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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Gabrieli Machaj,
pt. ., Strukturaing i Junkcjonalna analizq genomow marchwi uprawnej i dzikiej
pod kgtem identyfikacji genetycznych determinant rozwoju korzenia
spichrzowego

Praca doktorska mgr inz. Gabrielj Machaj przedtozona do recenzji sktada sie z trzech
anglojezycznych publikacji, opatrzonych wstepem napisanym po polskuy. Artykuty
opublikowano w  dwéch renomowanych  czasopismach naukowych o zasiggu
migdzynarodowym, ktérych wartogci wspotezynnika wptywuy Impact Factor (IF) w latach
wydania prac (2017, 2018 i 2021) wynosity 4,298 (Frontiers in Plant Sciences) oraz 3,600
13,759 (Genes). Sumaryczny 4./5. letni [F prac wehodzacych w skiad rozprawy doktorskiej to
13,008, a suma ich cytowan odnotowana w bazie Web of Science pod koniec lipca 2021 roku
wynosita 28. Wszystkie prace mialy charakter wieloautorski, ale w kazdej z nich Doktorantka

wynikéw i ich ostatecznej interpretacji, a takze podczas pisania tekstu. Procentowy wklad
Gabrieli Machaj W przygotowanie poszczeg6lnych publikacji wynosit 25% - W pracy
zgloszonej przez oémiu wspotautoréw, 55% - w pracy pigcioautorskiej i 70% - w pracy
autorstwa Doktorantki i Jej promotora. Udziat w powstaniu artykutéw zostat potwierdzony
stosownymi o$wiadczeniami ztozonymi przez pozostatych wspétautoréw.

Praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Biologii Roslin, Wydziatu
Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie pod kierunkiem prof,
dr hab. inz. Dariusza Grzebelusa, jako promotora i dr inz. Alicji Macko-Podgérni, prof. UR,
Jjako promotora pomocniczego.

TEMATYKA BADAWCZA

Przedmiot badan stanowity marchew uprawna i dzika. Gatunek uprawny jest Jjednym
z najwazniejszych warzyw korzeniowych na $wiecie. Swiatowa powierzchnia upraw zajmuje
ok. 1,1 min ha, z czego ok. 22 tys. ha znajduje sie w Polsce (FAOSTAT, 2019). Znaczenie
wynikajace z waloréw zZywieniowych i kulinarnych gatunku sa nie do przecenienia, stad
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zainteresowanie naukowe marchwia jest calkowicie uzasadnione. Chociaz wybér materiatu
zapewne nie lezal W gestii Doktorantki, to Z pewnoscig byl on naturalng konsekwencja wyboru
jednostki naukowej i promotora doktoratu, ktory specjalizuje si¢ W badaniach nad tym
gatunkiem. Podjgte przez Doktorantke badania dotycza genetycznego podioza rozwoju
korzenia spichrzowego i stanowig wyodrebniony element szerszej koncepcji badawcze]
obejmujacej zardowno kompleksowa charakterystyke genomu marchwi uprawnej jak i analize
procesow prowadzacych do jej udomowienia.

Realizacja przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie
rolnictwo i ogrodnictwo jest uzasadniona tematyka badan.

STRUKTURA PRACY 1 STRONA JEZYKOWA

Doktorat obejmuje trzy artykuly liczace 13, 20 i 17 stron, podzielone zgodnie
z wymogami edytorskimi czasopism na standardowe rozdziaty o klasycznym ukladzie:
Wprowadzenie, Materiat i metody, Wyniki i dyskusja (osobno we Frontiers in Plant Sciences
lub lacznie w Genes), Whioski oraz Spis literatury. Artykuty poprzedza polskojgzyczna
opisowa czg$¢ pracy, W ktorej zawarto: Wykaz uzywanych skrotow i terminow, Wykaz
publikacji stanowigcych rozprawg doktorska. Streszczenie i stowa kluczowe (takze W wersji
angielskiej), Wstep, Hipotezy badawcze i cele prowadzonych badan, Materiaty i metody,
Najwazniejsze wyniki przeprowadzonych badan. Podsumowanie i wnioski oraz Spis literatury.
To syntetyczne ujgcie tematyki rozprawy liczy 32 strony. Napisane jest poprawnym
i przystgpnym jezykiem, cho¢ W tekécie pojawity si¢ nieliczne drobne biedy natury
interpunkcyjnej (przecinki po czlonie inicjalnym ,,ponadto”, brak przecinka przed ,,a~ miedzy
zdaniami wsp6hrzednymi) i tak zwane literowki”. Wigkszos¢ bledow natury edytorskiej nie
ma istotnego znaczenia dla odbioru pracy; jeden z nich jednak niefortunnie znalazt si¢ w opisie
wynikow i jest to blednie oznaczony symbol etapu rozwoju rosliny (str. 19, akapit 3, wers 5-6:
T2 vs T2).

Dyskusyjna kwestig jest wedlug mnie uzywanie anglojezycznych ZWIrotow
specjalistycznych. Poniewaz jestem zwolenniczka stosowania zapisow spolszczonych,
spodobata mi sie pisownia wyrazu locus” z uzyciem litery k (lokus), z ktora spotkatam si¢ po
raz pierwszy. Z Kkolei nie budzi mojego entuzjazmu zachowanie anglojezycznej pisowni W
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odniesieniu do splajsingu (,splicing u ) i genow podlegajacych podwyzszonej lub obnizonej
ekspresji  (.geny up/down—regulated” lub ,,geny up/down-regulowane”). Jak jednak
zaznaczytam wczesniej te rozwazania jezykowe sa nie tyle uwagami krytycznymi do
Doktorantki, ile raczej przyczynkiem do dyskusji o polskiej pisowni angielskich naukowych
zapozyczen.

Kolejna uwaga natury jezykowej odnosi sie do sformutowania dotyczacego
. mapowania genu do chromosomu”, ktre pojawia si¢ W kilku miejscach pracy. W mojej opinii
poprawnym zwrotem jest .(z)mapowanie genu na chromosomie” lub .przypisanie
genu/markera do chromosomu”. Takze niepoprawny wydaje sig¢ zwrot ,.na dystalnej czesei
dlugiego ramienia chromosomu’” (punkt pierwszy podsumowania i wniosek koncowy nr 1, str.
25 i 26). Powinien on brzmieé ,,w dystalnej czesci dlugiego ramienia chromosomu”.



OCENA TRESCI

Tytut rozprawy doktorskiej jest adekwatny do zawartych w niej tresci. We wstepie
Tozprawy, podzielonym na kilka podrozdziatéw, zawarto przeglad najwazniejszych zagadnien
dotyczgcych tematyki badawezej. Pokrétce Omowiono znaczenie marchwi uprawnej, podano
charakterystyke korzenia spichrzowego, scharakteryzowano odmiany i typy marchwi
uprawnej, opisano jej genom, omdéwiono proces udomowienia wychodzace od opisu marchwi
dzikiej i dalej skupiajac si¢ gléwnie na wiedzy dotyczacej genetycznych determinant
udomowienia marchwi. Tre$¢ rozdziatu nije przyttacza nadmiarem informacji, dobrze

Apiaceae.

Po rzeczowym, dobrze Opracowanym przegladzie literatury zawartym we wstepie
nastepuje rozdziat »Hipotezy badawcze i cele prowadzonych badan”. F ormutowanie hipotez
stanowi zwykle znaczne Wyzwanie dla miodego adepta nauki. Doktorantce udato sie celnie
Wysuna¢ cztery hipotezy oraz nakresli¢ gtéwne cele badas prowadzace do ich zweryfikowania.
Cele te okreglono Jjako identyfikacje i charakterystyke: 1) rejonu genomu z chromosomu 2
bedacego pod presja selekcyjna w  trakeie udomowienia, 2) gendw  podlegajacych

wymienione w rozdziale »Hipotezy badawcze i cele prowadzonych badasi”, a efekty ich
realizacji opisano w trzech kolejnych publikacjach tworzacych rozprawe,

Rozdziat »Materialy i metody” napisany zostal bardzo zwiezle, z zaznaczeniem, iz
szczegblowe opisy metodyczne znajdujg si¢ w kazdej z trzech publikacji jako wyodrebnione
rozdzialy. Byt to wedlug mnie zabieg w pelni uzasadniony, pozwolil bowiem unikngé
nieproporcjonalnego rozbudowania tej czgscei pracy i powielania doktadnych informacji ujetych
W zafaczonych artykutach, Najwazniejsze informacje metodyczne zostaty podane w formie
wymienienia uzytych materiatéw ; metod.

Pani mgr inz. Gabriela Machaj przeprowadzita w swojej pracy naukowej zréznicowane
analizy z zakresu fenotypowania i genotypowania, stosowata metody molekularne (long-PCR),
opanowata obstuge specjalistycznych programéw komputerowych m.in. do mapowania
genetycznego (analiza Sprzgzen i analiza QTL) oraz przeprowadzita liczne analizy
bioinformatyczne. Szczegdlne  wrazenie sprawia  r6znorodnogé uzytych  narzedzi
bioinformatycznych, zardwno programéw komputerowych Jak i baz danych, na potrzeby
opracowania wynikéw z publikacji nr3. W pracy - przeprowadzono identyfikacje
I charakterystyke in silico biatek AHL (InterProScan 5 v.5.38-76.0, MEME v.5.1.0, Expasy
Server, CELO v.2.5, SignalP 5.0 Server), analize filogenetyczng (MUSCLE, MEGA-X),
analizg ekspresji (Kallisto v.0.44.0), analize sieci powiazan i interakcji migdzy genami (EBSeq
v.1.12.0 R, Psych v.2.0.9 R, Igraph v.1.2.6 R, Cytoscape v.3.7.2, clusterMaker v.1.3.1) oraz
przypisanie adnotacji funkcjonalnych (GO FEAD). Powyzsze zestawienie pozwala
wnioskowaé o bardzo dobrze Opanowanym przez Doktorantke warsztacie badawczym.




Doktorantka dysponowata odpowiednim do realizacji celow pracy materialem
roélinnym, ktory stanowily linie i odmiany marchwi uprawnej, podgatunki marchwi dzikiej
i populacja mapujaca F2 (D. carota subsp. commutatus * linia marchwi uprawnej 2874B).
Zasadnie i umiejgtnie wykorzystane zostaty takze publicznie dostepne dane sekwencyjne
réznych materiatow roélinnych.

Wyniki badan omo6wiono syntetycznie, przedstawiajac najwazniejsze rezultaty W trzech
podrozdziatach zgodnie z chronologia kolejnych publikacji. Polskojezyczne opracowanie
rozprawy nie zawiera graficznych i tabelarycznych zestawien, co jest uzasadnione charakterem
rozprawy. Tekstowa forma jest jednak wystarczajaca, aby zorientowaé sie w zakresie badan
i poznal zarys najwazniejszych osiagnie¢. W celu zapoznania si¢ z€ szczegbtowym opisem
wynikow i dyskusja nalezy oczywiscie siggnaé do prac oryginalnych tworzacych spojny cykl
tematyczny. Lektura tych publikacji pozostawia czytelnika pod duzym wrazeniem. Badania
doprowadzily do doktadnego poznania regionu cult z chromosomu 2, ustalenia budowy oraz
funkeji genu DeAHLI, zaproponowanego jako kandydujacego do udziatu w regulacji tworzenia
korzenia spichrzowego marchwi. Wszystkie wyniki stanowig znaczacy wklad do wiedzy o
genomie marchwi, genetycznym podiozu morfogenezy korzenia, funkcjach molekularnych
i procesach biologicznych genow istotnych w rozwoju korzenia spichrzowego. Praca
dostarczyta wielu cennych informacji z sakresu transkryptomiki Daucus carota poprzez
przedstawienie, po raz pierwszy w literaturze, analizy porownawczej transkryptoméw marchwi
dzikiej i uprawnej W réznych stadiach rozwojowych. Dokladnie przeanalizowano rodzing
genéw AHL, zidentyfikowano 1 scharakteryzowano in-silico biatka AHL marchwi,
przeprowadzono analizy filogenetyczne, zbadano profile ekspresji i skonstruowano sieci
koekspresji genow. Wykryto i wskazano dodatkowe, poza wytypowanym we wstepnym etapie
badan genem DcAHLI, geny AHL prawdopodobnie zaangazowane W rozwoj korzenia
spichrzowego marchwi.

Potwierdzeniem wysokiego poziomu badan i ich rzetelnego opracowania jest ranga
czasopism, w ktorych prace sic ukazaly. Pomimo niewatpliwie wyrézniajacej jakosei
wszystkich publikacji pozwolg sobie na pewne uwagi do pracy nr 1. Probujac przeanalizowac
zagadnienie dotyczace struktury genu DeAHLcl, wskazanego jako gen determinujacy grubos¢
korzenia i ulegajacy presji selekcyjnej w trakcie udomowienia, natknetam si¢ na pewne
niejasnosci. Prositabym Doktorantke o wyjasnienie zagadniefi budzacych watpliwosci podczas
publicznej obrony doktoratu.

1. W zestawieniu tabelarycznym (Table 3) wskazane sa SNP wykryte w sekwencji
kodujacej DCAR_008402 (gen DcAHLel) obiektow dzikich i uprawnych marchwi.
W tekscie tej publikacji i w opisie tabeli mowa jest o trzech SNP niesynonimicznych
roznicujaeych formy uprawne od dzikich, podczas gdy w tabeli wystepuja jeszeze
inne mutacje zmiany sensu (substytucje W pozycji 946 i 948 — prawdopodobnie
dotyczace tego samego kodonu oraz trzynukleotydowy indel W pozycji 976-978).
Dlaczego w tekécie pracy nie zamieszezono informacji o tych zmianach? Nie zostaty
one takze oznaczone jako zmiany niesynonimiczne w Tab. 3, cho¢ maja one
odzwierciedlenie w sekwencji aminokwasowej biatka kodowanego przez DedHLel,
co pokazano na rycinie (Figure 4).



akcentowane albo zbyt stabo uzasadnione. Pytanie, ktére cheiatbym skierowaé do
Doktorantki brzmi: A) Czy mimo matej czestosci Wystgpowania izoformy
transkryptu genu DedHIc] dodatkowym €gzonem moze ona mieé wplyw na
zmiany w morfogenezie korzenia marchwi uprawnej? B) Czy jest mozliwe, aby
inne, nie tak duze zmiany strukturalne Jjak omawiana insercja w (np. SNP) mogty
wplyna¢ na zmiane funkcji genu? C) Jakie $3 sposoby na weryfikacje mozliwego
wplywu zmian strukturalnych genu na Jego funkcje?”

W trakcie lektury Tozprawy nasuneto mi sie takze kilka Spostrzezen i pytan odnoszacych sie do
analizy QTL. Prositabym Doktorantke o komentarz do nich podczas publiczne;j obrony
doktoratu.

3. W pracy zabraklo informacji o zmiennogci fenotypowej badanej cechy. O skalj
réznic w grubosci korzenia mozemy wnioskowad Jedynie z pieknie wykonanych
fotografii zamieszczonych w »Supplementary F igure 1” w publikacji nr 1,

4. W metodyce mapowania QTL nakierowanego na wykrycie loci zwigzanych

istotny, gdy wartos¢ LOD przekraczata 2,5, Te dwa Sposoby ustalania poziomu
istotnosci QTL stosuje si¢ zamiennie. Dlaczego wiec po ustaleniu poziomu LOD
W tescie permutacji przyjeto statg wartosé progowg LOD>2,59

5. Procent wariancji wyjasnionej efektem poszczegolnych QTL (PVE) zostat
wyliczony wedhug wzoru Zamieszczono w publikacji nr 1 pod tabelg (Table 4). Czy

celowo nie skorzystano z parametru R? (partition of the variance explained by OTL)

informacje o tym, Jjak wartogé badanej cechy (grubog¢ korzenia) zmienia sie pod
wplywem wariantéw allelicznych danego QTLa.




DcAHLcl w korzeniach marchwi dzikiej i uprawnej odpowiadajg réznice na poziomie struktury
a nie ekspresji.

Ostatnia drobna uwaga dotyczy oznaczenia genu DcAHLcl. W wigksze] czgsci pracy
jest uzywany wiasnie ten zapis. W publikacji nr 3 gen ten uzyskat nowy symbol (DcAHL16).
W podsumowaniu powinny zatem znalezé sig oba symbole, przynajmniej przy pierwszej
wzmiance 0 omawianym genie.

Spis literatury zawierajacy zestawienie zacytowanych w rozprawie prac $wiadczy
o dobrej znajomosci literatury przedmiotu oraz o umiejetnoséei dokonania wiaéciwego doboru
i syntetycznego opracowania materiatéw zrodtowych. Do przygotowania polskojezycznego

opracowania wykorzystano 58 publikacji i trzy strony internetowe.

PODSUMOWANIE

Prace doktorska, przygotowang pod opiekg promotora i promotora pomocniczego,
mozna uznaé za oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Rozprawe stanowi samodzielna
i wyodrebniona czg$c pracy zbiorowej, obejmujgcej trzy publikacje. Jest to spojne opracowanie
i doglebna analiza wyodrebnionego zagadnienia (strukturalna i funkcjonalna analiza genomow
marchwi uprawnej i dzikiej pod katem identyfikacji genetycznych determinant rozwoju
korzenia spichrzowego). Przeprowadzone badania zostaly zaplanowane Z rozmystem
i konsekwentnie zrealizowane Z uzyciem wielu aktualnych i nowoczesnych metod
analitycznych oraz réznorodnych narzedzi bioinformatycznych. Rozprawa Gabrieli Machaj
jednoznacznie wykazuje indywidualny wklad Kandydatki przy opracowywaniu koncepcii,
wykonywaniu czesci eksperymentalnej. opracowaniu i interpretacji wynikow. Tym samym
praca speinia wymogi zawarte W Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595)
z pozniejszymi zmianami (Dz.U. 2011 nr 84 poz. 455). W zwiazku z powyzszym WNOSzg do
Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Rolniczego W Krakowie
o dopuszczenie mgr inz. Gabrieli Machaj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
W zwiazku z ponadprzecigtnym merytorycznym poziomem pracy whioskuje o przyznanie
pracy wyrdznienia.

Szczecin, 9 sierpnia 2021 Beata Myskow
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