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pt.: ,Analiza genetyczna i molekularna nowych genéw niewrazliwos$ci na fotoperiod

(Ppd) w pszenzycie”

wykonanej w Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie pod opiekg promotora prof. dr hab. Krzysztofa Kowalczyka 1

promotora pomocniczego dr Justyny Lesniowskiej-Nowak

Tematyka przedstawionej pracy doktorskiej jest interesujagca i przyczynia sig
dtugoterminowo do wzrostu konkurencyjnosci hodowli polskich odmian zb6éz poprzez
identyfikacje i charakterystyke nowych alleli genow zwiagzanych z poprawa zdolnosci
adaptacyjnych i wzrostem plonéw. Rozwoj mozliwosci genetycznych metod regulowania
terminu kwitnienia jest niezwykle istotny wobec zmian klimatu oraz w hodowli heterozyjne;
pszenicy 1 pszenzyta.

Rozprawa doktorska liczy 120 stron i ma strukturg typowa dla prac badawczych. Kolejne
rozdziaty zawierajg: przeglad literatury (22 strony), cel pracy oraz opis materialéw i metod (16
stron). Zasadnicza czg$¢ pracy stanowi liczace 43 strony omowienie wynikow. Praca ma
przejrzystg strukture a informacje podawane sg w uporzadkowany sposob. Prace konczy
dyskusja (10 stron) i wilasciwie sformulowane wnioski, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz obejmujacy 17 stron spis literatury zawierajacy 200 pozycji.

Tytut jest sformulowany prawidlowo i wiasciwie okresla zawarto$¢ pracy. Nie
zamieszczono spisu skrotow, ktory bylby wskazany ze wzglgdu na metody analizy DNA
omawiane w czesci przegladowej. Przeglad literatury przedstawiono jako jednolity rozdziat,
chociaz zawiera systematyczne omowienie odrebnych zagadnien tj.: rola i znaczenie pszenzyta,
historia i aktualne kierunki hodowli pszenzyta, genetyczno-fizjologiczne podstawy terminu

kwitnienia u zbo6z, efekty plejotropowe gendéw ppd oraz wybrane systemy markerow
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genetycznych. W przegladzie literatury pokreslono szczegdlng rolg pszenzyta w gospodarce
Polski. Historia prowadzaca do powstania nowoczesnych odmian pszenzyta zostala
przedstawiona z ciekawymi szczegoétami, oraz stusznym podkresleniem roli polskich firm
hodowlanych oraz osrodkow naukowych (UP w Lublinie 1 [IHAR w Radzikowie). Kierunki
hodowli oméwiono syntetycznie i przy omawianiu wartosci wypiekowych pszenzyta troche
zabraklo prac prof. Adama PLukaszewskiego. Omoéwienie roli terminu kwitnienia bardzo
wprowadza w glowne zagadnienia poruszane w rozprawie. Geny wplywajace na termin
kwitnienia u zb6z zostaly omowione wyczerpujgco natomiast ze wzgledu na wspomniane
ortologie genow zabraklo mi schematu pokazujacego wzajemne interakcje pomigdzy
czynnikami determinujgcymi termin kwitnienia u Arabidopsis lub jeczmienia. Szczegélowo
przedstawiono dane o lokalizacji i roli genéw wernalizacji, wrazliwosci na fotoperiod i
wczesnosci per se u pszenicy i zyta. Zarysowano rolg cytochroméw i fitochroméw w odbieraniu
1 reakcji na fotoperiod.

W trakcie lektury przegladu nasunely mi si¢ nastgpujace pytania. Czy mozna jako$
wyjasnié, ze w warunkach dnia krotkiego allel dominujacy Ppd-1 przyspiesza kwitnienie u
pszenicy a u jeczmienia jest nieaktywny (str. 16). Co stanowi sygnal generowany na bazie genu
TaFTI transportowany do merystemow kwiatowych? Przy omawianiu metody DArT (str. 26)
wydaje sie, ze system detekcji markeréw DArT przedstawiono w trochg niejasny sposob a to
raczej przypomina typowa technike mikromacierzowa w ktorej znakowane fluorescencyjnie
badane DNA jest hybrydyzowane do immobilizowanych nieznakowanych sond. Cato$¢
przegladu jest podbudowana licznymi odno$nikami literaturowymi. Doktorantka w
wyczerpujacy i rzeczowy sposéb wprowadzila w tematyke pracy.

W dalszej czesci zdefiniowano 6 celow pracy obejmujacych m.in. identyfikacje genu
niewrazliwosci na fotoperiod, okreslenie sposobu jego dziedziczenia, zwigzku z wybranymi
cechami iloSciowymi, analize porownawczg sekwencji i identyfikacje markerow DArTseq
sprzezonych z tym genem w badanej populacji pszenzyta. W kolejnym rozdziale ,,Material i
metody” przedstawiono materialy badawcze i linie referencyjne. Z opisanego procesu
uzyskiwania komponentow rodzicielskich z uwzglednieniem spontanicznej diploidyzacji
mieszanca Clever x (Amilo x Dasypyrum villosum) wynika, ze bedzie mial uproszczony sklad
genomowy AABBDDRR, po krzyzowaniu z pszenica Nadobna (AABBDD) wyglada na to ze
genom R bedzie eliminowany. Czy w badaniach DArTseq uzyskiwano markery adnotowane
do wszystkich chromosoméw z 4 genomdw? W tabeli 1 wskazane bytoby uzupei¢ informacje
o genach Ppd obecnych w materiatach referencyjnych. Przedstawiono bardzo doktadny opis

metod statystycznych wraz ze $ciezkami analizy w programie Statistica. Dla sekwencji uzytych
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do projektowania starterow powinny by¢ podane numery w bazie NCBI, co pozwoliloby na
sprawdzenie poprawnosci realizacji tego etapu. Przy opracowaniu danych z DArTseq
wykorzystano tylko czgs¢ mozliwosci tj. analize asocjacyjng — pozostala do wykorzystania
mapa genetyczna i analiza ilosciowa QTL - ktdéra pozwolilaby na weryfikacj¢ adnotacji
markerdw i dalaby informacje o konstrukcji genetycznej populacji.

W omoéwieniu wynikow wprowadzono klasyfikacje roslin do podklas wczesnosci i
wykorzystano test %> do okreslenia sposobu dziedziczenia wczesnosci kwitnienia w badanej
populacji. Dla wigkszosci badanych cech stwierdzono rozklad obiegajacy od normalnego. Na
podstawie korelacji z terminem kwitnienia stwierdzono negatywna lub nieistotng zaleznos¢
pomiedzy terminem kwitnienia (obecno$¢ genu Ppd) a dlugoscia pgdu giéwnego 1 osadki
ktosowej, liczbg ktoskow i ziarniakéw w klosie gléwnym oraz ich masa. Znalazio to réwniez
przetozenie na obliczone parametry ptodnosci kloska i masy tysiaca ziaren o negatywnej lub
nieistotnej korelacji z terminem kwitnienia oraz zbitosci ktosa o pozytywnej korelacji. Ta czg¢s¢
omoOwienia wynikow moze by¢ bardziej syntetycznie przedstawiona. Uzupelnienia moga
wymagac ryciny 3-18, na ktorych brakuje skali i jednostek.

W nastepnej czesci pracy porownano zmienno$¢ badanych cech jakosciowych w grupach
poznych, wezesnych i formach rodzicielskich. Liczebnosé roslin w populacjach jest rozna dla
badanych cech i wydaje si¢, ze powinna by¢ powiazana z liczebnoscia okreslong na etapie
badania dziedziczenia. Podobnie formy rodzicielskie nie powinny by¢ wiaczone do jedne)
grupy bo wtedy trudno znaleZ¢ osobniki z transgresja. Tabele z danymi o istotnosci réznic
pomigdzy grupami zawierajg dwukrotnie te same informacje i moga zostaé czg¢sciowo
potaczone ze sobg z podaniem réznic dla F2 i F3 w roznych czgsciach tabeli. Do celow
publikacji wyniki zawarte w tym podrozdziale mozna przedstawi¢ bardzo syntetycznie.
Przeprowadzona analiza pozwolila statystycznie powiaza¢ zmiany cech ilosciowych z
wezesnoscig badanych roslin.

W ostatniej czesci wynikow przedstawiono analizy DNA genow Ppd. Stosujac startery dla
Ppd-Bla uzyskano amplifikacj¢ wylgcznie w linii Pozny 3. Z kolei z analizy genu Ppd-Dla
wynika, ze nie wystepuje m.in. w tej linii. Jak to mozna wyjasni¢ biorgc pod uwage
pochodzenie tej linii i fakt, ze obie pszenice w rodowodzie nie réznia si¢ pod wzgledem tych
gendéw? Po optymalizacji oznaczef uzyskano markery $wiadczace o tym, ze oba komponenty
rodzicielskie zawieraja sekwencje amplifikowane po zastosowaniu starteréw bazujacych na
genach Ppd-Dla i Ppd-Bla. Czy w takim wypadku analizy materialéw referencyjnych nie
powinny byé powtérzone w zoptymalizowanych warunkach? Brakuje wynikow dla
pozostatych zaprojektowanych starterow — co pozwolitoby uzyska¢ informacj¢ czy
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komponenty byly homozygotyczne pod wzgledem gendéw Ppd. Uzyskane fragmenty genow
Ppd-Dla i Ppd-Bla zsekwencjonowano i poroéwnano z wybranymi sekwencjami z bazy NCBI
1 zidentyfikowano mutacje. Ryciny 31 i 32 odnosza si¢ do tego samego genu. Trudno
powiedzie¢, czy stwierdzone mutacje wptywaja na funkcje badanych genéw poniewaz,
zidentyfikowane zmiany z genu Ppd-Bla z linii Wezesny 1 sg takie same w poréwnaniu do obu
alleli Ppd-Bla i Ppd-B1b w bazie NCBI. Czy mozna wykluczy¢, ze sekwencja fragmentu genu
Ppd-Dla z rodzica Pézny 3 nie pochodzi od zyta lub Dasypyrum villosum?

W pracy przeprowadzono rowniez analize¢ DArT i uzyskano ponad 34 tysigce markerow.
Wyniki te wykorzystano jedynie w analizie asocjacyjnej co pozwolito na wybor 7 sekwencji
(sekwencje 2 i 4 wygladaja identycznie). Uzupelnienia wymaga efekt zwigzany z
wystepowaniem danego wariantu markera, informacja do czego odnosi si¢ podana pozycja na
chromosomie. W sumie zidentyfikowano kilka sekwencji i nie wiadomo teraz, czy odnosza sie
do jednego czy wigkszej liczby loci. Uzyskane dane DArT mogg by¢ tez wykorzystane do
charakterystyki komponentéow rodzicielskich i wstgpnego okreslenia ich konstrukcji
genetycznej, oraz mapy genetycznej analizowanej populacji.

W dyskusji szeroko oméwiono efekty plejotropowe zwiazane z obecnoscia genéow Ppd-
Dla, Ppd-Blai Ppd-Ala. Efekty obecnosci tych alleli w pszenicy byly korzystne i przyczyniaty
si¢ do wzrostu plonu. Wplyw gendéw Ppd na poszczegdlne komponenty plonu omdéwiono w
uporzadkowany sposob. Interpretacja wynikow sekwencjonowania genéw Ppd nie jest
przejrzysta. Produkty PCR ze starterami Ppd-Bla roznig rodzicOw natomiast nie pokazano
podobienstwa tych produktéw do genu Ppd-Bla a jedynie Ppd-Blb. Wydaje sie, ze
bezpiecznym rozwigzaniem byloby uzupelnienie tych analiz o inne publikowane markery dla
genow Ppd-1B, zeby uzyska¢ potwierdzenie czy komponenty r6znig si¢ funkcjonalnie w tym
locus. Jesli niewrazliwos¢ na fotoperiod w locus Ppd-Bla jest wynikiem zmian w liczbie kopi
genu to standardowa metoda PCR nie pozwoli na zdiagnozowanie tego genu i bardziej
odpowiednim narzgdziem bytaby metoda gPCR. Opis na stronie 97 w zdaniu ,,Pierwsza zmiang
byt SNP ...” wymaga poprawy bo SNP nie moze by¢ az tak duzg insercja. W dyskusji
oméwiono wiele markerow genu Ppd-Bl — ich wlaczenie do pracy byloby korzystne. Analiza
asocjacyjna wymaga rozwini¢cia o charakterystyke struktury populacji. Wybor sekwencji
specyficznych dla wybranej puli genotypdw jest najprostszym rozwigzaniem jednak wskazanej
jest uzupetnienie analiz o informacje o efektach i istotnosci. Praca jest napisana starannie i

bledy edytorskie sg nieliczne.




Rozprawe doktorskg Pani mgr inz. Aleksandry Wieremczuk nalezy uzna¢ za samodzielne
rozwigzanie problemu badawczego przy uzyciu adekwatnej i nowoczesnej metodyki, co jest
warunkiem ustawowym stawianym rozprawom doktorskim.

Biorac pod uwage wszystkie aspekty przedstawionej mi do recenzji pracy stwierdzam, iz
spelnia ona wszystkie kryteria stawiane rozprawom doktorskim w Artykule 13 Ustawy o
Stopniach i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki. W zwigzku z
powyzszym wnosze o dopuszczenie Pani mgr inz. Aleksandry Wieremczuk do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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