DZIEKANAT WYDZIALU
BIOTECHNOLOGII I OGRODNICTWA

Wplynelo dnia WJ,}’UJ‘JJ
SDEO 2045, F /201 Y
Szczecin 25.marca 2019 r

prof. dr hab. Piotr Masoj¢
Katedra Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Wojciecha Wesotowskiego pt. “Analiza molekularnych podstaw
cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u buraka zwyczajnego (Beta vulgaris L.)” wykonanej w

Zaktadzie Genetyki, Hodowli Roglin i Nasiennictwa Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja w
Krakowie.

Mgr inz. Wojciech Wesofowski w swojej rozprawie doktorskiej podjat prébe wyjasnienia podstaw
genetyczno-molekularnych zjawiska meskiej sterylnosci u buraka cukrowego. Tematyka ta ma duze
znaczenie zaréwno naukowe jak i utylitarne, gdyz wspotczesna hodowla buraka jest nakierowana na
tworzenie odmian mieszaficowych dajacych wysoki plon i duza zawartos¢ cukru dzieki wykorzystaniu
Zjawiska heterozji.

Rozprawa doktorska zostata zrealizowana pod opieka naukowg dr hab. Marka Szklarczyka i byta
czgsciowo finansowana grantami z MNISW i MRIRW. Praca jest w formie zwartej monografii liczacej
114 stron, na ktorg sktadajg sie rozdziaty: Wstep, Cel pracy, Przeglad literatury, Materiat i Metody,
Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Literatura, Aneks i Streszczenie. W pracy znalazly sie: wykaz stosowanych
skrotow, 24 tabele, 37 rycin i 103 pozycje literatury Swiatowej. W tytule pracy powinno by¢ raczej
okreslenie burak cukrowy, gdyz ogélna nazwa gatunkowa nie jest w odniesieniu do obiektu badan
precyzyjna. Konstrukcja pracy jest wiasciwa rozprawom doktorskim zawiera wszystkie niezbedne
elementy pozwalajgce na wszechstronng jej oceng. Tekst pracy jest napisany w sposob jasny, dobry
jezykowo, w uporzadkowany sposdb prowadzi czytelnika przez poruszane zagadnienia, mimo ze natura
tych badan jest wieloptaszczyznowa i ztozona. Wstep dobrze wprowadza w problem badawczy, jasno
podane s3 takze cele pracy. Przeglad literatury liczy 14 stron na ktérych w oparciu o liczne dane
zrodtowe naswietlono dotychczasowy stan wiedzy na wielu ptaszczyznach analizowanego problemu.
Zadziwia fakt, ze wéréd prac Zrédfowych z ostatnich lat nad genetycznym uwarunkowaniem CMS u
buraka cukrowego brakuje prac polskich badaczy. Swiadczy to o doéé pionierskim w skali kraju
przedsiewzigciu jakim jest niniejsza praca. Ubolewaé nalezy nad faktem, ze jeden z czotowych dla
krajowej produkcji roslinnej gatunkéw nie jest szerzej eksplorowany przez krajowa genetyke i
biotechnologig. Rozdziat Materiat i Metody zawiera co prawda opisy wszystkich wazniejszych metod
stosowanych w pracy, jednak brakuje w nim szeregu informacji doprecyzowujacych sposoby liczenia
parametrow, zasad konstrukcji map genetycznych, definicji poje¢ , czy charakterystyki zastosowanych

w badaniach materialéw genetycznych (szczegétowe uwagi w dalszej czesci recenzji). Wyniki



przedstawiono w sposob wyczerpujgcy, dobrze zilustrowany tabelami i rycinami, co pozwala na ich
dogfebng analizg. Dyskusja jest wnikliwa, $wiadczy o dojrzatym spojrzeniu na wyniki wiasne na tle
literatury. Wtasciwie wyprowadzone sg hipotezy ktére moina sformufowaé w oparciu o uzyskane
rezultaty. Wnioski s trafne, dobrze sformutowane, dobrze charakteryzujg najwazniejsze osiggniecia
pracy.

Praca jest nakierowana na opracowanie markeréw molekularnych, ktére dzieki sprzezeniu z genem
restorerem moglyby postuzy¢ do selekcji trudnych do bezposredniej identyfikacji fenotypowej
komponentéw ojcowskich dla odmian mieszaficowych oraz na ustalenie jakie geny i biatka réznicuja
formy meskosterylne i meskoptodne pod wzgledem poziomu ekspresji. Badania ktére autor
przedsigwziat dla realizacji celéw pracy sg bardzo rozlegte, wnikliwe i wieloptaszczyznowe, co $wiadczy
0 opanowaniu przez doktoranta nowoczesnego warsztatu badawczego w zakresie genetyki
molekularnej, genomiki i proteomiki. S3 one takze éwiadectwem prawdziwej pasji badawczej, ktéra
przejawia sig dgzeniem do dogtebnego wyjasnienia badanych zagadnien. Pierwsze z najwazniejszych
zamierzen tj. opracowanie markeréw molekularnych dla genéw restoreréw Rf1 i Rf2 zostato wykonane
z sukcesem dzieki zastosowaniu réinych technik markerowych w tym RAPD, DArT, SSR oraz SCAR i
CAPS. Wstepnie zwigzek markeréw z cechy badano okreslajac asocjacje markeréw z fenotypem
meskosterylnym i fenotypem meskoptodnym. Dokfadniejsze badanie wartoéci selekcyjnej markerdw
przeprowadzono poprzez konstrukcje molekularno-genetycznych map genomu buraka cukrowego.
Sprzgzenie markeréw z genami Rfl i Rf2 okreslono na mapach genetycznych dla dwéch populacji
mapujgcych oraz przy wykorzystaniu trzeciej mapy dla chromosomu 4 zawierajacego gen Rf2, ktérego
obecnos¢ na tym chromosomie zostata w pracy potwierdzona. W silnym sprzezeniu z genem Rf2
zmapowano cztery markery, ktore bedzie mozna wykorzystaé w celach selekcyjnych w tzw. selekcji
wspieranej markerami (MAS). Ponadto w nieduzych odlegtosciach znaleziono po 3 markery typu RAPD,
CAPS i S5R oraz okoto 50 markeréw DArT. Te osiggniecia badawcze doktoranta maja duze znaczenie
dla dalszej poprawy skutecznosci prowadzonych prac hodowlanych nad odmianami mieszaricowymi
buraka cukrowego.

Podjeta przez Doktoranta proba dotarcia do mechanizmu molekularnego cytoplazmatyczno-jadrowe;j
meskiej sterylnosci u buraka cukrowego budzi najwiekszy podziw, gdyz zostata zrealizowana w oparciu
o rozlegte badania z zakresu genomiki, transkryptomiki i proteomiki przy wykorzystaniu
sekwencjonowania RNA-seq dla pieciu wybranych roélin meskosterylnych i pieciu roslin
meskoptodnych z populacji mapujacej. Uzyskano statystycznie potwierdzone rdznice w poziomach
ekspresji szeregu gendw jadrowych i organellowych przypisanych do rdznorodnych grup
funkcjonalnych, a w szczegdlnosci do metabolizmu reaktywnych form tlenu (ROS), rozpadu scian
komérkowych oraz regulatoréw ekspresji. Zidentyfikowano cztery geny z sekwencjami modutéw typu

PPR ktorych podwyzszona ekspresja byta zwigzana z obecnoscig restorera Rf2. Przeprowadzono



poréwnanie proteomow mitochondrialnych form meskosterylnych i meskoptodnych przy uzyciu
elektroforezy dwukierunkowej i spektrometrii mas uzyskujgc wynik Swiadczacy o nagromadzeniu
biatka preSATP6 w cytoplazmie sterylizujgcej S, ktére przypuszczalnie prowadzi do zaburzenia
sktadania lub stabilnosci kompleksu V syntazy ATP. Stwierdzono takze réznice w poziomie biatka
chaperonu HSP60 oraz biatka manganozaleznej dysmutazy ponadtlenkowej. Na podstawie tych
rezultatow udato sie autorowi stworzy¢ model mechanizmu molekularnego oddziatywan jadro-
cytoplazma w generowaniu meskiej sterylnosci i przywracaniu ptodnosci przez gen restorera u buraka
cukrowego. Zgromadzony materiat badawczy w postaci szeregu form meskosterylnych, dopetniajacych
restorujgcych oraz czterech populacji mapujacych budzi mdj szczery podziw dla rozmiaru
prowadzonych eksperymentdw. Jeéli dodamy do tego nowoczesne sekwencjonowanie RNA-seq
transkryptomu i rozlegte badania proteomiczne oraz finalizacje tych wszystkich prac wysoce
pozytywnymi wynikami spetniajgcymi zatozone cele pracy nasuwa sig jedyny mozliwy wniosek, ze
rozprawa doktorska mgr inz. Wojciecha Wesotowskiego zastuguje na wyrdznienie. Z cata mocg
podtrzymuje ten wniosek pomimo znalezionych przeze mnie pewnych niedociggnie¢ lub niescistodci,

ktore podaje ponizej i za ich powstanie obwiniam widoczny pospiech w opracowywaniu tekstu

rozprawy.

Uwagi:

1. Doktorant podat zbyt oszczedna charakterystyke genetyczng materiatéw roslinnych uzytych
do scistych doswiadczen genetycznych. Np. nie podaje w metodyce czy populacja mapujaca
pochodzi ze skrzyzowania jednej rosliny matecznej z jedna rosling ojcowska, nie podaje jakie
pokolenie byto badane F1, F2 czy dalsze, stosuje do opisu materiatéw genetycznych pojecie
~Obiekty”, ktére bardziej pasuje do doéwiadczalnictwa rolniczego a mniej do opisu jakim
postuguje si¢ genetyka, nie okresla jaki byt poziom ploidalnosci badanych materiatéw
genetycznych.

2. Pewne opisy, ktére powinny znalez¢ si¢ w metodyce znajdujemy w omawianiu wynikow np.
zasade analizy segregacji jedynie w proporcji 1:1 przy konstrukcji mapy genetycznej, przeciez
program JoinMap potrafi scala¢ wyniki z réznymi stosunkami segregacji.

3. Brak w metodyce wyjasnienia wzorem lub inaczej sposobéw analizy wynikéw np. obliczanie
wspotczynnikow kosegregacji markera z fenotypem, obliczanie poziomu pokrycia gendw
odczytami z RNA.

4. Btedne pojgcia np. kosegregacja 1:1 (str 45), powtarzany kilkakrotnie zwrot niegramatyczny —
~wystepowat /nie wystepowat u préb” (str49).

5. W przegladzie literatury na str. 9 chyba niezbyt udany opis produkcji nasion mieszaricowych

buraka. Jaka w tym wszystkim rola restoreréw?



6. W dyskusji znajdujemy jedynie opis stowny uzyskanego modelu mechanizmu molekularnego
lezacego u podstaw zjawiska CMS/ptodnosci i interakcji cytoplazma --geny jadrowe.

Przydatby sie graficzny schemat.

Mam réwniez kilka pytan do Autora:

1. Wyraine jest rozciagnigcie mapy w poblizu genéw restorerow, ktére autor ttumaczy
btgdami w fenotypowaniu. Czy moiliwe jest takze, 7e fenotyp meskoptodny mégt by¢
modyfikowany przez interakcje Rf1 z Rf2 lub z innymi pomniejszymi genami wptywajacymi
na meska ptodnosé?

2. Dlaczego mitochondria pochodzity z korzeni a nie z precikowia? Rozumowanie o wptywie
sytuacji zastanej w komérkach korzeniowych na ceche zwigzang z kwiatami musi by¢ wiec
czyms uzasadnione. Prosze o to uzasadnienie.

3. Jak wyttumaczy¢ pojawienie sie trzeciego allela w markerach SSR z populacji
mapujacych?

4. Jak mozna wyttumaczy¢ fakt, ze marker mCP-L6 w populacji S04 1061 wykazuje

kosegregacjg z cechg MS a w populacji S 04 786 nie (Tab. 8)?

Podsumowanie

Mgr inz. Wojciech Wesotowski opracowat bardzo wartosciowa pod wzgledem naukowym i utylitarnym
rozprawe doktorskq w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie biotechnologia, wychodzaca naprzeciw
oczekiwaniom krajowej hodowli buraka cukrowego. Opracowane w niej markery molekularne gendw
restorerow jako nowe narzedzia biotechnologii beda mogly wspomagaé selekcje materiatéw
hodowlanych. Hipoteza wyjasniajaca mechanizm molekularny zjawiska meskiej sterylnoéci/ptodnosci
u tego waznego gospodarczo gatunku rosliny okopowej pozwoli na wejécie badar na wyzszy poziom,
stwarzajgcy szanse  opracowania  jeszcze  lepszych, bardziej uniwersalnych  narzedzi
biotechnologicznych. Doktorant wykazat sie bardzo dobrym opanowaniem wspétczesnych metod
badawczych biotechnologii w tym: metod genetyki molekularnej, mapowania molekularnego,
genomiki, transkryptomiki i proteomiki na bazie analiz laboratoryjnych jak i analiz in silico na duzg skale
w oparciu o narzedzia bioinformatyki w postaci oprogramowania dla analizy sekwencyjnych baz
danych. Z tych powoddw wnosze o dopuszczenie mgr inz. Wojciecha Wesotowskiego do dalszych

etapow przewodu doktorskiego oraz o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.




