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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Katarzyny Stelmach
Pt ,Analiza dystrybucji transpozonéw DcSto w genomie marchwi
oraz wykorzystanie polimorfizmu ich insercji do analizy struktury genetycznej

populacji marchwi uprawnej (Daucus carota subsp. sativus)

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Stelmach zostala
wykonana pod kierunkiem Pana profesora dr hab. inz. Dariusza Grzebelusa oraz dr inz. Alicji
Macko-Podgérni jako promotora pomocniczego w Katedrze Biologii Roslin i Biotechnologii,
Wydzialu  Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytetu Rolniczego im. H. KoHataja
w Krakowie w ramach programu badan podstawowych na rzecz postepu  biologicznego
w produkcji roslinne; finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi,
pt. ..Opracowanie i wykorzystanie wysokowydajnych technik selekcji - genomowe;j
w doskonaleniu warzyw”. Praca realizowana byla w latach 2014-2020 w trakcie studidw
doktoranckich prowadzonych w Studium Doktoranckim Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona
Koltgtaja w Krakowie.

Podstawg ocenianej dysertacji sg trzy oryginalne publikacje naukowe oraz poprzedzajace
Je polskojezyczne opracowanie. Przedstawione do oceny publikacje ukazaty sie w latach 2017
— 2021 w recenzowanych, migdzynarodowych czasopismach, indeksowanych w bazie JCR
(Journal Citation Reports) oraz umieszczonych w wykazie czasopism naukowych MEN,
Wspolezynnik wptywu (IF, impact factor) tych prac waha si¢ od 3,161 do 4,171. Sumaryczny
IF czasopism, w ktérych opublikowano prace wynosi 10,775, natomiast suma punktow MEN
(wg komunikatu MEN w sprawie wykazu czasopism naukowych z dnia 9 lutego 2021 r.) to 380.

W dwoéch pracach Doktorantka jest pierwszym, w jednej drugim autorem. Biorgc pod uwage
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wymog prawny oceny indywidualnego wkladu Doktorantki w powstanie publikacji (Dz U
2014, poz 1383; §6 ust. 5 Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
3 pazdziernika 2014 w sprawie szczegdtowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci
w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie
tytutu profesora) i uwzgledniajac zarowno pisemne o$wiadczenia ztozone przez wszystkich
wspofautorow opublikowanych prac, jak i wklad poszczegolnych autorow w proces
powstawania prac okreslony w deklaracjach wkladu zawartych w tekstach publikacji, mozna
stwierdzi¢, ze rola Doktorantki w planowaniu, wykonywaniu i opracowaniu otrzymanych
wynikow badan, szczegodlnie opublikowanych w czasopismach Frontiers in Plant Science
1 BMC Plant Biology, byta istotna, gdyz Pani Katarzyna Stelmach uczestniczyta w kazdym
etapie pracy koncepcyjnej, eksperymentalnej i edytorskiej. Znaczgcy wktad Doktorantki
w postawanie prac nie budzi watpliwosci.

Nalezy podkresli¢, ze wechodzace w sktad rozprawy doktorskiej publikacje sg tematycznie
spojne 1 dotycza: (1) identyfikacji insercji i charakterystyki dystrybucji DcSto, ruchomych
elementow genetycznych Stowaway-like, w obrebie sekwencji kodujacych genomu
referencyjnego oraz 31 resekwencjonowanych genomow marchwi; (2) opracowania panelu
markerdw molekularnych typu ILP opartych na polimorfizmie insercji DeSto; a nastepnie
(3)ich wykorzystania do analizy struktury zmiennosci genetycznej kolekcji odmian
populacyjnych marchwi uprawnej. Tematyka badawcza podjeta przez Doktorantke doskonale
wpisuje si¢ w zakres naukowych zainteresowan zespotu badawczego, kierowanego przez Pana
Profesora Dariusza Grzebelusa, w ktorym Doktorantka realizowata badania.

W pierwszej pracy wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej, opublikowanej
w renomowanym czasopismie Frontiers in Plant Science, opracowano i zwalidowano panel
markeréw molekularnych opartych na aktywnosci transpozycyjnej elementéw DcSto
w genomie marchwi. Do opracowania markerow identyfikujgcych polimorfizm dlugosci
intronéw (ILP) wykorzystano 209 insercji transpozonow DcSto, za$ ostatecznie do
opracowania panelu do genotypowania marchwi uprawnej wybrano 90 markeréw DcS-ILP.
Uzytecznos¢ markeréw w analizie struktury zmiennosci genetycznej marchwi zweryfikowano
poprzez genotypowanie kolekcji 27 roslin reprezentujgcych odmiany uprawne i formy dzikie.
Analiza STRUCTURE wykazala mozliwy zwigzek pomigdzy strukturg zmiennosci

genetycznej a obserwowanym ksztattem korzenia spichrzowego.
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Gléownym celem badan zaprezentowanych w drugiej pracy, opublikowanej
w czasopismie Mobile DNA, byto wykorzystanie 14 rodzin transpozonow DcSto do analizy
TEASV  (TE-associated structural variation) w 31 resckwencjonowanych genomach
reprezentujacych cztery pule genetyczne marchwi - uprawna typu zachodniego i wschodniego
oraz dzika o pochodzeniu europejskim i azjatyckim. Przeprowadzono szczegdlowa annotacje
insercji elementow DcSto i przeanalizowano ich dystrybucje w genomie marchwi.
Zidentyfikowano 18 518 miejsc insercji DcSto w 31 resekwencjonowanych genomach
marchwi, sposréd ktérych tylko dwa byly obecne w kazdym z nich, zas 22 byly
charakterystyczne dla marchwi uprawnej. Liczba insercji przypadajgca na genom marchwi
wahala si¢ od 468 do 1978. Na podstawie analizy PCoA opartej na polimorfizmie insercji
DeSto w resekwencjonowanych genomach wyodrebniono cztery pule genetyczne: uprawng
zachodnia, uprawna wschodnig, dzikg zachodnia oraz dzika wschodnig.

Celem trzeciej pracy, opublikowanej w BMC Plant Biology, bylta detekcja struktury
zmiennosci genetycznej lezacej u podstaw réznic fenotypowych obserwowanych u odmian
populacyjnych marchwi typu zachodniego reprezentujacych rézne typy korzenia spichrzowego.
Do genotypowania uzyto 93 markery DcS-ILP, opublikowane w pierwszej z prac sktadajacych
si¢ na rozprawe doktorskg, oraz 2354 markery SNP réwno rozdystrybuowane na dziewieciu
chromosomach marchwi. Analiza struktury zmiennosci genetycznej przeprowadzona
z wykorzystaniem oprogramowania STRUCTURE, dla kolekcji 390 roélin reprezentuj acych 11
predefiniowanych klas wskazala na obecno$é trzech, czterech lub siedmiu klastrow
w przypadku genotypowania markerami DcS-ILP oraz trzech, czterech lub pieciu klastrow przy
genotypowaniu markerami SNP. Odmiany reprezentujace klase Amsterdam i Chantenay
tworzyly odrebne klastry niezaleznie od wykorzystanego systemu markerowego. Wyniki
grupowania de novo metodg analizy DAPC (Discriminant Analysis of Principal Components)
wskazaly na istnienie o$miu grup genetycznych w obrebie analizowanej kolekceji odmian,
niezaleznie od zastosowanego systemu markerowego.

Zawarte w rozprawie doktorskiej opracowanie poprzedzajace cykl publikacji liczy 30
stron i obejmuje poza strong tytulowa, karta dyplomows, o$wiadczeniem autorki, umowami
licencyjnymi i podziekowaniami dla promotora i pracownikéw Katedry Biologii Roslin
i Biotechnologii, nastgpujgce rozdziaty: Wykaz publikacji wchodzacych w sklad roZprawy
doktorskiej, Wykaz uzywanych skrotow i termindw, Streszczenie, Summary, Przeglad

literatury, Hipotezy badawcze i cele prowadzonych badan, Materiaty i metody, Najwazniejsze
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wyniki przeprowadzonych badan, Podsumowanie, Spis literatury. W dalszej czgsci znajduja sie
wydruki publikacji wehodzacych w sklad rozprawy doktorskiej oraz o$wiadczenia dotyczgce
udziatu Doktorantki i wspotautorow w powstawaniu prac.

W rozdziale ‘Przeglad literatury’ Autorka scharakteryzowala ruchome elementy
genetyczne, ze szezegdlnym uwzglednieniem transpozonéw typu MITE, omowita ich rolg
w ewolucji genomow oraz mozliwosé zastosowania w technikach markerowych. W rozdziale
znalazty sie rowniez informacje na temat rodzaju Daucus i gatunku Daucus carota L. subsp.
sativus oraz ruchomych elementow w genomie marchwi.

W rozdziale czwartym przedstawiono trzy hipotezy badawcze, ktore postawiono w pracy
oraz trzy cele badawcze, ktorych realizacja miata umozliwi¢ weryfikacje hipotez. Jak
wspomniano wcze$niej praca miata na celu analizg polimorfizmu dystrybucji insercji
transpozonéw DcSto w obrgbie sekwencji kodujacych genomu referencyjnego marchwi
i 31 resekwencjonowanych genoméw, a nastepnie wykorzystanie tej zmiennosci do
opracowania systemu markerowego, ktory mogltby stanowi¢ narzedzie do charakterystyki
zmiennosci genetycznej marchwi uprawnej z zachodniej puli genetycznej. Celem pracy byla
réwniez poréwnawcza analiza struktury zmiennosci genetycznej wynikajacej z polimorfizmu
SNP oraz ILP w kolekcji odmian populacyjnych marchwi uprawnej typu zachodniego.

W rozdziale piatym Autorka przedstawila zestawienie, bardzo obszernego, doskonale
dobranego i scharakteryzowanego, materiatu roslinnego wykorzystanego w poszczegolnych
pracach, za$ do szczegdtowego opisu metod badawczych odestata do ‘Materials and Methods’
w kazdej z publikacji wehodzacych w sktad pracy doktorskiej. Rozdzial szosty obejmuje opis
wynikéw uzyskanych w poszczegélnych publikacjach, za§ w siodmym Autorka przedstawia
podsumowanie i prezentuje pig¢ wnioskow sformutowanych na podstawie przeprowadzonych
dan. Opracowanie koficzy spis literatury obejmujacy 55 pozycji.

W trakcie literatury wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej publikacji, ktore byly
juz uprzednio recenzowane, nie znalaztam elementow problematycznych. Prace stanowig
logiczny i spdjny uktad, sa napisane w sposéb zrozumiaty, cele sa jasno sformutowane,
materialy i metody przedstawione ze starannoscia i dbatoscig o szczegbly, wyniki zostaly
opracowane z wykorzystaniem whasciwych narzedzi analizy molekularnej i biostatystycznej
oraz prezentacji graficznej, rowniez dyskusjg i wnioskowanie przeprowadzono w kazdej z prac
prawidlowo. Badania przedstawione w publikacjach majg charakter nowatorski, a ich wartos¢

naukowa jest bardzo wysoka.
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Spostrzezenia i uwagi dotyczace rozprawy doktorskiej:

1. W mojej ocenie praca zostat przygotowana w sposob staranny i wlasciwie nie ma
W niej wyraznych bledow, jedyne czego nie udato si¢ uniknaé, to sporadyczny brak znakow
interpunkeyjnych, spacji czy pomytkowe powtdrzenia wyrazow. Pojawiajg sie réwniez dwie
wersje tytulu rozprawy. Nie umniejsza to jednak w zaden sposdb wartosci pracy.

2. To co zwrdcito moja uwage, ale jest chyba znakiem czaséw, bo coraz czesciej zdarza
si¢ w pracach naukowych, to niepetne nazewnictwo gatunkéw. Naukowa nazwa gatunku sktada
si¢ z nazwy rodzaju i nhazwy gatunku opatrzonych na koricu trzecim elementem — nazwiskiem
autora (autoréw) tej nazwy np. Daucus carota L. Nazewnictwo takie wprowadzil Karol
Linneusz w 1735 r. Uwazam, ze zgodnie z zasadami pisania prac naukowych przy
pierwszorazowym uzyciu nazwy gatunkowej nalezy podaé petng nazwe rodzajowa i skrot
nazwiska autora. Kolejne uzycie pozwala na stosowanie skrétu nazwy rodzajowej i pelnej
nazwy gatunkowej z pominigciem nazwiska autora. Trudno jednak z tym dyskutowag, gdyz
takie nazewnictwo pojawia si¢ zar6wno w recenzowanych publikacjach wchodzacych w sktad

rozprawy, jak i w wielu innych publikacjach naukowych na temat te go gatunku.

Pytania dotyczace pracy:

1. Czy insercje transpozonéw DeSro oprocz znacznych rdznic strukturalnych w obrebie
sekwencji kodujgcych genomu marchwi odpowiedzialne s3 za rdznice funkcjonalne?

2. Czy wg Doktorantki w dobie szybkiego i taniego sekwencjonowania umozliwiajgcego
wykrycie w jednym eksperymencie dziesigtek tysigcy SNP takie metody analizy
zréznicowania genetycznego jak DcS-ILP mogg by¢ konkurencyjne? Czy dane, ktére
uzyskujemy z zastosowaniem tego systemu markerowego, sa az tak r6zne od SNP?

3. Wyniki prezentowane w pracy uzyskano w ramach projektu z postepu biologicznego
W produkcji roslinnej. Jezeli przyporzadkujemy obiekty do poszezegolnych grup czy tez
pul genowych i okreslimy zroznicowanie w ich obrgbie to co nam to daje oprocz
satysfakcji naukowej? Czy przeklada si¢ to na konkretne wskazania dla hodowcow,
ktorzy cheieliby wykorzystaé te informacje w procesie hodowlanym? Czy dzika marchew
Jest wykorzystywana jako zrodto korzystnych genéw, np. odpornosci na choroby, dla
odmian uprawnych? Czy uzyskane w ramach pracy wyniki przyblizaja nas do

zastosowania selekcji genomowej w hodowli marchwi?
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Za najwazniejsze osiagniecia rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyny Stelmach
uznaj¢: (1) poszerzenie aktualnego stanu wiedzy dotyczacego dystrybucji ruchomych
elementéw typu MITE w genomie marchwi oraz wskazanie potencjalnej mozliwosci
wykorzystania polimorfizmu insercji elementéw DecSto w ocenie struktury zmiennogci
genetycznej populacji marchwi; (2) wyodrebnienie w oparciu o analize polimorfizmu insercji
transpozonéw DcSto czterech puli genetycznych marchwi odzwierciedlajgcych zasieg
wystgpowania oraz status udomowienia; (3) dokonanie najpetniejszej  dotychezas
charakterystyki struktury zmiennogci genetycznej marchwi uprawnej typu zachodniego;
a przede wszystkim (4) opracowanie wydajnego narzedzia do analizy zmiennogci genetycznej
marchwi umozliwiajacego identyfikacje markerow kodominujgcych.

Podsumowujac, rozprawe doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Stelmach oceniam bardzo
wysoko. Stanowi ona oryginalne, spojne i kompleksowe opracowanie poszerzajace aktualny
stan wiedzy. Nalezy podkresli¢, ze zastosowane metody badawcze z pogranicza genetyki,
genomiki, biologii molekularnej i biostatystyki sg bardzo nowoczesne. Uzyskane wyniki badan
przedstawiajg nie tylko wartogé poznawezy, ale dostarczaja narzedzi, mozliwych do

wykorzystania przez inne zespoly badawcze zajmujace si¢ analizg molekularng gatunkow

z rodzaju Daucus.

WNIOSEK KONCOWY

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
mgr inz. Katarzyny Stelmach pt. *Analiza dystrybucji transpozonéw DeSto w genomie marchwi
oraz wykorzystanie polimorfizmu ich insercji do analizy struktury genetycznej populacji
marchwi uprawnej (Daucus carota subsp. sativus)’ spetnia warunki okrelone w artykule 13
Ustawy 1 z dnia 14.03.2003 r. o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach
i Tytule w Zakresie Sztuki (Dz.U. z 2003 r., Nr 65, poz. 595, wraz z pozniejszymi zmianami),
jak réwniez zapisy Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz.U. z 2018r. poz. 1668) stawiane
rozprawom doktorskim, dlatego tez zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolttgtaja w Krakowie z prosba o dopuszczenie Pani mgr
inz. Katarzyny Stelmach do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na bardzo wysokg wartosé merytoryczng pracy wnioskuje

0 wyrdznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej stosowna nagroda.
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