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Recenzja pracy doktorskiej pana mgr Wojciecha Wesotowskiego
pt. ,Analiza molekularnych podstaw cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u buraka
zwyczajnego (Beta vulgaris L.)”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Marka Szklarczyka

1. Wprowadzenie

Rozprawa doktorska mgr Wojciecha Wesotowskiego pt. ,,Analiza molekularnych podstaw
cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u buraka zwyczajnego (Beta vulgaris L.)” zostata
wykonana w Zakfadzie Genetyki, Hodowli Roslin i Nasiennictwa Uniwersytetu Rolniczego im.
Hugona Kottataja w Krakowie. Promotorem pracy byt

dr hab. Marek Szklarczyk.

Tematyka rozprawy dotyczy niezmiernie istotnego zjawiska jakim jest cytoplazmatyczna
meska sterylnos¢ u buraka zwyczajnego a w szczegélnosci: identyfikacja markerow
molekularnych stuzacych identyfikacji alleli restorerowych, charakterystyka profilu
transkryptomicznego i proteomicznego w powigzaniu z obecnoscia alleli restorerowych.
Whpisuje sig ona doskonale w nurt badan prowadzonych w Zaktadzie Genetyki, Hodowli
Roslin i Nasiennictwa Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koftataja w Krakowie bedac
jednoczesnie czescig dwdch projektow badawczych: PBZ-MNiSW-2/3/2006/35 i
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi - HOR hn-4040 dec-2/08 nr 1.

Tytut ocenianej rozprawy w petni odzwierciedla zakres wykonanych prac.

2. Dane formalne o rozprawie
Uktad rozprawy jest typowy dla opracowan z tego zakresu. Sktada sie nan 10 rozdziatow
(razem z aneksem i streszczeniem w jezyku polskim) oraz 92 numerowane strony tekstu. W
tekscie zamieszczono 31 tabel, 25 z nich znajduje sie w tekscie gtéwnym a 6 zostato
umieszczonych w aneksie. W tekscie umieszczono réwniez 37 rycin.
Praca poprzedzona jest wykazem stosowanych skrotow oraz ich rozwinieciem w jezyku

polskim i angielskim.



Pierwszym rozdziatem jest Wstep przedstawiajacy w sposéb syntetyczny na 2 stronach (1-2)
informacje dotyczace podstaw CMS, metod reprodukg;ji cytoplazmatycznie meskosterylnego
komponenta matecznego, istoty mapowania genetycznego jadrowych loci restoreréw oraz
znaczenia analiz transkryptomicznych i proteomicznych wptywajacych na badany
mechanizm.

Nastgpnym rozdziatem jest Cel pracy po ktdrym przedstawiony zostat Przeglad literatury (4-
18), a nastepnie rozdziat Materiaty i metody (str. 19-30). Rozdziat Wyniki obejmuje 50 stron
(31-81) a za nim umieszczono na 9 stronach (82-90) rozdziat Dyskusja. - Wnioski
przedstawiono na stronie 91i 92.

Kolejnym rozdziatem jest Spis literatury zawierajacy 103 pozycje bibliograficzne ( z tego 10%
po 2015 roku) a po nim nastepuje Aneks zawarty na 12 stronach (101-113).

Praca zakoriczona jest dwustronnym streszczeniem w jezyku polskim opisujacym w
wystarczajagcym stopniu zakres wykonanych prac.

Proporcje ilosciowe pomiedzy przegladem literatury, a czeicia eksperymentalng (materiat,

metody i wyniki) oraz dyskusjg sg dobrze wywazone.

3. Ocena rozprawy
Cel Pracy zostat przedstawiony w sposdb jednoznacznie prawidtowy a dodatkowe wykazanie
poszczegolnych, trzech etapdw jego realizacji pozwala na pdéiniejsza tatwos¢ w éledzeniu
postepow prac eksperymentalnych.
Kolejny rozdziat to Przeglad literatury pokazujacy w sposéb przejrzysty sytuacje w badaniach
na przestrzeni ostatnich lat, dajac dobre podstawy dla dalszej analizy tematu oraz pozwala
na zrozumienie celowosci podjecia badan jak i ich znaczenia w programach hodowlanych nie
tylko buraka ale réwniez u innych roslin wyzszych.
Chronologia poszczegolnych podrozdziatéw pozwala na konsekwentne przesledzenie
kolejnych etapéw wykonanych prac badawczych. Na poczatku, w sposoéb szczegdtowy
opisana jest hodowla buraka cukrowego w oparciu o zjawisko heterozji. Nastepnie,
przedstawione jest podtoze genetyczne cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci oraz
metodyka otrzymywania meskosterylnych linii matecznych. W celu zrozumienia istoty CMS
przedstawiono sposdb reprodukcji linii matecznych i dopetniajgcych gdyz jest to jedenz
najistotniejszych elementdw hodowli heterozyjnej buraka. Ze wzgledu na mitochondrialng

detrminante tej cechy oraz na charakter genomu mitochondrialnego (wysoka aktywnosc



rekombinacyjna) w dalszej czesci przegladu literatury przedstawiono genetyczne i
molekularne jej podstawy u wybranych gatunkéw: kukurydzy, petunii, fasoli i stonecznika. Po
wyjasnieniu mechanizmu dziatania genéw chimerycznych opisane zostaty mechanizmy
dziatania gendw restorerowych.

W ostatnich rozdziatach scharakteryzowano szereg technik molekularnych
wykorzystywanych przy poszukiwaniu markeréw sprzezonych z allelami restorerowymi a
takie przedstawiono dotychczasowe osiagniecia w tej materii.

Niestety, przedstawiona w tym rozdziale problematyka udokumentowana jest w sposéb
niezadowalajacy dokumentacja bibliograficzna (szczegéty ponizej).

Rozdziat Materialy i Metody jest obszerny, niemniej wydaje sie to by¢ uzasadnione liczbg
zastosowanych technik wynikajacych z koniecznosci uzyskania zaktadanego efektu badan.
Zastosowanie warsztatu takiego jak przyktadowo: izolacja kwaséw nukleinowych (DNA, RNA),
amplifikacja metoda RAPD, genotypowanie technologia DART, analiza strukturalna i
funkcjonalna po sekwencjonowaniu technologia RNAseq, hybrydyzacja typu Northern,
izolacja mitochondiéow w celu wykonania analiz komplekséw biatkowych i pojedynczych
biatek z zastosowaniem rozdziatow elektroforetycznych typu PAGE i SDS-PAGE i w koncu
analiza wynikow spektrometrii masowej wskazuje na opanowanie duzej liczby technik
analitycznych i wykonanie ogromu prac laboratoryjnych, co w konsekwencji zaowocowato
uzyskaniem interesujgcych wynikow.

Rozdziat Wyniki zostat przedstawiony w sposéb syntetyczny, dzieki czemu jest on przejrzysty
ufatwiajgc tym samym jego czytanie i analize. Sktadajg sie na niego gtownie: zdjecia zeli
agarozowych, poliakrylamidowych, analiz typu Nothern blot, analizy roéznicowe
transkryptoméw roélin o fenotypie sterylnym/ptodnym w postaci tabel i Wykreséw
wygenerowanych dla zastosowanych pakietéw analizujacych (w tym dla okreslenia poziomu
transkrypcji gendw mitochondrialnych i plastydowych), analizy mitochondrialnych
komplekséw biatkowych pod katem ich rozmiaru oraz aktywnosci kompleksow wchodzacych
w skiad fancucha oddechowego, analizy profili biatkowych badanych form
(sterylna/meskoptodna dopetniajgca/przywrécona ptodnosc) z zastosowaniem elektroforezy
dwukierunkowej. Jednym z najwazniejszych wynikéw byto przedstawienie grup sprzezen (po
9) dla dwdch analizowanych populacji: S04 786 i S04 1061, mapy fizycznej chromosomu
czwartego dla genéw kodujacych biatka PPR jak i mapy genetycznej na bazie markerow

molekularnych populacji S04 786.



W sposob oczywisty dokumentuja one poszczegdlne etapy prac eksperyméntamych
wykonywanych przez doktoranta. Mozemy przesledzi¢ caly proces kreacji od dobrze
przemyslanego wyboru bardzo obszernego materiatu biologicznego dostosowanego do
takich analiz poprzez dobér odpowiednich, réznorodnych technik analitycznych konczac na
probie okreslenia (in silico) na podstawie wynikoéw spektrometrii mas LC-MS/MS biatek
roznicujacych dwa typy cytoplazmy, spetniajac tym samym gtowny cel pracy .
Rozdziat Dyskusja zostat skonstruowany w postaci rozbudowanych akapitéw w ktérych
doktorant prébuje odnies¢ uzyskane wyniki do literatury tematu. W mojej ocenie na uwage
zastuguje fragment dotyczacy wptywu warunkéw $rodowiskowych na "ekspresje fenotypowa
CMA". Ten temat zostat potraktowany bardzo ogélnikowo chociaz literatura wskazuje, ze jest
to istotny element majacy wplyw na ekspresje gendw tym bardziej, jezeli méwimy o zmianie
ekspresji fenotypowej. Czy zmiany te sg dziedziczone, a jezeli tak to w jaki sposéb?
Konicowa czescig jest rozdziat Wnioski sktadajacy sie z dziesieciu bardzo rozbudowanych
wnioskow.

4. Uwagi
Rozprawa jest starannie napisana i przedstawiona, ale nie jest wolna od btedéw. Na niektére
z nich chciatbym zwroci¢ uwage.
Na pierwszym miejscu chce zwrdci¢ uwage na spis literatury i co za tym idzie, na cytowania w
tekscie. W rozdziatach Przeglad literatury i Dyskusja (gtéwnie) cytowanych jest 31 pozycji (z
powtdrzeniami jest ich 42!) ktdre nie znajdujg sie w spisie literatury i odwrotnie, 4 pozycje
obecne w spisie nie sg cytowane w tekscie. Dodatkowo, wystepujag drobne btedy w datach
cytowan. Pragne wierzy¢, iz jest to pomytka zaistniata w trakcie sktadania pracy w catosc
(wklejona zostata posrednia wersja) a nie zwykta niechlujnosc.
W podpisach rycin 7-9 i 10-12 powinna znalei¢ sie informacja, ze s3 to grupy sprzezen. Ze
wzgledu na fakt, iz podstawowa liczba chromosomow buraka n=9, moze to by¢ mylone, jako
ze dla obydwu populacji skonstruowano po 9 grup sprzezen.
W rozdziale Materiaty i metody pojawia sie termin RAPD-PCR (podrozdziat 4.5) i skrot ten
konsekwentnie uzywany jest np. w podpisach pod rycinami 4, 5, 6. Jako ze technika RAPD
jest odmiang reakcji PCR, dodawanie tej nazwy po mysiniku jest niepoprawne. W tym samym
rozdziale (a takze w dalszym tekscie) wystepuje fraza "obiekty buraka cukrowego" jako opis

materiatu biologicznego reprezentujacego linie lub populacje uzyte w badaniach (np. str 19,



Tab. 2). W rozdziale Dyskusja pojawia sie sformutowanie "iloé¢ transkryptow" zamiast "liczba
transkryptow" - wydaje sie to btedem.
W podrozdziale 5.9.2 zaznaczono, ze analizy wykonano w pojedynczym eksperymencie. Czy
w tak istotnej analizie jak poréwnanie profili biatek mitochondrialnych 3 linii nie powinno sie
wykona¢ przynajmniej potwierdzenia wynikéw w szczegdlnoscei, choé nie tylko, kiedy
mowimy o prazku CMA-K?
W zakorczeniu Dyskusji stwierdzono, ze "na podstawie otrzymanych wynikow
zaproponowano mode! ..." - zobrazowanie otrzymanych wynikéw schematem z caig
pewnoscig w znacznym stopniu wzbogacitoby prace, wskazujac jednoczeénie na analityczne
podejscie doktoranta do wynikéw. Pozwolitoby, dodatkowo, na tatwiejszy oglad tematu.
W moim odczuciu rozdziat Wnioski wymaga duzego przeredagowania. Praktycznie w kazdym
z nich (moze z wyjgtkiem wniosku 9) w pierwszej jego czesci przedstawione sg wyniki.
Koricowe zdanie prawie kazdego z nich moina przeredagowac na prawomocny wniosek
(poza siédmym, ktéry w catosci jest opisem wyniku).

5. Podsumowanie
Recenzowana rozprawa jest bez watpienia bardzo warto$ciowym opracowaniem nie tylko na
poziomie podstawowym ale by¢ moie w niedalekiej przyszfosci réwniez na poziomie
aplikacyjnym. Na jej podstawie moina okreélié, ze doktorant w sposéb zadowalajacy
posfuguje sig wieloma, czesto skomplikowanymi, technikami badawczymi, potrafi
zaplanowac kolejnos¢ wykonywanych eksperymentéw a takie wyciggaé wnioski w trakcie
swoich prac w celu modyfikacji stosowanych procedur majacych na celu uzyskanie jak
najlepszych wynikow.
Oceniana dysertacja spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. W szczegdlnosci
stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje duig wiedze
teoretyczng Pana mgr Wojciecha Wesofowskiego w dziedzinie nauk rolniczych i dyscyplinie
biotechnologia oraz jego umiejetnos¢ prowadzenia pracy naukowej. Wnioskuje zatem do
Rady Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja
w Krakowie o dopuszczenie Pana mgr Wojciecha Wesotowskiego do dalszych etapoéw

procedury doktoranckiej.
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prof. dr hab. Wojciech Plader




