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Wprowadzenie

Programy precyzyjnej hodowli roslin w coraz wigkszym stopniu wykorzystuja markery
genetyczne do selekcji okreslonych cech agronomicznych. Warunkiem skutecznego
stosowania tego narzedzia jest dysponowanie wiarygodnymi danymi opisujagcymi polozenie
markera na mapie genetyczne] i jego korelacje z okreslong cecha fenotypowa oraz
transferowalnosé tych danych z jednej populacji na inne. Speknienie tych kryteridéw nie jest
tatwe a dodatkowo moze by¢ komplikowane wowczas, gdy: 1) badane cechy s dziedziczone
iloSciowo, ii) charakteryzujg si¢ wzglednie niewielkg i rozng dla réznych populacji
odziedziczalnoscia, iii) obserwowany jest duzy wplyw zmiennego $rodowiska na efekt
fenotypowania, iv) badane populacje cechuje silne zréznicowanie genetyczne oraz v)
fenotypowanie badanej cechy jest dodatkowo modyfikowane przez zmiany epigenetyczne
bedace efektem interakcji rosliny ze srodowiskiem. Tylko ta krdtka, wstgpna charakterystyka
obrazuje, ze dziedzina, ktorej dotyczy oceniania praca doktorska jest zarbwno wazna jak i
merytorycznie ztozona.

Opis i recenzja dysertacji

Strukture dysertacji, liczgce] 182 strony, charakteryzuje klasyczny podzial na Streszczenie,
Przeglgd literatury, Material i metody, szczegétowo opisane Wyniki oraz interesujaca
Dyskusje uzyskanych wynikow w zestawieniu z literatura $wiatowa.

Dodatkowo Autorka zestawila uzywane w pracy skroty, przedstawita Cel badan oraz
podsumowala wyniki w siedmiu koncowych Wnioskach. Calo$¢ konczy Wykaz cytowanej
literatury obejmujacy 273 pozycje.

Dysertacja napisana jest rzeczowo i komunikatywnie. Slownictwo i terminologia sa poprawne
a styl, w jakim napisana jest praca pozwala z przyjemnoscig czyta¢ rozdziaty opisowe. Cata
praca jest napisana z minimalnym udzialem neologizméw oraz praktycznie bez zargonu
laboratoryjnego. Przeglad literatury jest dobrym i aktualnym zrédlem informacji o
najwazniejszych elementach pracy: badanym gatunku, stresach suszy i niskiej temperatury
oraz fizjologicznych reakcjach roslin na te stresy. Czgs¢ przegladu literatury dotyczy narzedzi
badawczych w tym: identyfikowania markerow genetycznych, Kkonstruowania map
genetycznych, mapowania asocjacyjnego, selekcji wspomaganej markerami oraz metod
statystycznych.

Opis wynikow jest podporzadkowany chronologii kolejnych etapéw. Na poczatku dysertacji
Autorka zamiescila rysunek ze schematem trzech grup eksperymentow, ktore w kolejnych
sekcjach sa systematycznie opisane. Dysertacja jest kontynuacjg wczesniejszych projektow.
Na jej poczatku Autorka przedstawia wyniki wstepne, ktére pozwolily jej na typowanie
markeréw DArT skorelowanych z loci cech ilosciowych (QTL) badanych cech fenotypowych
i parametrow fizjologicznych. Przy wyborze markeréw bedgcych podstawg dalszych badan
uwzgledniano procent wyjasnianej zmiennosci oraz ich stopien addytywnosci. Obecnosé



sekwencji mikrosatelitarnych w regionach markerow lub polimorfizm sekwencji
nukleotydowej umozliwity konwersje na tatwiejsze eksperymentalnie markery SSR lub STS.

List¢ ta dodatkowo wzbogacono o lezace w poblizu markery z bazy GrainGenes. Po
eksperymentalnej weryfikacji do dalszej pracy wybrano 17 (wg Tabeli 2a) najbardziej
obiecujacych markeréw. W analogicznym postepowaniu, na podstawie wczesniejszego
mapowania asocjacyjnego, wytypowano markery parametréw fluorescencji chlorofilu
zasocjowane z reakcja roslin na niskie temperatury. Tutaj do dalszej weryfikacji wybrano 20
markerow (wg. Tabeli 2b). W obydwu przypadkach waznym kryterium byta silna korelacja z
parametrami fizjologicznymi i parametrami fluorescencji chlorofilu.

Ktore z parametrow fizjologicznych sa, zdaniem Pani, najlepsze do diagnozowania reakcji
rosliny za stres suszy i niskiej temperatury?

Polimorfizm markeréw tolerancji suszy testowano w populacji 1034 genotypéw jeczmienia i
wybrano te, ktorych polimorfizm najskuteczniej réznicowal polskie genotypy jeczmienia o
zroznicowanej wrazliwosci na suszg. Wybrane markery réznity si¢ polimorfizmem w badanej
populacji a najwyzszy polimorfizm dla trzech grup genotypow wykazywaly markery SSR:
Bmac209, bPb-6735 1 bPb-3908 oraz markery STS: bPb-6721, bPb-0838, bPb-7786 1 bPb-
8884.

Do szczegotowej charakterystyki parametrow fizjologicznych w warunkach suszy wybrano
pule 109 genotypéw skrajnie rdéznigcych sie reakcjg na suszg. Zwigzek parametru
fizjologicznego z markerem oceniano wyznaczajac wspotczynnik korelacji rang Spearmana,
wszystkie markery oceniano wyznaczajac ich wartos¢ selekcyjng. Analiza ta pozwolita
wskaza¢ markery bPbh-6721, bPb-1312 1 bPb-8884 najsilniej skorelowane z najwigksza liczba
wspolczynnikow fizjologicznych. Wyznaczone korelacje odnoszace si¢ do parametrow
fluorescencji chlorofilu  Autorka interpretowala w odniesieniu do funkcjonowania
fotosystemu II, gestosci centrow reakcji, wygaszania fotochemicznego oraz wybranych
parametrow gospodarki wodne;j.

Interesujaca, jakkolwiek poboczna dla gléwnego tematu dysertacji, byla analiza korelacji
markerow z innymi niz reakcja na stres cechami agronomicznymi, wsérod ktorych byty cechy
zdolnosci plonotworczej i odpornosci na wybrane choroby. Efektem tego etapu bylo
wskazania trzech markerow bPb-6721, bPb-6399 i bPb-7786 pozwalajacych na selekcje
roslin o podniesionej odpornosci na choroby.

Zageszcezanie markerow w wybranych rejonach genomu jeczmienia pozwolito doda¢ 34 nowe
markery tolerancji suszy. W tej czegsci pracy Doktorantka genotypujgc 109 form jeczmienia,
uzyskata 15828 markerow DArTseq. Z tej puli wybrala 1649 sekwencji zréznicowanych we
wszystkich genotypach i wykazujacych najwyzsze wartoéci PIC, ktére docelowo zaggscity
markery wybranych regionow genomu jgczmienia.

Wyniki kolejnego etapu tj. mapowania asocjacyjnego 1797 markerow pozwolily wyznaczy¢
wartosci asocjacji tych markerdw z parametrami fizjologicznymi. W tej czesci na uwage
zasluguje umieszczenie 9 markeréw zwigzanych =z 24 parametrami aktywnosci
fotosyntetycznej w regionie od 141,01 do 148,16¢cM chromosomu 2H. Region chromosomu
4H wykazujacy asocjacj¢ z parametrami aktywnos$ci fotosyntetycznej zostal uzupeliony
dodatkowymi 5 markerami.

Identyfikacja markeréw mrozoodpornosci i zimotrwatosci w doswiadczeniu 2 pozwolita
wskaza¢ 3 markery bPb-1593, bPb-7975 i bPb-7024 przydatne do selekcji mrozoodpornosci.
Markery te byly dodatkowo skorelowane z cechami agronomicznymi: wysokoscig roslin,
zawartoscig biatka w ziarnie, odpornoscia na maczniaka prawdziwego i rdzg karlowa.
Przydatnos$¢ wytypowanych markerow byta weryfikowana w dwoch grupach eksperymentow
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z wykorzystaniem genotypéw roznigeych si¢ tolerancja na stresy s$rodowiskowe oraz
roznigcych sie parametrami fizjologicznymi zwigzanymi z reakcja na te stresy. W efekcie
wykonanych analiz Doktorantka wytypowata markery, ktore jej zdaniem, beda dobrze stuzyly
selekcji ukierunkowanej na podniesienie tolerancji suszy oraz, w innej grupie roslin, selekcji
mrozoodpornosci i zimotrwalosci. Wskazanie takich markerow zaliczytbym do
najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki. W kolejnych etapach badano asocjacj¢ tych
markerow z parametrami fizjologicznymi, charakteryzujacymi reakcje roslin na stres suszy a
w analogiczne] czesci dotyczacej jeczmienia ozimego badano korelacje markerow z
mrozoodpornoscig i zimotrwaloscia.

W pracy tak obszernej trudno unikngé¢ bledéw edytorskich czy redakcyjnych. Tekst dysertacji
jest nasycony symbolami markeréw i zachowanie podobnej kolejnosci w odpowiadajacych
sobie opisach i tabelach znacznie uprosciloby odczytywanie tych markeréow i ich
poréwnywanie (np. tabela 14 i 15). W kilu miejscach symbole markeréw si¢ r6znia i nie jest
jednoznaczne czy jest to literdbwka czy nowy symbol. Na przyklad symbol Bmac209a w
tabelach 13, 14 oraz odpowiadajgcy mu symbol Bmab209 w tabelach 16a, 16b, 17a, 17b.
Symbolowi markera czasami dodatkowo towarzyszy pojedyncza litera, ktdra prawdopodobnie
wskazuje na jeden z alleli, jednak nie jest to opisane w legendzie (np. tabelel4, 15).
Pomytkowo opisano zawartos¢ tabelil8, jako zestawienie wspotczynnikow korelacji rang
Spearmana i wartosci selekcyjnej (str. 94), a w rzeczywistosci sa to dane pogodowe.

Autorka zamiennie uzywa terminéw zimotrwalos¢ i mrozoodpornos¢. Prositbym ja o
odpowiedz, czy jest to poprawne 1 jezeli tak to, dla jakich warunkow?

Dane na temat pomiaréw fluorescencji chlorofilu oraz wnioskowanie na podstawie tak
uzyskanych wynikow o bardzo zréznicowanych cechach fenotypowych sa obecnie bogato
opisywane w literaturze, na ktora skiada si¢ kilkadziesiat publikacji i opracowan. Publikacje
te s3 w bardzo duzym stopniu opisowe. Mimo, iz w tych pracach wskazuje si¢ na okreslone
struktury i procesy to praktycznie brak badan, w ktorych funkcje tych struktur oraz ich
zwigzek z mierzonym parametrem fluorescencji chlorofilu bylby weryfikowany w
bezposrednim eksperymencie. Troche analogicznie jak weryfikowana jest funkcja enzymow
w badaniach biochemicznych czy gendw w genetyce molekularnej. Czgs¢ recenzowanej pracy
doktorskiej poswiecona jest mapowaniu i lokalizowaniu w okre$lonych regionach
chromosoméw jgczmienia parametrow fluorescencji chlorofilu, waznych dla oceny reakcji
roslin na czynniki srodowiskowe. Moim zdaniem ten bardzo interesujacy aspekt pracy jest
istotnym uzupelnieniem licznych publikacji, gdzie pomiar fluorescencji byl cecha
diagnostyczng reakcji na stres.

Kolejny i chronologicznie ostatni etap dysertacji, na poczatkowym schemacie opisano jako
,Doswiadczenie 3”, to analiza bioinformatyczna genomowych sekwencji nukleotydowych
markeréw. Analiza ta zostala ukierunkowana na identyfikacje genow, fragmentow
regulatorowych lub biatek zakodowanych w tych regionach genomowego DNA, z ktérych
pochodza okreslone markery. Autorka badajac podobienstwo tych sekwencji do znanych
klonow cDNA, gendw lub bialek, starala sie odkry¢ potencjalne funkcje biologiczne zapisane
w sekwencji nukleotydowej tych markeréw lub w blisko potozonych regionach. Tak
zaprojektowana i wykonana analiza bioinformatyczna byla kontynuowana eksperymentalnie,
czego efektem byla charakterystyka profili ekspresji zidentyfikowanych gendow.

Korzystajac z wielu nukleotydowych i biatkowych baz danych, dla wybranych sekwencji
DArT, Autorka zidentyfikowala odpowiadajagce im kontigi genomu jgczmienia. Nastgpnie
analizujac te kontigi wskazala, ze znajdujg si¢ tam regiony podobne do znanych genéw lub
regiony kodujace biatka podobne do znanych bialek. Na podstawie tak wykazanego
podobienstwa sekwencji lub obecnosci domen Autorka wnioskowata o obecnosci w tych



regionach gendéw pelnigcych okreslone funkcje biologiczne. Korzystajac z tej strategii
bioinformatycznej i lokalizacji 8 markeréw DArT tolerancji suszy Autorka zidentyfikowata
odpowiednie kontigi oraz 8 bialek o potencjalnej funkcji w reakcji rosliny na deficyt wody
lub odpornosci na choroby. Podobne postepowanie z 6 markerami mrozoodpornosci
pozwolito Doktorantce znalez¢ siedem bialek o potencjalnych funkcjach w reakcji na niskie
temperatury. W opisie dokladnie przedstawiona jest Sciezka bioinformatycznego
identyfikowania kazdego z tych bialek.

Ten etap bioinformatyczno - eksperymentalny jest interesujacy, jednak jego wiaczenie do
pracy dedykowanej markerom genetycznym tolerancji badanych stresow srodowiskowych
wymaga dodatkowego komentarza i dyskusji.

Najwazniejsza cechg sekwencji nukleotydowej markera genetycznego jest polimorfizm tej
sekwencji obserwowany w badanej populacji. Jezeli tak znaleziony marker zawsze ko-
segreguje z badana cechg, wowczas mozemy zatozy¢, ze genetyczna odleglos¢ markera od
genu warunkujacego ceche jest bardzo mata. W skrajnym przypadku moze on byc¢
zlokalizowany dostownie w genie warunkujgcym dana cechg. Spetnienie tych kryteriow jest
jednak skrajnie trudne (zeby nie powiedzie¢ praktycznie niemozliwe) w przypadkach, gdy
badane sa cechy dziedziczone ilosciowo i na dodatek ich fenotypowanie silnie zalezy od
warunkow srodowiska. Tolerancja suszy oraz mrozoodpornos¢ sg przykladami takich wlasnie
cech.

Po tym komentarzu i bez rozstrzygania o zwiazku markera i genu, prositbym Doktorantke o
dyskusje tego zagadnienia i oceng prawdopodobienstwa, ze sekwencja nukleotydowa markera
(lub zlokalizowana w regionie markera) jest genem, ktdrego funkcja jest zwigzana z
markerowang cecha.

Niezaleznie od powyzszej uwagi. adnotacja sekwencji DArTseq moze prowadzi¢ do
interesujacych spostrzezen i identyfikowania genow potencjalnie zaangazowanych w
okreslone funkcje. W tym przypadku Autorka wskazala geny, ktorych profile ekspresji
wykazywaly zaleznosé od genotypu i warunkéw srodowiskowych. Wsréd tak adnotowanych
genOw interesujace jest podobienstwo do gendéw potencjalnie warunkujgcych zmiany
epigenetyczne. Na podkreSlenie zastuguje rowniez sposob wytypowania —genow
referencyjnych, co jest zadaniem zawsze trudnym. Dyskusja tej czesci dysertacji jest
wielopoziomowa. Autorka cytuje badania roslin modelowych Arabidopsis i Brachypodium a
w koncowej konkluzji wskazuje, ze ostateczng weryfikacja biologicznej funkcji
adnotowanego genu jest bezposredni eksperyment z uzyciem roélin z nadekspresjg badz
wyciszong ekspresja badanego genu.

Dysertacja podsumowana jest siedmioma wnioskami, ktorymi Autorka zwrécita uwage na
swoje najwazniejsze osiagniecia. Wnioski 3 i 4 wskazuja na markery, ktore dzigki silnemu
sprzezeniu z tolerancja suszy bPb-6721, bPb-5450 1 bPb-1312 oraz z mrozoodpornoscig bPb-
1593, bPb-7975 i bPb-1815 moga by¢ stosowane w selekcji jeczmienia. Na podkreslenie
zastuguje wskazanie asocjacji zwickszonej aktywnosci fotosyntetycznej i podniesionej
tolerancji na susze. Wniosek ten pozwala przypuszczaé, ze zastosowana strategia
identyfikowania markerow jest mozliwa do wykorzystania rowniez u innych gatunkow roslin
uprawnych. Dwa ostatnie wnioski odnoszace si¢ do analizy bioinformatycznej i wskazania
genow kandydujacych zwigzanych z rekcja rodliny na czynniki stresowe podkreslaja
zrozumienie przez Doktorantke mozliwosci i ograniczen zwiazanych z tg strategia.

Pozytywna ocena pracy doktorskiej bylaby niepelna bez podkreslenia, ze czgs¢ wynikow
zostata juz opublikowana Journal of Applied Genetics 56: 299-309 w artykule: Fiust A.,



Rapacz M., Wéjcik-Jagta M, and Tyrka M ,.Development of DArT-based PCR markers for
selecting drought-tolerant spring barley” oraz, ze badania realizowano w ramach Programu
Badan Stosowanych finansowanego przez NCBIiR, grantu PRELUDIUM przez NCN oraz
przy wspotudziale srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego ..Doctus — Matopolski
fundusz stypendialny™.

Podsumowanie

Wszystkie cze$ci ocenianej dysertacji sa poprawnie przygotowane i zredagowane. Czes¢
eksperymentalna zostala zaprojektowana tak, aby zebrane wyniki pozwolily wyczerpujaco
odpowiedzieé na postawione we wstepie pytania i w pelni zrealizowa¢ cel badan.

Opracowanie wskazuje na wysokie umiejetnosei techniczne, merytoryczna wiedze i bardzo
duza prace Autorki. Nieliczne bledy nie zmieniajg pozytywnego odbioru pracy a uwagi
krytyczne sa wynikiem innego spojrzenia na niektore z omawianych problemow.

Wyniki uzyskane przez doktorantke i) wzbogacaja nasza wiedzg¢ na temat fizjologicznych 1
genetycznych reakcji jeczmienia na stres suszy i niskiej temperatury, ii) opisuja nowg sciezke
identyfikowania markerow genetycznych, iii) wskazujg markery genetyczne pozwalajace na
selekcje roslin jeczmienia o podniesionej tolerancji tych stresdw oraz iv) zawierajg inspirujgca
do dyskusji propozycje identyfikowania genéw kandydujacych zaangazowanych w procesy
odpowiedzi roéliny na stresy srodowiskowe.

Rozprawe doktorska oceniam, jako wlasciwg pod wzgledem formalnym oraz
warto$ciowa merytorycznie. Analiza dysertacji dowodzi, ze Autorka jest dojrzalym
naukowcem zaslugujacym na awans naukowy.

Uzyskane wyniki oraz przedstawiona dysertacja spelniaja wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnosz¢ o dopuszczenie mgr Anny Fiust do dalszych czesci
przewodu doktorskiego.
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