza
a najwyzszg ekspresjg obserwowano dla genu 7aCKX9 u genotypéw uprawianych w fitotronie
ibyly one ponad stukrotne. W warunkach polowych natomiast najwigksze roznice,
odpowiednio 275-krotne, w ekspresji obserwowano dla genu 7aCKXI0. Zgodnie
z oczekiwaniami w przypadku niektorych gendw nie stwierdzano istotnych statystycznie réznic
w ich ekspresji w genotypach uprawianych w warunkach kontrolowanych i polowych. Sugeruje
to mozliwos¢ wykorzystania pomiaru ekspresji genéw u roslin rosnacych w fitotronie (dotyczy

klosow) i uzycie go jako markera potencjalu plonotwoérczego dla roslin uprawianych w



warunkach polowych. W pracy badano réwniez koekspresje¢ genow 7aCKX i NAC, a doktadnie
genu TaNAC2-54, stwierdzajac istotne statystycznie korelacje pomigdzy poziomem ekspresji
w korzeniu dla niektorych par gendw a cechami fenotypowymi czgéci nadziemnej roslin. Tu
mam uwage o charakterze ogdélnym dotyczaca interpretacji zwiazku pomigdzy poziomem
ekspresji genéw a cechami morfologicznymi przy wykorzystaniu wspétczynnika korelacji.
Bytbym niezwykle ostrozny w uznawaniu istnienia takiego zwigzku, jesli wspdlczynnik
korelacji nie przekracza poziomu 0,5, nawet gdy stwierdzono istotng czy wysoce istotng
korelacje.

W publikacji trzeciej, moim zdaniem najwazniejszej w niniejszej rozprawie, zbadano
poziom ekspresji genéw rodziny 7aCKX oraz genu 7TaNAC2-54 w pigciu liniach hodowlanych
oraz osiem potomstwach F> wyprowadzonych z roslin Fi otrzymanych w wyniku krzyzowania
w obie strony wybranych form rodzicielskich (w jednej kombinacji krzyzowania dana linia byla
raz matkg a raz ojcem). W puli tych genotypéw oceniono poziom ekspresji badanych genéw w
ktosach, 7 dni po kwitnieniu (DAP) i w korzeniach oraz cechy plonotwoércze. Celem tych prac
bylo okreslenie, w jaki sposéb dziedziczone sg wzorce ekspresji tych genow, wraz z genem
kodujacym czynnik transkrypcyjny 7aNAC2-54 oraz ich zwigzek z cechami plonotworczymi.
Testy wykonano w klosach 7 DAP i w korzeniach siewek rodzicéw oraz ich potomstw Fo.
Niektore pary lub grupy genéw wspdtpracowaly ze soba, a niektére nie. Modele regulacji w
gore lub w dot ekspresji gendw TaCKX i TaNAC2-54 dla kombinacji niskoplonujacych roslin
matecznych skrzyzowanych z wysokoplonujacymi roslinami ojcowskimi, obserwowane w
potomstwie F» wskazywaly na odtwarzanie w nich ekspresji gendw i produktywnosci
komponentu ojcowskiego. Wytworzylo to pewien ,uklad architektury genetycznej“.
Wspotczynniki korelacji miedzy ekspresja genéw 7aCKX'i TaNAC2-54 a cechami zwigzanymi
z plonem u wysoce produktywnego potomstwa F» wskazywaly, ktore ztych genoéw byly
specyficznie skorelowane z indywidualnymi cechami plonotwérczymi. Najczesciej
stwierdzano istotng, dodatnig korelacj¢ ekspresji genu 7aCKX2. ] badanego w klosach, z liczbg
ziaren, masg ziarna, liczba klosow i dlugoscia kloséw oraz masa korzeni siewek. Co ciekawe
poziomy ekspresji genéw rodziny 7aCKX1 lub TaNAC2-54 w korzeniach siewek byly ujemnie
skorelowane z cechami wymienionymi powyzej. Masa tysigca ziaren (TKW) byla obnizana
przez geny TaCKX2.2.2, TaCKX2.1 i TaCKX10 badane w klosach 7 DAP, ale dodatnio
korelowala z ekspresja genow TaCKX10 i TaNAC2-54 badanych w korzeniach siewek. Taki
sposob przekazywania wzorcow ekspresji genow rodziny 7aCKX i TaNAC2-5A4 oraz cech
zwigzanych z wydajnoscig od rodzicéw do pokolenia F» wskazuje, zdaniem Autorki, na

imprinting ojcowski.



W tym miejscu nie sposob nie odnie$¢ si¢ do zaprezentowanej w trzeciej pracy
koncepcji imprintingu ojcowskiego. Jak Doktoranta stusznie zauwazyla w przegladzie
literatury, jest to zjawisko niezwykle malo poznane, a jesli juz pojawiaja sie takie doniesienia
to dotyczg one raczej imprintingu matecznego niz ojcowskiego oraz wystepujgcego gtdwnie
u diploidow. Oczywiscie nie moge zakwestionowac, tego, ze udato si¢ odkry¢ takie zjawisko,
ale potwierdzenie wystgpowania tego fenomenu w pszenicy wymaga jeszcze wielu
dodatkowych badan. Niezaleznie jednak od tego czy imprinting ojcowski zostanie
potwierdzony przez inne zespoly badawcze czy nie, to niewatpliwym sukcesem tej pracy jest
opracowanie wzoru ekspresji gendéw rodziny 7aCKX i jego powigzanie z cechami
plonotworczymi. Co wigeej, te wzory mozna potraktowaé jako markery molekularne
podnoszace poziom plonowania pszenicy, a po rozszerzeniu tych badan na inne gatunki
réwniez u pozostatych zboz.

Uznaje wyniki tej pracy doktorskiej za oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
iwazny asumpt do wykorzystania tych wynikéw w przyszlej strategii selekcji

wysokoplonujgcych odmian pszenicy.

W trakcie analizy rozprawy nasungtly mi sie pewne uwagi i pytania:

1. W pracy wydzielono rozdzial: ,,Wykaz uzywanych skrétow i termindw*. Mysle,
ze mozna byto zrezygnowa¢ z tego rozdziatu i wprowadzi¢ wszystkie skroty i terminy
w tres¢ opracowania, szczegdlnie, ze wyjasnienie wigkszosci z nich znajduje sie juz
w tekscie.

2. Co do zasady uwazam, ze w pracach naukowych powinno si¢ stosowa¢ forme
bezosobowa. Wprowadzanie formy osobowej np. pierwszej osoby liczby pojedynczej
moze by¢ uzasadnione tylko w takim przypadku, gdy chcemy szczegélnie podkreslié
jakies indywidualne osiggniecie.

3. W metodyce publikacji nr 2 wskazano, ze liczba genotypéw uzytych w analizach
wynosita 34, a w niniejszej rozprawie podano, ze bylo to 60 obiektéw. Prosze
0 wyjasnienie rozbieznosci.

4. W publikacji nr 3 nie znalaztem informacji czy badano ekspresje genéw rodziny 7aCKX
i TaNAC2-54 w pokoleniu F). Taka analiza dostarczylaby dodatkowych danych
uwiarygadniajacych opisane w pracy wzory ekspresji genéw.

5. lle roslin pokolenia F> badano dla kazdej kombinacji krzyzowania opisanej w publikacji

nr 3?



6. Czy Pani zdaniem wykazane wzory ekspresji genéow 7aCKX powigzanych
z produktywnoscig uwidocznione w pokoleniu F» beda stabilne w trakcie selekcii,
w kolejnych latach programu hodowlanego?

7. Przyjmujac, ze wzory ekspresji wybranych genéw TaCKX stalyby sie markerami
produktywnosci pszenicy jak moglaby wyglada¢ strategia praktycznego ich

wykorzystania w programach hodowlanych?

Na zakonczenie pragne zaznaczy¢, ze pewne braki czy drobne biedy stylistyczne nie
wplywajg na mojg wysoka oceng tej pracy. Nie widzg réwniez zadnego powodu by poprawiaé

lub uzupetnia¢ przygotowang rozprawe.

Podsumowanie

Niniejszym stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Karoliny Szala pt.: ,Identyfikacja zmiennosci genetycznej pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.) zwigzanej z gospodarka cytokininy i korelujgcej z potencjalem
plonotwoérezym” spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art.13 ustawy
z 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789), uwzgledniajgc rozporzadzenie MNiSW z dnia
19 stycznia 2018 roku w sprawie szczegétowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci
w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie
tytutu pro.fesora (Dz.U. z 2018 r. poz. 261), zgodnie z art. 179 ustawy z 3 lipca 2018 r. —
Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz.
1669).

W zwigzku z powyzszym wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Hodowli
i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Radzikowie o dopuszczenie

Pani mgr inz. Karoliny Szala do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




