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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr inz. Gabrielj Machaj pt. sStrukturalna i funkcjonalna analiza
genomow marchwi uprawnej i dzikiej pod katem identyfikacji genetycznych determinant

Przedmiot rozprawy i jego znaczenie

Obiektem niniejszych badan Jest znana z korzenia spichrzowego marchew uprawna (Daucus
carota subsp. sativus), bedaca jednym z najwazniejszych warzywnych gatunkdw uprawnych na
swiecie. Jest ona réwniez gléwnym obiektem badawczym w Katedrze Biologii Roslin i
Biotechnologii UR. Jednym z podstawowych zagadnien zwigzanych z tym gatunkiem byto
poznanie genetycznych czynnikow warunkujacych jej udomowienie. Poza aspektem
poznawczym identyfikacja i charakterystyka istotnych genéw zwigzanych z procesem
udomowienia moze utatwi¢ selekcje istotnych cech w procesie hodowli. Do szeroko opisanych
determinant udomowienia nalezg loci/geny kontrolujace syntezg karotenoidéw, cukréw czy tez
geny zaangazowane w kontrole czasy kwitnienia. Jednak gtéwnym elementem udomowienia jest
rozwdj akumulujgcego duze ilosci cukréw i karotenoidéw korzenia spichrzowego. Doniesienia
literaturowe na temat molekularnych podstaw rozwoju korzenia w marchwi uprawnej ograniczaty
si¢ do identyfikacji genow kontrolujacych gospodarke wodng czy tez fitohormonalna.
Wezesniejsze badania zespotu prof. D. Grzebelusa przy wykorzystaniu platformy markeréw
DArT umozliwity identyfikacje 27 markeréw sprzgzonych z cechami udomowienia. Jeden z nich,
marker cult, cechowat si¢ najwyzszym wspotczynnikiem determinacji cechy udomowienia,
sugerujac jego zwiazek z procesem rozwoju korzenia spichrzowego. Dlatego rejon genomu
zaznaczony tym markerem stat sie potencjalnym kandydatem do dalszych badan zainicjowanych

przez Doktorantke. Rozwigzanie tego ciekawego problemu stato si¢ réwniez tatwiejsze po
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opracowaniu, we wspolpracy z zespotem prof. D. Grzebelusa genomu referencyjnego marchwi
uprawnej (lorizzo {in. 2016, Nature Genetics).

Rozprawa doktorska mgr inz. Gabrieli Machayj jest kompilacja trzech powiazanych
tematycznie publikacji: Macko-Podgérni i in. 2017, Machaj i in. 2018, Machaj i in. 2021,
ktore ukazaly si¢ kolejno we Frontiers in Plant Science i dwie w Genes (MDPI). W pierwszej
pracy Doktorantka jest drugim autorem (pierwszym jest Promotor pomocniczy dr inZ. A. Macko-
Podgorni, prof. UR). W dwoch nastepnych pracach mgr inz. G. Machaj jest autorem pierwszym,
przy czym ostatnia praca jest dwuautorska. Nalezy podkreslic, ze czasopisma te maja wysoki
wsp6lezynnik wptywu (IF), powyzej 4 i powyzej 3, co daje W sumie IF 11,657 (IF5 13,008).
Udziat Doktorantki w tych publikacjach wynosif odpowiednio 25%, 55% i 70%. W pierwszej z
nich mgr inz. Gabriela Machaj brata udzial w fenotypowaniu, genotypowaniu, analizach
bioinformatycznych, mapowaniu loci QTL, analizach long-PCR oraz pisaniu czesci
manuskryptu. W nastepnej pracy, poza czescia badawceza (przygotowame materiatéw do
sekwencjonowania, analizy bioinformatyczne), Doktorantka wspotuczestniczyta w opracowaniu i
interpretacji wynikow oraz pisaniu publikacji. W ostatniej, dwuautorskiej jej udziat byt bardzo
duzy poczawszy od pracy koncepcyjnej, poprzez prace doswiadczalne jak i opracowanie,
wizualizacje i interpretacje wynikow az do przygotowania manuskryptu.

Uktad pracy doktorskiej jest typowy dla tego typu rozpraw. We wstepie Doktorantka zawarla
podstawowe informacje o podgatunkach marchwi uprawnej oraz dzikie] i jej udomowieniu,
genomie i genetycznych determinantach udomowienia. W dalszej czgéci podata hipotezy
badaweze i cele, przedstawita krotko materialy i metody, najwazniejsze wyniki, podsumowanie i
whnioski oraz dotaczyla publikacje, wlaczajac o$wiadezenia wspbtautoréw o ich udziale w tych
pracach.

Szczegolowe cele i hipotezy rozprawy i zastosowane metodyki badawcze

Cele badawcze byly zgodne tematycznie z wchodzacymi w sktad pracy doktorskiej publikacjami.
W pierwszej z nich (Macko-Podgorni i in. 2017) celem byta charakterystyka rejon genomu
marchwi, ktory ulegt silnej presji selekcyjnej w procesie udomawiania. Hipotetycznie zatozono,
e roznice strukturalne w budowie genoméw marchwi dzikiej i uprawnej sa wynikiem selekeji w
trakcie udomawiania i tym samym wyselekcjonowany w wyniku tej presji rejon zawiera geny

warunkujace formowanie korzenia spichrzowego.
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W drugiej pracy (Machaj i in. 2018) za pomoca roznicowej ekspresji przeprowadzonej w
miodych roglinach i korzeniach marchwi dzikiej i uprawnej zidentyfikowano i
scharakteryzowano geny ulegajace zréznicowane; ekspresji. Hipotetycznie zatozono, ze w puli
tych gendw beda te, istotne dla procesu formowania korzenia spichrzowego.

Badania przeprowadzone i zamieszczone w trzeciej publikacji mialy na celu charakterystyke
rodziny genéw AHL u marchwi uprawnej. Hipoteza badawcza stanowita, ze czynniki
transkrypcyjne nalezace do tej rodziny biorg wspotudziat w formowaniu korzenia spichrzowego.
Realizacja powyzszych celow badawczych wymagata: sekwencjonowania badanego rejonu
chromosomu w genomach marchwij dzikiej i uprawnej, mapowania loci cech ilosciowych (QTL)
zwigzanych z badana cechg, sekwencjonowania transkryptoméw obydwu gatunkdéw marchwi
oraz analizy struktury i ekspresji badanych genéw i ich koekspresji z innymi. Stad stosowane
przez Doktorantke metody byly dosy¢ obszerne i obejmowaty fenotypowanie, genotypowanie,
mapowanie, analizy molekularne (RT-gPCR, NGS, RNAseq), bioinformatyczne.

W tej czesci doktoratu bytam troche zaskoczona kolejnoscia; najpierw postawiono hipotezy a
potem wyznaczono cele. Zwykle Jest odwrotnie. Czy ta kolejnosé ma jakies glebsze
uzasadnienie?

Najwazniejsze uzyskane wyniki

Opracowany i opisany we wezesniejszych badaniach przez zespot prof. D. Grzebelusa marker
cult, réznicujgcy marchew dzika i uprawna zostat zmapowany i polimorficzny rejon tego markera
zostal poddany analizie (Macko-Podgérni i in. 2017). Poréwnanie sekwencji genomowych tego
rejonu w wielu genotypach reprezentujacych obie grupy umozliwita identyfikacje polimorfizméw
typu SNP i w dalszej kolejnosci wyodrebnienie rejonu roznicujacego o dtugosci 37000 par zasad
(p2). Zidentyfikowano w nim 6 genéw kodujacych biatka, z ktérych jeden, nalezacy do rodziny
genoéw AHL, kodujacych czynniki transkrypcyjne, zostat wytypowany jako kandydujacy gen
udomowienia. Autorzy wskazali na zmiany w kodonach sugerujgce dziatanie selekcji
oczyszczajgcej podczas udomawiania oraz wystepowanie alternatywnego splicingu/sktadania
tego genu w roslinach dzikich i uprawnych. W wyniku mapowania cechy przyrostu korzenia na
grubos¢ zidentyfikowano dalszych 5 QTLi, z ktdérych jeden pokrywat si¢ z rejonem
udomowienia.

Identyfikacja genow zaangazowanych w proces formowania i rozwoju korzenia w marchwi

uprawnej i dzikiej wymagata przeprowadzenia analizy réznicowej ekspresji genéw w czasie
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rozwoju korzenia spichrzowego (Machaj i in. 2019). Do badaf wybrano tkanki w trzech stadiach
rozwojowych: w 55 dniu, 110 dniu i 165 dniu po wysianiu, opisane jako young plants/siewki,
developing roots/mtode korzenie i mature roots/korzenie dojrzate. Dobrze dobrany materiat
badawczy jest bardzo wazny bo bezposrednio przekiada si¢ na otrzymane wyniki i ich
interpretacje. Stad moje pytania: na jakiej podstawie wybrano te trzy stadia i czy 55-dniowe,
mtode roéliny byly pobierane razem z lisémi, jak wskazuje opis W publikacji? Jezeli tak, to jakie
mogag by¢ tego konsekwencje? Dlaczego 55-dniowa roslinka marchwi opisywana jest jako
siewka?

W kazdym ze stadiow zidentyfikowano setki genow o zréznicowanej ekspresji w roélinach
dzikich i uprawnych. Geny zwigzane z fotosynteza wykazywaly wyzsza ekspresje w trzech
badanych stadiach roslin uprawnych w pordwnaniu z dzikimi. Czy Doktorantka mogtaby
wskazaé, jakie to mogty by¢ geny/grupy genow, ktorych ekspresja zachodzaca w czesel
podziemnej (dwa stadia) miata zwiazek z fotosynteza? Z kolei geny zaangazowane W
formowanie $ciany komorkowej ulegaty wyzszej ekspresji w marchwi uprawnej w poréwnaniu z
dzika tylko w pierwszym stadium. Przedledzenie zmian poziomu ekspresji genow pomiedzy
roélinami dzikimi i uprawnymi w czasie rozwoju korzenia umozliwito pogrupowanie ich do
trzech kategorii: regulowanych podobnie, specyficznych dla form uprawnych i specyficznych dla
form dzikich. Wréd tych, bioracych udziat w rozwoju korzenia spichrzowego byly geny z grupy
czynnikéw transkrypeyjnych, post-translacyjnych modyfikacji biatek, sygnalizacji hormonalnej
czy tez sygnalizacji redox. Co cickawe, analiza opisanego W pierwszej publikacji kandydujacego
genu udomowienia (DcAHLcl z grupy czynnikow transkrypcyjnych) nie wskazata na
wystapienie istotnych roznic w poziomie ekspresji u form dzikich i uprawnych. Ten wynik nie
stoi w sprzecznos$ci z wezesniej proponowanym mechanizmem dziatania tego genu u obu
form/podgatunkow opartym na réznicach strukturalnych, warunkujacych alternatywny splicing.
Wyloniono réwniez inne grupy genOw istotnie wplywajacych na wzrost korzenia spichrzowego
marchwi, jak te biorgce udziat w regulacji cyklu komoérkowego i mitozy, transporcie wody
(akwaporyny), metabolizmie cukréw i skrobi, fotosyntezie czy tez syntezie karotenoidow.
Wyniki potwierdzaja, Ze zaproponowany wezesniej model syntezy karotenoidow jest Scisle
zwiazany z genami fotosyntezy fotosystemow I i IL.

W trzeciej, bardzo samodzielnej pracy Doktorantki, przy wspétpracy z Promotorem,

przeprowadzona zostata charakterystyka rodziny genéw AHL z naciskiem na identyfikacje tych,
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ktore moga by¢ zaangazowane w r0zwoj korzenia spichrzowego (Machaj i Grzebelus 2021). W
genomie referencyjnym marchwi zidentyfikowano 47 genodw, ktore, za pomocg analizy
ﬁlogenetycznej dla marchwi i rzodkiewnika przyporzadkowano do ktadéw j subkladéw. W
wigkszosci (37) ich biatka wykazywaty lokalizacje;jqdrowq. Dla niektérych sugerowano
lokalizacje w btonie plazmatycznej, chloroplastach i przestrzeniach mi@dzykomérkowych, ale
tylko jeden z nich posiadat peptyd sygnatowy (DcAHLY). Ze wzgledow funkcjonalnych (analiza
ekspresji) geny 4 HL podzielono na tkankowo-specyﬁczne (25 gendw), konstytutywne (19
genow) i nieaktywne (w danych tkankach i warunkach eksperymentalnych; 3 geny). Podlegaty
one réwniez regulacji rozwojowo-zaleznej. W wyniku klastrowania autorzy wyodrebnili
subklaster o$miu genow ulegajacych ekspresji w korzeniach z €zego trzy byly silnie specyficzne
dla tego organu. Wezesniej skonstruowang sie¢ koekspresji uzupetniono o geny 4TI Analiza
ontologii genéw pozwolila na wyodrebnienie i przyblizone okreslenie funkcji najwazniejszych
genow regulatorowych w dwéch klastrach zawierajacych geny AHL. Geny te ulegaty koekspresji
Z genami biorgcymi udziat w procesie morfogenezy korzenia co wskazuje na ich udziat w
regulacji rozwoju korzenia spichrzowego.
Najwazniejsze osiggnigcia
1. Lokalizacja i charakterystyka rejonu udomowienia cult marchwi uprawnej oraz
identyfikacja waznego genu udomowienia nalezacego do rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych AHI.
2. Zaproponowanie modely funkcjonowania genu udomowienia w oparciu o jego strukture i
analizy ekspresji.
3. Charakterystyka catej rodziny gendw AHZ w genomach marchwi dzikiej i uprawne;j i
wyodrebnienie tych, zaangazowanych w formowanie korzenia spichrzowego.
4. Wykazanie, ze w regulacje rozwoju korzenia spichrzowego jest zaangazowanych wiele
roéznych grup genéw regulujacych rézne jego aspekty i fazy rozwojowe.
Komentarze i uwagi krytyczne
W czgdei opisowej nt. genomu nie zacytowano m.in., publikacji zespotu Grzebelus i in. 2016; na
stronie 13 pracy podano zka date publikacji Grzebelus j in. (nie 2013 ale 2014).
Stormutowanie ,,mieszarice (F2)” jest niepoprawne. Prawidtowo jest to pokolenie (potomne) F»,

nie mieszafncowe jak F, ale segregujgce. Moge si¢ domysla¢ co Doktorantka cheiata powiedzied



przez zapisane sformutowanie w skrocie. Nalezato to jednak opisac szerzej, uwzgledniajac
pokolenie F1. Proszg o komentarz.

Sugerowatabym uzywac poprawnych sformutowan w jezyku polskim, czyli nie ,up-regulowane”
(w przypadku ekspresji genow) ale ulegajace wyzszej ekspres;j.

Nie mam innych powaZniejszych zastrzezen do oceny formalnej i merytorycznej.
Podsumowanie oceny

Wyniki badan przedstawione W cyklu trzech publikacji wchodzacych w sktad pracy doktorskiej
mgr inz. Gabrieli Machaj sa oryginalne i wnosza nowa wiedze na temat genetycznych czynnikOw
rozwoju korzenia spichrzowego marchwi uprawnej. Udziat badawczy i merytoryczny
Doktorantki wzrasta znaczgco W kolejnych publikacjach, co $wiadczy pozytywnie 0 jej rozwoju i
coraz wigkszej samodzielnosci. Jako$¢ badan jest wysoka, co potwierdza rowniez ranga
czasopism, w ktérych opublikowano wyniki. Zastosowano w nich wiele wasciwie dobranych
technik badawczych. Wnioski sa prawidiowe.

Stwierdzam, Ze recenzowana praca spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim. Z powyzszych wzgledow wnoszg do Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Uniwersytetu Rolniczego in. H. Kottataja w Krakowie o dopuszczenie mgr inZ. Gabriele

Machaj do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whiosek o wyréznienie doktoratu

Wyniki pracy sa oryginalne i majg wysoka warto$¢ merytoryczng czego potwierdzeniem jest ich
publikacja w uznanych czasopismach naukowych. Zarowno badawczy jak i merytoryczny wkitad
Doktorantki w ich powstanie znaczgco wazrastat, $wiadezac o Jej szybkim rozwoju naukowym w
ciagu ostatnich czterech lat. Mgr inz. G. Machaj opanowala i biegle postugiwata si¢ réznorodnym
warsztatem eksperymentalnym i bioinformatycznym. Jej ugruntowana wiedza w temacie
umozliwita jej na przeprowadzenie wnikliwej analizy, interpretacji i dyskusji wynikow.
Powyzsze wzgledy upowazniaja mnie do wnioskowania o wyroznienie tego doktoratu stosowng
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