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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny Szala pt.
»ldentyfikacja zmiennosci genetycznej pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)
zwigzanej z gospodarka cytokininy i korelujacej z potencjatem plonotwérczym”

Wprowadzenie

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.), obok ryzu i kukurydzy, jest jednym z trzech
najwazniejszych gatunkéw roslin uprawnych, swiatowa produkcja pszenicy wynosi obecnie
okoto 780 mIn ton i zapewne jest tylko kwestig czasu kiedy osiggnie 1 miliard ton. Ze
wzgledu na ogromne znaczenie gospodarcze pszenicy, zainteresowanie hodowl3 tego
gatunku stale wzrasta, a programy hodowlane sg przede wszystkim ukierunkowane na
uzyskiwanie odmian o wiekszym plonie. Pszenica zwyczajna jest gatunkiem
alloheksaploidalnym, charakteryzuje sie ztozonym genomem o wielkosci okoto 17 miliardow
par zasad, sktadajgcym sie z trzech subgenomoéw A, B i D, co skutkuje tym, ze geny wystepujg
w postaci subgenomowych homeologéw. Wielko$¢ i ztozonos¢ genomu pszenicy przez diugi
czas stanowity wyzwanie dla badan genetycznych na poziomie molekularnym i ograniczaty
wykorzystanie metod biotechnologicznych w doskonaleniu pszenicy. Jednak w ostatnich
latach, dzieki rozwojowi nowych technologii, a przede wszystkim dzigki zsekwencjonowaniu
genomu pszenicy, otworzyly sie zupetnie nowe mozliwosci badawcze i nastepuje szybki
postep poznawaniu genow o kluczowym znaczeniu dla hodowli.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Karoliny Szala dotyczy
gendw CKX, kodujacych oksydazy/dehydrogenazy cytokinin, enzymy nieodwracalnie
degradujace cytokininy. Geny te dajg mozliwos¢ ingerencji w homeostaze hormonalng na
potrzeby poprawy cech plonotwarczych pszenicy, a wiec ich poznanie ma duze znaczenie.
Praca zostata wykonana w Zaktadzie Genomiki Funkcjonalnej Instytutu Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin-Pafstwowy Instytut Badawczy w Radzikowie. Promotorem pracy jest
Pani Prof. dr hab. Anna Nadolska-Orczyk, zas promotorem pomocniczym Pani dr Marta
Dmochowska-Boguta. Praca doskonale wpisuje sie w gtéwng tematyke badawczg tego
zespotu i dzieki wezesniejszym pracom nad genami CKX u jeczmienia mozliwe byto bardzo
dobre zaplanowanie badarn nad tymi genami u pszenicy. Wykonana praca jest nowatorska,
gdyz po raz pierwszy cato$ciowo zbadano geny CKX wystepujace w alloheksaploidalnym
genomie pszenicy. Wyniki uzyskane w ramach pracy mogg znalez¢ zastosowanie podczas
opracowywania nowych strategii hodowli pszenicy, zaréwno opartych na modyfikacjach
genetycznych, jak i wykorzystujacych naturalng zmiennosc genetyczna.
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Dane formalne rozprawy

Rozprawa doktorska jest zbiorem publikacji i sktada sie z trzech prac opublikowanych
w uznanych pismach naukowych. Prace zostaty opublikowane w latach 2019-2023 i wszystkie
sg w standardzie open access. Pierwsza praca zostata opublikowana w pismie PLoS ONE
(IF2019=2.74), druga w BMC Plant Biology (IF2020=4.215), zas trzecia w International Journal
of Molecular Sciences (IF2021=6.208). Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania tych
publikacji jest rowny 13,163. Doktorantka jest drugim Autorem w pierwszej pracy, w ktorej
identyfikowano geny CKX wystepujace w genomie pszenicy i zbadano profile ich ekspresji. Z
os$wiadczen wspotautorow wynika, ze w tej pracy wktad Doktorantki byt merytorycznie
znaczacy, byt zwigzany z analizg danych bioinformatycznych i wykonaniem analizy ekspresji
genow, a wiec analiz kluczowych dla publikacji i dalszych prac Doktorantki. Doktoranta jest
pierwszym Autorem zaréwno w drugiej jak i w trzeciej publikacji. Wktad Doktorantki w
powstanie tych prac byt wiodgcy i merytorycznie istotny. Doktorantka uczestniczyta w
opracowaniu metodologii, wykonata wiekszo$¢ badan, analizowata i interpretowata wyniki
oraz uczestniczyta w opracowaniu wynikéw na potrzeby publikacji. Oswiadczenia
wspotautordw publikacji dotgczone do rozprawy doktorskiej sa zgodne z oswiadczeniami
Doktorantki.

Rozprawa, oprocz trzech publikacji, obejmuje: wykaz uzywanych skrétéw i terminow,
wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, streszczenia, przeglad literatury,
zestawienie celéw badarn i hipoteze badawczg, omowienie i podsumowanie wynikow,
obserwacje i wnioski oraz spis literatury, w ktéorym Autorka zamiescita 142 pozycje
literaturowe i 3 Zrodta internetowe. tgcznie rozprawa liczy 150 stron. W rozprawie
zamieszczono informacje, ze badania byty wykonane w ramach realizacji dwéch projektow
kierowanych przez Promotora, projektu OPUS7 finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki i zadania realizowanego w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu
biologicznego w produkcji roslinnej finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju
Wsi. Ponadto Doktorantka zamiescita oSwiadczenie o zmianie nazwiska w trakcie realizacji
pracy doktorskie;.

Ocena rozprawy

W przegladzie literatury Autorka przedstawita syntetyczny zarys wiedzy zwigzanej z
problematyka badawczg pracy. W pierwszym podrozdziale w syntetyczny sposéb omowita
znaczenie gospodarcze i strukture genomu pszenicy. Drugi podrozdziat jest znacznie bardziej
rozbudowany. Autorka doktadnie przedstawita funkcje i metabolizm cytokinin, wskazujgc na
biotechnologiczny potencjat gendw zwigzanych z syntezg i degradacjg tych hormonow. W
kolejnej czesci przegladu literatury, Autorka szczegétowo przedstawita geny kodujace
oksydazy/dehydrogenazy cytokinin (CKX), enzymy ktdre nieodwracalnie degradujg
cytokininy, uwzgledniajgc wczesniejsze badania przeprowadzone nad jeczmieniem i
pszenicg. Autorka skupita sie przede wszystkim na roli gendw CKX w regulacji plonowania
oraz mozliwosci ich wykorzystania w celu poprawy plonowania, chociaz geny te mogg takze
uczestniczy¢ w ksztattowaniu odpowiedzi na stresy i typu wzrostu roslin (przyktadowo, u
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ogorka mutacja w jednym z gendw CKX skutkuje krzaczastym typem wzrostu roslin).
Nastgpnie Autorka ogdlnie omowita czynniki transkrypcyjne NAC, wskazujgc na czynnik
NAC2, zaangazowany miedzy innymi w zalezng od cytokinin regulacje ekspresji genow,
ktérego nadekspresja prowadzita u ryzu do zwiekszonej produktywnosci. W ostatniej czesci
przegladu literatury Doktorantka przedstawita ogdlnie poznane mechanizmy dziedziczenia
epigenetycznego, bardziej szczegétowo omawiajac pietnowanie rodzicielskie (ang. parental
imprinting). Pomimo tego, ze od wielu lat mechanizmy dziedziczenia epigenetycznego budzg
olbrzymie zainteresowanie naukowcow wcigz pozostajg niewystarczajgco poznane,
szczegOlnie w przypadku poliploidalnych gatunkéw roslin.

Przeglad literatury jest napisany logicznie i stanowi dobre wprowadzenie do tematyki
badawczej rozprawy. W zdecydowanej wiekszosci jest oparty o prace anglojezyczne,
opublikowane w uznanych pismach naukowych. Autorka pokazata w tym rozdziale, ze jak
dotychczas badania nad genami CKX i NAC2 prowadzone byty gtéwnie dla gatunkow
posiadajacych stosunkowo proste genomy diploidalne, zas badania nad tymi genami u
pszenicy byty fragmentaryczne i niepetne. To potwierdza, ze w petni uzasadnione byto
podjecie kompleksowych prac badawczych nad tymi genami u pszenicy.

W kolejnym rozdziale rozprawy Doktorantka przedstawita cel pracy, cele szczegétowe
i hipoteze badawcza. Autorka zdefiniowata cel gtéwny i dwa cele szczegotowe, ktore
dotyczacy wykorzystania potencjatu gendw CKX na potrzeby hodowli pszenicy. W rozdziale
tym Autorka przedstawita tez hipoteze naukowg, mowigca o tym, ze “geny z rodziny CKX,
ktére wykazujg wysoka ekspresje w rozwijajacych sie ktosach i/lub systemie korzeniowym,
istotnie wptywaja na potencjat plonotwarczy i/lub mase systemu korzeniowego”. Mysle, ze
hipoteza ta mogtaby byc lepiej zredagowana, miedzy innymi dlatego, ze nie obejmuje
badanego w pracy genu kodujgcego czynnik transkrypcyjny NAC2.

Zasadniczg czes$c¢ rozprawy doktorskiej stanowig trzy publikacje naukowe, ktore
zostaty opublikowane w uznanych pismach o miedzynarodowym zasiegu. Prace te sg spojne
tematycznie i dostarczajg nowej wiedzy na temat gendw CKX i NAC2 wystepujacych u
pszenicy. Autorka zawarta w rozprawie streszczenie tych publikacji i podsumowanie
uzyskanych wynikow.

Wykonana w pierwszym etapie badan “inwentaryzacja” genow CKX, oparta o analizy
bioinformatyczne bazujgce na publicznie dostepnych zasobach genomicznych dla pszenicy,
pozwolita je pogrupowac i ujednolici¢ ich nazewnictwo. Tu niezwykle przydatne okazato sie
doswiadczenie zespotu w pracach nad genami CKX u jeczmienia. Nastepnie wykonana zostata
analiza ekspresji gendw CKX z wykorzystaniem metody RT-qPCR. Analize te wykonano dla
wszystkich genow CKX dla trzech linii pszenicy. W oparciu o podobienstwo profili ekspresji
Doktorantka wydzielita cztery grupy gendw CKX, ulegajace specyficznej ekspresji w
korzeniach, lisciach, kwiatostanach i ktosach oraz we wszystkich badanych organach
(publikacja 1). Profilowanie ekspresji i analizy statystyczne umozliwity wskazanie genow
zwigzanych z potencjatem plonotwadrczym do dalszych badan. Ponadto badania te
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dostarczyty informacji, ktore pozwolity dobrze zaplanowac kolejne doswiadczenia,
przyktadowo Doktorantka odnotowata wptyw godziny pobierania tkanki na ekspresje
badanych gendw i stwierdzita réznice pomiedzy trzema badanymi odmianami.
Najwazniejszymi wynikami tej czesci pracy byto zbadanie ekspresji gendw CKX w kontekscie
ksztattowania cech plonotworczych pszenicy. Wyniki analiz bioinformatycznych ulegty dosc
szybko zweryfikowaniu w pracy Chen i in. (2020), co byto nastepstwem aktualizacji baz
danych z zasobami genomicznymi dla pszenicy.

W drugim etapie prac Doktorantka okreslita i porownata wzory ekspresji 11 genow
CKX dla 34 odmian i wspofczesnych linii hodowlanych pszenicy pochodzgcych z firm
hodowlano-nasiennych. Dodatkowo, do badan wtaczony zostat gen NAC2 (TaNAC2-5A),
ktorego ekspresja u ryzu byta zwigzana z cechami plonotwdérczymi i metabolizmem cytokinin.
Analizy zostaty wykonane nie tylko dla roslin rosnacych w fitotronie, ale takze dla roslin
rosngcych w polu, co jest bardzo cenne, gdyz pokazuje w jakim stopniu wyniki uzyskane w
kontrolowanych warunkach fitotronowych pokrywaja sie z wynikami dla warunkow
polowych (publikacja 2). Dysponujac duzym zbiorem danych Doktorantka mogta analizowac
profile ekspresji gendw CKX i NAC2 w powigzaniu z cechami plonotworczymi i masa systemu
korzeniowego oraz wskazac grupy genow ulegajgce koekspresji w obydwu srodowiskach.
Doktorantka pokazata, ze poziom ekspresji badanych genéw jest rézny dla badanych odmian
i linii hodowlanych, co oznacza, ze na podstawie naturalnej zmiennosci profili ekspresji
genow CKX i NAC2 mozna tak dobierac¢ formy rodzicielskie do krzyzowan, by poziom
ekspresji tych gendw w potomstwie zapewniat wysokg wartosc cech plonotwarczych.
Autorka stwierdzita tez, ze profile ekspresji badanych genow w warunkach fitotronowych sg
dla wiekszosci gendw inne niz w warunkach polowych, ale zidentyfikowata takie, na ktorych
ekspresje warunki uprawy nie miaty wptywu. Autorka postuluje, ze na potrzeby selekcji takie
geny moga byc¢ testowane w warunkach fitotronowych. Ciekawym wynikiem byto wskazanie,
ze profil ekspresji czynnika transkrypcyjnego NAC2 jest podobny do profili niektorych genow
CKX i powigzany z cechami fenotypowymi czesci nadziemnej rosliny. Pomimo ztozonosci
wynikow, Autorka opracowata modele ukazujgce korelacje pomiedzy profilami ekspresji
genow CKX i NAC2 oraz cechami plonotwoérczymi. Wyniki tej czesci pracy, opublikowane
przez Doktorantke w drugiej publikacji, stanowig najwazniejszg czes¢ rozprawy doktorskie;.

W trzecim i ostatnim etapie pracy Doktorantka wykorzystata krzyzowania linii
pszenicy o kontrastowych profilach ekspresji gendw CKX i parametrach cech plonotwérczych
oraz pokolenia F2, aby zbadac sposdb dziedziczenia tych profili. Krzyzowania roslin byty
wykonane dla czterech uktadoéw linii rodzicielskich w obydwu kierunkach. Autorka pobierata
do analiz tkanke z linii rodzicielskich i pojedynkow F2. Szkoda, ze do analiz nie wtgczono
roslin F1. Analizy pokazaty, ze profile ekspresji gendw CKX i NAC2 s dziedziczne, przy czym
dla wielu gendw jak rowniez cech plonotwdrczych byty dziedziczone jednorodzicielsko
ojcowsko, a dla pojedynczych jednorodzicielsko matecznie. Autorka opracowata model
taczacy te profile z parametrami cech plonotworczych, proponujac metodyke selekcji w
oparciu o profilowanie ekspresji genow CKX i NAC2 w korzeniach i mtodych ktosach na



potrzeby hodowli. Najciekawszym wynikiem tej czesci pracy jest wskazanie roli pietnowania
rodzicielskiego w ksztattowaniu potencjatu plonotworczego pszenicy. Jak dotychczas
zjawisko to nie byto opisywane dla pszenicy. W moim odczuciu wyniki te stanowig dobry
punkt wyjscia do dalszych badan, ktérych celem bytoby poznanie mechanizmu pietnowania
rodzicielskiego gendow CKX.

W rozdziale zatytutowanym ,Obserwacje i wnioski” Autorka rozprawy
zaprezentowata kluczowe spostrzezenia i wnioski, ktore zostaty ujete w dziesieciu punktach.
Stwierdzenia zawarte w poszczegdlnych punktach sg réznej wagi i w wiekszosci maja
charakter biologiczny i sg powigzane z celami pracy. Pojedyncze stwierdzenia majg charakter
techniczny lub metodyczny, na przykfad punkty 1i 3. W moim odczuciu rozdziat ten mogtby
byc lepiej przemyslany i tak zredagowany, zeby zawarte w nim byty najwazniejsze wnioski
wynikajgce z wykonanych badan.

Podsumowujac, uzyskane przez Doktorantke wyniki sg oryginalne i dostarczajg nowej
wiedzy na temat gendw zwigzanych z potencjatem plonotwdrczym alloheksaploidalne;j
pszenicy. Doktorantka osiggneta cel pracy i zweryfikowata postawiong hipoteze naukowa,
poznajac zmiennosc ekspresji genow CKX i NAC2 w szerokiej puli materiatéw hodowlanych o
roznym potencjale plonotwdrczym. Nalezy podkreslic, ze jest to pierwsza tak catosciowo
wykonana analiza ekspresji gendw rodziny CKX i genu NAC2 u pszenicy, a znaczenie badan
potwierdza fakt, ze publikacje 1i 2 stanowigce rozprawe, byty juz cytowane odpowiednio 17
i 10 razy.

Uwagi do pracy

Wyniki przedstawione w ocenianej rozprawie byty juz pozytywnie zrecenzowane przez
specjalistow. Mam jednak pewne pytania, zwigzane z przedstawiong mi do recenzji
rozprawg, ktore maja charakter dyskusyjny lub dotyczg szczegdétéw metodycznych.

1. Autorka zwraca uwage na wptyw pory dnia na ekspresje genéow CKX. Czy mozna
przedstawic hipoteze, ze rytm dobowy, okreslany w literaturze anglojezycznej terminem
"cyrcadian clock”, reguluje transkrypcje gendw CKX?

2. Szacuje sie, ze u cztowieka okoto 230 gendw ulega pietnowaniu rodzicielskiemu. Czy
wiadomo, ile gendw podlega pietnowaniu rodzicielskiemu u roslin, w nastepnie
zaptodnienia komorki jajowej i rozwoju zarodkowego oraz zaptodnienia komorki
centralnej woreczka zalgzkowego i rozwoju endospermu?

3. W analizach RT-gPCR wyniki odnoszono do odmiany referencyjnej "Ostka”. Jakie byty
kryteria wyboru odmiany referencyjnej do analiz ekspresji badanych genow?



Mam tez kilka uwag o charakterze stylistyczno-edytorskim. Uwagi te, w zadnym stopniu nie
wptywajg na mojg pozytywng ocene pracy.

1. Autorka pisze o “metabolizmie cytokininy”. Czy wobec tego, ze u roslin wystepujg rézne
formy cytokinin, réznigce sie zaréwno budowg chemiczng jak i aktywnoscia biologiczng
czy nie powinno sie uzywac liczby mnogiej i pisa¢ o “metabolizmie cytokinin”?

2. W punkcie 2 rozdziatu "Obserwacje i Wnioski” Autorka stwierdza: , wykazano, ze geny
TaCKX sg tkankowo- i rozwojowo specyficzne”. W moim odczuciu stwierdzenie to jest
nieprecyzyjne, gdyz Autorka wyrdznita grupy genéw ulegajace specyficznej ekspresji w
organach, takich jak: korzenie, liscie, kwiatostany i ktosy.

3. W przypadku cytowania zrédet internetowych, Autorka podata link i date wejscia na
strone. Uwazam, ze dla takich zrodet powinna by¢ podana nazwa portalu, a zrédto
powinno by¢ umieszczone w spisie literatury zgodnie z przyjetym porzadkiem.

Whniosek korncowy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Karoliny Szala dotyczy
istotnej problematyki badawczej jaka jest poznanie roli gendw zwigzanych z metabolizmem
cytokinin w ksztattowaniu potencjat plonotwdrczego alloheksaploidalnej pszenicy. Cel pracy
zostat osiagniety, a uzyskane wyniki sg nowatorskie i w catosci zostaty opublikowane.
Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Szala pt. , Identyfikacja
zmiennosci genetycznej pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) zwigzanej z gospodarkg
cytokininy i korelujgcej z potencjatem plonotwdrczym” spetnia kryteria 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 trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w
przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie
profesora (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 wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji
Roslin - Panstwowego Instytutu Badawczego w Radzikowie o dopuszczenie mgr inz. Karoliny
Szala do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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