RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Ewy Borzeckiej
pt. Wykorzystanie biblioteki BAC do integracji map fizycznych i genetycznych

oraz identyfikacji genow zwigzanych 7 udomowieniem i odpornoscig na choroby Zyta

W ostatnich latach odnotowujemy szybki rozwdj metod i strategii badawczych
stosowanych w genomice, coraz szerze] réwniez dla niemodelowych gatunkow roslin
uprawnych. Szczegdlnie interesujacy wydaje si¢ trend badan pan-genomow, wykraczajacy poza
prosty opis struktury genomu badanego gatunku, zmierzajacy do globalnej identyfikacji
wariantow genetycznych réznicujagcych genomy w obrebie gatunku. Ilo$¢ i jako$¢ zasobow
genomicznych dostepnych dla okreslonego gatunku zalezy przede wszystkim od naktadow
finansowych mozliwych do uzyskania w celu realizacji ambitnych projektow badawczych (w
przypadku gatunkéw niemodelowych jest to bezposrednio uzaleznione od ich znaczenia
gospodarczego), ale roéwniez od stopnia zlozonosci genomu, czyli jego wielko$ci 1 poziomu
ploidalno$ci. Zyto jest diploidem o do$¢ duzym genomie (ok. 8 Gpz) i, do niedawna, bardzo
ograniczonych zasobach genomicznych. Dopiero w roku 2021 opracowano pierwsze ztozenia
genomoOw referencyjnych zyta. Mozna zatem stwierdzi¢, Zze na etapie planowania pracy
doktorskiej przyjeto wlasciwe zatozenia, ktorych realizacja w istotny sposob poszerzyta wiedze
na temat genomu zyta. Badania byly prowadzone w ramach projektu finansowanego przez NCN
oraz grantu Dziekana Wydziatu Ogrodnictwa Biotechnologii 1 Architektury Krajobrazu SGGW.

W przedstawionej do recenzji rozprawie Autorka opisata wyniki badan majacych na celu
powigzanie klonow BAC zyta, z biblioteki uzyskanej dla linii L318 we wczesniejszym projekcie,
z mapa genetyczng tego gatunku. Wykorzystujac rezultaty integracji klonow BAC z mapa
genetyczng Autorka podjela nastepnie probe identyfikacji genow istotnych dla udomowienia zyta
oraz jego odpornosci na choroby. Zarysowana problematyka badawcza ma zatem znaczenie
zarowno poznawcze, jak i aplikacyjne. Przyjeta strategia badan wymagata opracowania
oryginalnych metodyk i duzego naktadu pracy, zardbwno na etapie eksperymentow w

laboratorium, jak rowniez bioinformatycznej analizy uzyskanych wynikow.



Struktura pracy

Praca w formie monografii obejmuje 135 stron maszynopisu z wydzielonymi rozdziatami
typowymi dla prac naukowych z zakresu nauk przyrodniczych.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim wtasciwie charakteryzuja zatozenia pracy i
prezentuja najwazniejsze osiggni¢cia uzyskane w toku realizacji badan do pracy doktorskie;.

Wstep, cel pracy i hipotezy badawcze zostaly zgromadzone w jednym rozdziale, ktory

stanowi syntetyczne wprowadzenie w tematyke badawcza podjeta w pracy doktorskiej i
sygnalizuje wszystkie istotne zagadnienia stanowigCe podstawg przeprowadzonych badan, a
nastepnie zwigzle i precyzyjnie przedstawia cel ogolny oraz cele szczegdtowe w formie pigciu
punktéw, a takze cztery weryfikowane przez Doktorantke hipotezy badawcze. Poniewaz praca w
duzej czesci jest zwigzana z opracowaniem nowych metod badawczych, trzy pierwsze hipotezy
majg charakter techniczny i odnosza si¢ do mozliwos$ci wykorzystania okreslonych strategii
eksperymentalnych do analiz genomu zZyta.

W kolejnym rozdziale, Przegladzie literatury, obejmujacym 28 stron maszynopisu

Autorka w pierwszych podrozdziatach omoéwita zyto jako gatunek uprawny, strukture jego
genomu oraz znane geny determinujgce wazne uzytkowo cechy zyta. W nastgpnej sekcji opisata
wazne dla badan genomicznych narzedzie, jakim sg biblioteki BAC, ich przydatno$¢ do
identyfikacji gendw i mozliwosci ich wykorzystania jako sond w badaniach cytogenetycznych.
Wskazata rowniez na znaczenie procedury kotwiczenia klonow BAC na mapach genetycznych,
popierajac to licznymi dobrze opisanymi przyktadami. Kolejna sekcja przegladu literatury
dotyczy znaczenia metod sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS, ang. next generation
sequencing, co Doktorantka nieprecyzyjnie tlumaczy jako ,sekwencjonowanie nowej
generacji”’). W tej sekcji przedstawita Ona krotka charakterystyke najwazniejszych technologii
NGS oraz przyktady ich zastosowania w genomice ro$lin, w tym mozliwo$¢ wykorzystania NGS
do genotypowania roslin w oparciu o sekwencjonowanie bibliotek o zredukowanej ztozonosci
genomowej, ogblnie okreslanych jako genotypowanie przez sekwencjonowanie (GBS, ang.
genotyping-by-sequencing). Jeden z wariantow tej strategii, metoda DArTseq, stanowila
podstawowe narzedzie wykorzystane w pracach eksperymentalnych opisanych w dysertacji.
Ostatnia sekcja przegladu literatury dotyczy zagadnien zwigzanych z udomowieniem ro$lin
uprawnych, wplywem udomowienia na genom oraz gendéw zwigzanych z tzw. syndromem

udomowienia, a takze gendéw odpornosci na choroby.



Materiaty i metody zostaty szczegotowo opisane w kolejnym rozdziale, na dziesieciu

stronach opracowania. Uwazam, ze zlozona strategia konstruowania prob tgczonych klonow
BAC wykorzystana w badaniach moglaby zosta¢ czytelniej zaprezentowana w formie ryciny
uzupehniajacej lub zastepujacej Tabele 1. Kolejne etapy zostaty czytelnie zaprezentowane, a
pytania merytoryczne dotyczace metod umiescitem w dalszej czgsci recenz;ji.

Whyniki wraz z dokumentacjg (17 tabel, 13 rycin oraz Aneks zamieszczony w rozdziale 8)
obejmujg 25 stron (oraz 11 stron aneksu) i tym samym stanowig zasadniczg czg¢$C pracy.
Otrzymane rezultaty badan sg logicznie uporzadkowane, czytelnie przedstawione i poparte
wilasciwie dobranym materiatem ilustracyjnym. Obejmuja one podrozdziaty opisujace wyniki
genotypowania prob taczonych klonow BAC metodg DArTseq, kotwiczenia klonéw BAC do
map genetycznych, weryfikacje wlasciwego przyporzadkowania markerow do klonéw BAC,
sekwencjonowanie klonow BAC w technologii Oxford Nanopore oraz probe identyfikacji genow
warunkujacych odpornos¢ na choroby zyta i genow zwigzanych z udomowieniem tego gatunku.

Dyskusja obejmuje 19 stron i jest bardzo dobrym komentarzem do sekcji opisujacej
wyniki przeprowadzonych eksperymentéw, umieszczajac je w szerszym kontekscie. Podobnie
jak pozostale czesci rozprawy, zostata ona zorganizowana starannie 1 w przemyslany sposob.

Whioski to zbior szeSciu punktéw stanowigcych poprawna rekapitulacje wynikow
przeprowadzonych eksperymentéw. Zgodnie ze sformutowanymi celami szczegdétowymi i
hipotezami badawczymi, wskazuja one na przydatno$¢ wykorzystanych metod 1 technik do
badan genomicznych zyta. Wniosek 5. dotyczy prawdopodobnej roli genu Sck33 w odpowiedzi
na porazenie zyta rdza brunatng. Mimo ostroznego sformutowania tego wniosku, jedyna
przestanka wynikajaca z prac eksperymentalnych na jego poparcie byta zmiana profilu ekspresji
tego genu w odpowiedzi na infekcje — jak wskazano w wynikach, jego rzeczywista rola musi
jeszcze zosta¢ potwierdzona, wigc wniosek ten uwazam za zbyt daleko idacy.

Spis _literatury obejmuje ponad 250 pozycji. Wykorzystany przez Autorke zestaw

publikacji niewatpliwie $wiadczy o jej bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym do
prowadzenia badan.
Rozprawa zawiera rowniez oswiadczenia Doktorantki i Promotorki pracy doktorskiej,

informacje o Zrédlach finansowania badan, spis tresci i wykaz skrotow.



Merytoryczna ocena pracy

Dysertacja przygotowana przez Pania mgr Ewe Borzeckg dotyczy wykorzystania
nowatorskich metod analiz genomicznych w celu lepszego poznania genomu zZyta i
wypracowania mozliwosci identyfikacji waznych genow determinujacych cechy uzytkowe oraz
gendow biorgcych udzial w reakcji rosliny na porazenie patogenami. Jest to obszar nauki, w
ktorym postep technologiczny 1 przyrost wiedzy zachodza bardzo szybko, czego
odzwierciedleniem jest fakt, ze Doktorantka zaczynala swoja prace w okresie, kiedy nie
dysponowano jeszcze ztozeniem genomu referencyjnego zyta, a konczyla ja juz kiedy dwa takie
ztozenia byly dostgpne. Strategia polegajaca na kotwiczeniu klonow BAC na mapach
genetycznych wniostaby fundamentalny postep w badaniach genomu Zyta w sytuacji braku
genomu referencyjnego, natomiast obecnie jej znaczenie moze wydawac si¢ nieco mniejsze.
Jednakze w mojej opinii opracowane zasoby w dalszym ciggu stanowig istotne poszerzenie
dostepnych mozliwo$ci analizy genomu zyta, w szczegdlno$ci z uwagi na fakt, ze linia
wykorzystana do konstrukcji biblioteki BAC jest genetycznie odrgbna od linii, dla ktérych
skonstruowano zlozenia genomow. Zaréwno zastosowanie skutecznej strategii kotwiczenia
klonow BAC, jak rowniez wykorzystanie technologii Oxford Nanopore do ich
sekwencjonowania stanowig znaczace osiggnigcia, a uzyskane wyniki, w powigzaniu z
dostepnosciag genomoéw referencyjnych moga w przysztosci pozwoli¢ na rozwinigcie podejscia
pan-genomicznego w kontekscie badan na zytem. Zakotwiczenie ponad 4,5 tys. klonow BAC
przy pomocy prawie 5,5 tys. markerow DArTseq to znaczacy postep wskazujacy na wysoka
skuteczno$¢ zaproponowanego podej$cia metodycznego. Na podstawie sekwencjonowania 13
klonow BAC wykazano rowniez, ze technologia Oxford Nanopore pozwala na uzyskanie ciaglej
sekwencji takich klonéw. Powigzanie sekwencji klonow BAC z sekwencjami referencyjnymi
pozwala réwniez na bardziej wydajng identyfikacje i analize gendow odpornosci 1 genoéow
udomowienia zyta.

Jak przedstawitlem powyzej, moja ocena badan zrealizowanych przez Doktorantke jest
wysoka, tym niemniej, chcialbym w tym miejscu sformutowaé kilka pytan dotyczacych
zastosowanej metodyki: (1) str. 46; dlaczego przy wigzaniu markeréw DArTseq z klonami BAC
zastosowano parametry 75% podobienstwa i 75% dlugosci sekwencji — kryteria te wydaja si¢
malo selektywne, czy probowano wykorzystac¢ bardziej surowe warunki kotwiczenia? (2) str. 47;

dlaczego podczas przygotowania DNA z klonéw BAC do sekwencjonowania w technologii



Oxford Nanopore poddawano je fragmentacji? (3) str. 49, na czym polegata ,,analiza
funkcjonalna sekwencji klonow DArT”? — wydaje mi si¢, ze takie stwierdzenie jest daleko
idacym skrotem myslowym.

W rozdziale Wyniki moja watpliwo$¢ wzbudzito stwierdzenie, ze badane klony BAC
stanowily 65% genomu zyta. Uwazam, ze proste zsumowanie diugosci wszystkich klonow
powoduje, iz ta warto$¢ jest przeszacowana, poniewaz czes$¢ klonéw BAC zawierata naktadajgce
si¢ na siebie sekwencje (na co wskazuje obecno$¢ markerow DArTseq przypisanych do wigcej
niz jednego klonu BAC). Zastanawiam si¢ rowniez, czy btedy odczytu sekwencji uzyskanych w
technologii Oxford Nanopore w stosunku do sekwencji referencyjnej mozna nazywac
,polimorfizmami”, ,,substytucjami”, ,,InDelami” (str. 60-61) czy tez ,,mutacjami” (str. 85) —
wszystkie te pojecia posiadaja precyzyjny sens biologiczny, a w tym wypadku sugerowatbym
pozostanie przy terminie ,,btad odczytu sekwencji”.

W pracy pojawity si¢ réwniez drobne niedoskonato$ci wymagajace korekty. Poza
niedociggnigciami wspomnianymi w pierwszej czes$ci recenzji chcialbym zwrdci¢ uwage na
nastepujace potkniecia: na str. 33; ,.efekt szyjki butelki” to kalka z angielskiego, powinno byc¢
,efekt waskiego gardla”; na str. 36; ,jinwertaza Sciany komorkowej” to zapewne cel-wall
invertase, czyli ,,inwertaza zlokalizowana w $cianie komorkowej”; na str. 64 w opisie ryc. 6 i
kolejnych rycin; ,,fragment poliadenylowy”, powinno by¢ ,,sygnat poliadenylacji”, nast¢pnie
,»start transkrypcji (sekwencja TATA)” — zwracam uwage, ze miejsce inicjacji transkrypcji (TSS,

ang. transcription start site) nie pokrywa si¢ z sekwencjg TATA.

Podsumowanie

Przedstawiong mi do oceny prace oceniam wysoko. Wskazuje ona na bardzo dobry
poziom przygotowania Autorki do prowadzenia badan z zakresu genomiki roslin, taczacej
metody eksperymentalne z analizami bioinformatycznymi. Podjeta przez Autorke tematyka
posiada réwniez znaczenie aplikacyjne, a uzyskane wyniki moga w przysztosci wspomoc
hodowle nowych odmian zyta o lepszych parametrach uzytkowych i odpornosci na choroby.

Oceniana dysertacja spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone na
podstawie Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668, z pdozn.
zm.). W szczegdlnosci stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje

0goblng wiedze teoretyczng Pani mgr Ewy Borzeckiej w dyscyplinie nauk biologicznych oraz Jej



umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wnioskuj¢ zatem do Rady Dyscypliny
Nauki Biologiczne Szkoty Gldéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie 0 dopuszczenie

Pani mgr Ewy Borzgckiej do dalszych etapow procedury doktoranckiej.
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