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2. Informacje o ocenianej rozprawie doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Stelmach obejmuje cykl trzech artykutow
naukowych opublikowanych w latach 2017 - 2021.

opublikowanych artykutéw w renomowanych  czasopismach naukowych o zasiegu

miedzynarodowym. Wartoéci wspoétczynnika wptywu (Impact Factor, IF) tych czasopism (wg



daty publikacji artykutu) wahajg sie od 3,161 do 4,117; ich faczny wspétczynnik wplywu wynosi
10,775, a suma cytowan w bazie Web of Science wynosi 10 (stan z dnia 03.08.202 1). Wszystkie
WyZej wspomniane prace sq wieloautorskie. Doktorantka jest pierwszym autorem dwéch z nich
i drugim autorem w trzeciej pracy. Wedtug deklaracji wktad Doktorantki w powstanie prac byt
bardzo duzy i jednoznacznie wiodacy w przypadku prac, gdzie jest ona pierwszym autorem
Zgodnie z o$wiadczeniami Doktorantki o udziale wspétautorow w publikacji ten wktad
obejmowat udziat w sformutowaniu problemu badawczego, wykonanie analiz, laboratoryjnych i
in silico, interpretacje wynikéw, udziat w hapisaniu manuskryptéw. W przypadku pracy
opublikowanej w Mobile DNA, gdzie Doktorantka jest drugim autorem, jej deklarowany wktad
zwigzany byt z wykonaniem analiz laboratoryjnych. Nalezy jednak podkresli¢, ze wyniki analiz
laboratoryjnych s3 bardzo istotng czescig ww. publikacji. O$wiadczenia pozostatych
wspotautoréw o ich udziale w publikacjach sg zgodne z trescig o$wiadczen Doktorantki oraz z
udziatem autoréw deklarowanym w samych publikacjach. Wktady autoréw nie zostaty okre$lone
procentowo, co jednak nie przeszkadza w ocenieniy istotnosci wktadu Doktorantki w powstanie

prac.

CyKl publikacji zostat poprzedzony opisem, liczacym 30 stron, na ktory sktadaja sie: Wykaz
publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej, Wykaz uzywanych skrétéw i terminéw,
Streszczenie (w jez. polskim i angielskim), Przeglad literatury, Hipotezy badawcze i cele
prowadzonych badaf, Materiaty i metody, Najwazniejsze wyniki przeprowadzonych badan,
Podsumowanie (z whnioskami), Spis literatury. Badania zostaly zrealizowane w ramach programu
badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji roélinnej Ministerstwa
Rolnictwa i Rozwoju Wsi w Katedrze Biologii Ro$lin i Biotechnologii na Wydziale Biotechnologii i
Ogrodnictwa Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja w Krakowie, a promotorem byt prof.

dr hab. Dariusz Grzebelus.

Tematyka badari opisanych w rozprawie zwigzana jest z wykrywaniem i charakterystyka
rozmieszczania ruchomych elementéw genetycznych DcSto w  genomie marchwi,
Opracowywaniem bazujgcych na ich polimorfizmie insercyjnym markerow molekularnych oraz
charakterystykg zréznicowania genetycznego odmian marchwi typu zachodniego przy pomocy

opracowanego panelu markeréw.

Tytut rozprawy zostat sformutowany prawidtowo i dobrze oddaje tematyke zrealizowanych

badan.

Z obowigzku z recenzenta odnotowuje, Ze wersje polska i angielska streszczenia réznig sie
nieznacznie pod wzgledem tresci: w wersji angielskiej nie ma opisu materiatu roslinnego, w wersji
polskiej nie ma informacji o liczbie resekwencjonowanych genoméw wykorzystanych w

badaniach, ani o liczbie markeréw SNP wykorzystanych w analizie zréznicowania genetycznego.
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W streszczeniu angielskim (oraz w pierwszej i trzeciej publikacji z cyklu) pojawia sie réwniez btad
polegajacy na zaczynaniu zdania od liczby w zapisie cyfrowym., Wiasciwym w takiej sytuacji jest
Zapisanie liczby stownie. Chciataby jednak podkresli¢, ze wyzej wspomniane réznice w
streszczeniach dotycza jedynie szczeg6téw i oba streszczenia dobrze przekazuja najwazniejsze

informacje dotyczace wykonanych badan.

Opis cyklu publikacji zostat w mojej ocenie przygotowany bardzo starannie, zaréwno pod
wzgledem jezykowym, jak i edycyjnym. W przegladzie literatury Doktorantka w Sposob rzeczowy
1 przystepny przedstawita kluczowe informacje dotyczgce ruchomych elementéw genetycznych,
ich Klasyfikacji, roli w ewolucji genoméw, metod identyfikacji ruchomych elementéw MITE -
wokét ktérych koncentrowaty si¢ jej badania, mozliwoéci wykorzystanie elementéw MITE jako
markeréw molekularnych. Druga czes¢ przegladu dotyczy charakterystyki obiektu badawczego -
marchwi uprawnej i zwiera kluczowe informacje dotyczgce historii udomowienia tego gatunku,
gtéwnych puli genowych, typéw ksztattu korzenia wystgpujacych w odmianach marchwi typu
zachodniego, a takze zwiera zwiezte podsumowanie danych na temat transpozonéw
wystepujacych w genomie marchwi, ze szczegolnym uwzglednieniem elementéw typu MITE.
Przeglad literatury zostat przygotowany na podstawie 51 trafnie dobranych, wytacznie
anglojezycznych publikacji naukowych , opublikowanych w uznanych czasopismach. Uwage mojg
zwroécita Rycina 1, zamieszczona w przegladzie literatury, przedstawiajgca ksztatty korzenia
spichrzowego u najpopularniejszych typéw hodowlanych marchwi zachodniej. W legendzie, w
ktérg zostata zaopatrzona rycina, nie znalaztam informacji o jej autorze, ani o zrodle, z ktérego
rycina pochodzi. Identyczna rycina (w wersji angielskiej) znajduje sie w trzeciej publikacji z cyklu
sktadajacego sie na prace doktorska, opublikowanej w pi$mie BMC Plant Biology. Zgodnie z
informacjg na pierwszej stronie publikacji, w odniesieniu do tresci publikacji znajduje
zastosowanie licencja Creative Commons Attribution 4.0 International License, ktéra pozwala na
reprodukcje tresci, o ile wymienieni zostang autorzy i Zrédto, podanie zostanie link do licengji i
informacja, czy wprowadzone zostaty modyfikacje. Zatem, informacje takie powinny byé

umieszczone w podpisie Ryciny 1.

W' opisie pracy doktorskiej przedstawione zostaly trzy hipotezy badawcze, oraz

korespondujgce z nimi trzy cele naukowe, ktére przytaczam ponize;j:

1. Analiza dystrybugji insercji elementéw DcSto w obrebie sekwencji kodujacych genomu

referencyjnego oraz 31 resekwencjonowanych genoméw marchwi.

2. Opracowanie markeréw molekularnych na opartych na polimorfizmie insercji DcSto
zidentyfikowanych w genomie referencyjnym oraz w resekwencjonowanych genomach

marchwi uprawnej typu zachodniego.



3. Analiza struktury zmiennoéci genetycznej kolekcji odmian populacyjnych marchwi

uprawnej typu zachodniego przeprowadzona w oparciu o Opracowany panel markeréw
ILP i SNP.

Zaréwno hipotezy jaki i cele badan zostaly w mojej opinii trafnie i precyzyjnie sformutowane.
Dobrze nawigzuja do celéw realizowanych w poszczegolnych pracach z cyklu i potwierdzaja jego
spojny charakter. Sg istotne poznawczo, dla poszerzania wiedzy o roli ruchomych elementéw
genetycznych oraz o badanym gatunku. Maja réwniez wydZwiek praktyczny, gdyz ich realizacja
moze dostarczy¢ narzedzi i informacji uzytecznych przy charakterystyce materiatéw

wykorzystywanych w hodowli i w tworzeniu nowych odmian.

W rozdziale Materialy i metody wypunktowano zbiorczo grupy materiatu roslinnego
wykorzystanego w poszczegdlnych publikacjach (podwojony haploid, linie wsobne, odmiany typu
wschodniego i zachodniego, dzikie gatunki i podgatunki) i ich liczebnosci. Podano rowniez
informacje o Zrédtach pochodzenia tych materiatéw. Zamieszczone zostaly réwniez 3 tabele
z petng listg materiatu ro$linnego wykorzystanego w poszczegdlnych publikacjach. Oceniam, ze
zamieszczenie tych tabel jest dobrym rozwigzaniem, utatwia bowiem lekture publikacji.
Informacje na temat materiatu roslinnego w tych publikacjach sg zamieszczone bowiem (zgodnie
z ogblnie przyjeta konwencjg) w plikach dodatkowych, ktére nie stanowig cze$ci gtéwnego pliku
publikacji. W tresci tego rozdziatu nie ma hatomiast zadnej informacji o wyKorzystanych przez
Doktorantke metodach badawczych, czytelnik jest odestany do odpowiednich rozdziatéw kazdej
z publikacji. W istocie, szczegotowe opisy metod badawczych s tam zawarte, uwazam jednak, ze
chociazby wyliczenie wyKorzystanych przed Doktorantke metod w rozdziale Materiaty i metody
bytoby wskazane. Utatwitoby to by¢ moze petniejsze ocenienie wktadu Doktorantki w wykonane
badania, zwtaszcza w sytuacji, kiedy w publikacji i w o$wiadczeniu wspoétautoréw deklarowany
wktad ma identyczne brzmienie - jak na przyktad w przypadku opisu wkladu w powstanie
publikacji nr 2: panie Stelmach, Kwolek i Macko-Podg6rni deklaruja, Ze wykonaty weryfikacje
laboratoryjng a w przypadku pan Stelmach i Kwolek jest to jedyny ich deklarowany wktad -

jedyng zatem przestanka dotyczgca zakresu tego wktadu jest kolejno$¢ autoréw tej publikacji.

Na podstawie informacji zawartych w poszczegélnych publikacjach wnioskuje, iz
Doktorantka opanowata i z sukcesem zastosowata szeroki wachlarz technik laboratoryjnych,
bioinformatycznych/ biostatystycznych, poczawszy od izolacji DNA i amplifikacji genomowego
DNA, przez reakcje tanicuchowa polimerazy i elektroforeze, po bioinformatyczna analize
sekwencji genomu, projektowanie starteréw, analizowanie struktury populacji metoda
bayesowska i metoda gtéwnych sktadowych, analize wariancji molekularnej, i inne. Metody te 53

bardzo dobrze dobrane do wyznaczonych celéw badawczych, powszechnie uznane jako



obowiazujgce w tego typu analizach. Pozwala mi to stwierdzi¢, iz Doktorantka jest bardzo dobrze

przygotowana warsztatowo do dalszej pracy naukowej.

Kolejny rozdziat pos$wigcony jest opisowi wynikéw zwartych w poszczegdlnych
publikacjach z cyklu.

Pierwszy artykut, opublikowany we Frontiers in Plant Science (8,725), dotyczy
Opracowania dla analiz genetycznych marchwi panelu markeréw molekularnych opartych na
elementach typu MITE (DcSto). Do badan nad opracowaniem markeréw ILP, wykrywajacych
polimorfizm dtugosci intronéw (wynikajacy z obecnosci lub braku w danym intronie elementu
mobilnego), wytypowano na podstawie analiz genomu referencyjnego marchwi 209 insercji
transpozonéw DcoSto w intronach. Po wstepnej weryfikacji eksperymentalnej (po lekturze
publikacji i opisu nie mam wszakze jasnodci, ile i jakich form marchii wykorzystano na tym etapie
badan) wybrano 90 biallelicznych markeréw DcILP, ktére zastosowano hastepnie do analiz
zroznicowania genetycznego w kolekcji 27 obiektéw marchwi, obejmujacej 23 obiektéw
uprawnych i 4 dzikie. Wyniki genotypowania wykorzystano do obliczenia parametréow
charakteryzujacych skutecznoéé markeréw molekularnych w wykrywaniu polimorfizmu (takich
jak  wspétczynnik PIC) oraz charakteryzujacych populacje (np., heterozygotycznosé
obserwowana, oczekiwana). Dla uzyskania informacji o strukturze genetycznej badanej populacji
wykorzystano metode bayesowska (oprogramowanie STRUCTURE) i analize gtéwnych

wspotrzednych. Przeprowadzono réwniez analize wariancji molekularne;j.

Przyjeta strategia pozwolita na opracowanie bardzo skutecznych i stosunkowo tatwych w
analizie (nie wymagajacych stosowania skomplikowanych technik laboratoryjnych, np.
wysokorozdzielczych zeli) markeréw molekularnych dla marchwi. Wprawdzie tylko okoto 50%
przetestowanych par starteréw umozliwito amplifikacje polimorficznych produktéw, niemniej
jednak opracowane markery molekularne okazaty sie by¢ bardzo efektywne w analizach
zréznicowania genetycznego marchwi — poraz pierwszy w analizach zréznicowania genetycznego
marchwi udato sie uzyska¢ grupowanie badanych osobnikéw zwiazane z typem ksztattu korzenia
spichrzowego. Uwazam to za bardzo duzy sukces naukowy, o potencjalnym znaczeniu praktyczny
w  charakterystyce materiatéw hodowlanych. Uzyskane wyniki zostaly odpowiednio
przedyskutowane w odniesieniu do licznych pozyciji literatury Swiatowej, dotyczacej badanych
zagadnien. Moje watpliwosci budzi jedynie zasadnosé¢ poréwnywania wartoéci parametru PIC
uzyskanego w réznych badaniach réznych gatunkéw. Autorka wprawdzie krétko wspomina w
publikacji o dwéch czynnikach, ktére moga wptyng¢ na wartoéé tego parametru, ale prositabym
Doktorantke o szersze oméwienie w trakcie publicznej obrony zagadnienia czynnikéw
wptywajacych na wartosé PIC i mozliwosci poréwnywania jego wartosci uzyskanych w réznych

eksperymentach.



Drugi artykut, opublikowany w pismie Mobile DNA (10:47), zostat poswiecony analizie
dystrybucji elementéw ruchomych DcSto w 31 genomach marchwi, reprezentujacych cztery pule
genetyczne. Bardzo wszechstronne i dogtebne analizy bioinformatyczne pozwolily na
wychwycenie pewnych szczegblnych fenomenéw dotyczacych insercji DcSto, np. istnienia bardzo
znacznego polimorfizmu insercyjnego elementéw DcSto U marchwi, réinej liczebnosci
poszczegdlnych rodzin w genomach reprezentujacych rézne pule genowe, istnienia miejsc w
genomie marchwi, w ktérych szczegoblnie czesto dochodzi do insercji transpozonéw, potencjalnej
roli rodziny DcSto7b w procesie udomowienia marchwi. Autorzy nie poprzestali na analizach
bioinformatycznych i brzeprowadzili weryfikacje eksperymentalng dla 39 sposrod
zidentyfikowanych insercji w intronach, zwigkszajac tym znacznie moc przeprowadzonego
wnioskowania. Potwierdzono réwnies wystepowanie w genomach marchwi réwnolegtych miejsc
insercji - analizy wykonano dla 11 ze 292 takich miejsc zidentyfikowanych in silico. W trakcie
obrony chciatabym poprosi¢ Doktorantke o uzupetnienie informacji z czesci publikacji dotyczacej
uzytych metod o wyjasnienie, z jakich wzgledéw analizy dotyczace amplifikacji intronéw z
insercjami elementéw DcSto zostaly poprzedzone amplifikacjg catkowitego genomowego DNA.
Nawigzujgc do watku poruszonego w dyskusji (strona 11 publikacji) w nawigzaniu do
stwierdzonej dla wiekszosci rodzin DcSto WyzZszej czestoéci unikalnych miejsc insercji w
marchwiach dzikich niz w marchwiach uprawnych, chciatabym réwniez poprosi¢ Doktorantke o
Zaproponowanie, jakie czynniki mogty spowodowac zwiekszona aktywnosé transpozycyjng tych
elementéw w dzikich marchwiach i 0 rozwinigcie mys$li o nieneutralnoéci niektérych
powigzanych z genami insercji. W mojej ocenie wyniki uzyskane w tej pracy majg bardzo wysoka
warto$¢ poznawcza, poszerzajg wiedze o naturze insercji transpozondw, ich dystrybucji w

genomach i wptywie na ksztattowanie genomow i zmiennoéci genetycznej.

Ostatnia praca z cyklu, ktéra ukazata si¢ w czasopismie BMC Plant Biology (21:200),
opisuje wykorzystanie 93 markeréw polimorfizmu insercji transpozonéw DcSto oraz 2354
markeréw SNP do obszernej i wnikliwej analizy zréznicowania genetycznego w kolekcji 78
odmian populacyjnych marchwi typu zachodniego, obejmujgcej rézne typy ksztattu korzenia
spichrzowego. Kazda z odmian byta reprezentowana przez pigc roslin, badanych indywidualnie.
W' trakcie obrony cheiatbym uzyska¢é od Doktorantki wigcej informacji na temat, jakim
przestankami kierowata sie, okres$lajac liczebnogé préby reprezentujgcej kazdg z odmian

populacyjnych bedgcych przedmiotem analizy w tej publikacji na pie¢ osobnikéw.

Oba typy markeréw wykryty  znaczny  poziom polimorfizmu, réwniez
wewnatrzodmianowego. Na podstawie wynikéw genotypowania przeprowadzono szereg analiz
biostatystycznych, w tym analizy struktury populacji i wariancji molekularnej. W efekcie w

badanej kolekcji wydzielono kilka subpopulacji, obserwujgc przy tym zwigzek miedzy



On wysnuty.
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