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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani magister Ewy Borzeckiej
pt. ,,Wykorzystanie biblioteki BAC do integracji map fizycznych
i genetycznych oraz identyfikacji genow zwigzanych z udomowieniem
i odpornoscia na choroby zyta”

Recenzj¢ wykonano na podstawie uchwaty Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoty
Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z dnia 14.07.2022 r. w oparciu 0 wymagania
okre$lone w ustawie — Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. Poz. 1669,
z pbzn. zm.).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Borzeckiej zostala
zrealizowana pod kierunkiem Pani dr hab. Hanny Bolibok - Bragoszewskiej, profesora SGGW
w Katedrze Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ros$lin SGGW w Warszawie. Badania
przeprowadzono w ramach projektu badawczego pt. "Wpltyw selekcji na genom rosliny
uprawnej - identyfikacja i charakterystyka sekwencji, na ktore nakierowana byta presja
selekcyjna w trakcie udomowienia i hodowli zyta (Secale cereale L.).” finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki, nr UMO 2014/14/E/NZ9/00285 oraz grantu Dziekana WOBIAK na
prowadzenie badan naukowych stuzacych rozwojowi miodych naukowcow oraz uczestnikow
studiow doktoranckich SGGW pt.: ”Wstepna charakterystyka strukturalna nowych genow
potencjalnie zwigzanych z odpornoscig na choroby u zyta” nr 505-10-041000-P00286-99).

Rozprawe doktorska mgr Ewy Borzeckiej stanowi monografia naukowa. Praca liczy 135
stron. Zostata zredagowana w sposob typowy dla tego typu opracowan, niemniej jednak
wprowadzono pewne zmiany w poréwnaniu ze stosowanym zazwyczaj uktadem rozdziatow.
Zmiany te uwazam za korzystne 1 warte nasladowania, gdyz utatwiajg czytanie 1 analize pracy.
Na poczatku rozprawy umieszczono streszczenia 1 slowa kluczowe w jezyku polskim
I angielskim. Nalezy zaznaczy¢, ze streszczenie jest zwigzte, klarowne i zawiera wszystkie

niezbedne informacje, za§ wersja w jezyku polskim odpowiada wersji w jezyku angielskim.
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Nastegpnie zamieszczono spis tresci. Praca sktada si¢ z dziewieciu rozdzialdéw, z ktorych kazdy
jest podzielony na szereg podrozdzialdéw. Rozdziat 1 stanowi wykaz skrotow. Rozdziat 2
(Wstep, cel pracy i1 hipotezy badawcze) obejmuje 2 strony i zawiera podstawowe informacje na
temat zyta oraz jego genomu, a takze wyodrebniony cel ogdlny i cele szczegdlowe oraz liste
hipotez badawczych. Rozdziat 3 (Przeglad literatury) liczy 27 stron i przedstawia
wszechstronng charakterystyke zyta ze szczegdélnym uwzglednianiem jego genomu, genow
zwigzanych z udomowieniem gatunku i odporno$cig na choroby, a takze charakteryzuje
biblioteki BAC i sekwencjonowanie nowej generacji. Rozdziat 4 (Materialy i Metody)
obejmuje 10 stron i 14 podrozdziatéw. Opisuje biblioteki BAC, pulowanie klonow, izolacje
DNA, genotypowanie, sekwencjonowanie, analizy bioinformatyczne i qPCR. Rozdziat 5
(Wyniki) na 25 stronach w 6 podrozdziatach z 10 rysunkami i 17 tabelami prezentuje wyniki
eksperymentow. Rozdziat 6 (Dyskusja) obejmuje 19 stron i w sposOb syntetyczny, ale
wyczerpujacy dostarcza interpretacji wynikow w oparciu o literatur¢. Rozdziat 7 (Wnioski)
przedstawia list¢ 6 wnioskéw sformutowanych w oparciu o uzyskane wyniki. Rozdziat 8
stanowi Aneks obejmujgcy trzy tabele. Prace konczy rozdziat 9 (Literatura) obejmujacy 241
pozycji pisSmiennictwa, gtéwnie angielskojezycznego. Podsumowujac ocene metodyczng
rozprawy doktorskiej, stwierdzam ze jest ona przygotowana prawidlowo.

Obiektem badan prowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej jest zyto (Secale
cereale L.), a wlasciwie jego stosunkowo duzy i skomplikowany, jak na gatunek diploidalny,
genom. Obcopylno$¢ zyta warunkujgca ptodnos¢ roslin jest cecha, ktora dodatkowo utrudnia
prace badawcze w tym gatunku. Zyto jest wazna rosling uprawng w Europie Srodkowej
i Wschodniej, a jego znaczenie gospodarcze jest szczegodlnie istotne w Polsce. Przystosowanie
zyta do wzrostu w warunkach niekorzystnych dla innych zbdz, duza tolerancja na stresy
biotyczne i abiotyczne, a takze popyt na ziarno sprawiaja, ze areal jego uprawy w Polsce
utrzymuje si¢ na mniej wiecej statym poziomie. Duze znaczenie tego zboza w kraju przejawia
si¢ rowniez wysoka aktywnos$cig naukowcow w rdznorodnej tematyce badawczej dotyczacej
tego gatunku.

Celem rozprawy byta integracja map fizycznych i genetycznych zyta oraz identyfikacja
gendw zwigzanych z udomowieniem i odpornos$cia na choroby przy wykorzystaniu biblioteki
BAC linii wsobnej L318. Wykorzystujac technologie¢ DArTseq zgenotypowano 16 pul klonow
BAC reprezentujacych 41% catej biblioteki BAC 1 65% genomu zyta (~ 5,2 Gbp), dzi¢ki czemu
zakotwiczono klony BAC na mapie genetycznej. Uzyskano 221 122 adresow marker DArTseq-
klon BAC. W wyniku zastosowania adnotacji funkcjonalnej sekwencji markerow DArT zyta
I sekwencjonowania pojedynczych klonéw BAC metodg Oxford Nanopore zidentyfikowano
28 genow przypuszczalnie zwigzanych z odpornoscig na choroby. Przy pomocy techniki qRT-

Strona2z6

V / /4



UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinie

PCR wykazano prawdopodobng rolg genu Sck33 w reakcji na infekcje patogenem Puccinia
recondita f. sp. secalis, powodujagcym rdz¢ brunatng zyta. Analizujac geny zwiazane z
udomowieniem wykazano, ze w szesciu klonach BAC znajduja si¢ sekwencje homologiczne
do pieciu gendéw: Q, GIF1, BTR2, VRN1 i VRN2. Ponadto, w pelnych sekwencjach klonow
BAC zidentyfikowano 128 przypuszczalnych gendéw o roznych funkcjach biologicznych.
Realizujagc prace doktorskg uzyskano ogromng ilo§¢ informacji o duzym potencjale
wykorzystania w dalszych badaniach nad zytem.

W niniejszej rozprawie doktorskiej Pani mgr Ewa Borzgcka postawita 4 hipotezy
badawcze i sformutowata cele badawcze stuzace ich weryfikacji. Hipotezy zaktadaty, ze: (1)
genotypowanie DArTseq w polaczeniu z zastosowaniem trojwymiarowej strategii tworzenia
pul zbiorczych klonow BAC jest efektywnym sposobem na ustalanie adresoéw marker
DArTseg-klon BAC i kotwiczenie klonéw BAC na mapie genetycznej zyta, (2) adnotacja
funkcjonalna zytnich markeréw DArT i biblioteki BAC linii wsobnej zyta L318 pozwoli na
poznanie sekwencji genéw zwigzanych z odpornoscig na choroby, (3) technologia Nanopore
umozliwi uzyskanie wysokiej jakosci sekwencji klonow BAC oraz (4) w genomie zyta mozliwa
jest identyfikacja homologow gendéw udomowienia wystgpujacych u innych zboz.

Celem nadrzgdnym niniejszej rozprawy byta integracja mapy fizycznej i genetycznej zyta
oraz uzyskanie pelnej sekwencji wybranych genéw zwigzanych z odpornoscig na choroby
i udomowieniem zyta przy wykorzystaniu biblioteki BAC. Aby zrealizowa¢ cel nadrzedny
sformulowano cele posrednie: (1) identyfikacja markerow DArTseq w klonach BAC
umozliwiajgca ustalenie adreséw klon BAC-marker DArTseq, (2) weryfikacja wiarygodnos$ci
uzyskanych adresow klon BAC-marker DArTSeq, (3) integracja mapy fizycznej i genetycznej
przy wykorzystaniu adresow klon BAC-marker DArTseq i mapy genetycznej markerow
DArTseq, (4) opracowanie metodyki sekwencjonowania klonow BAC technologia Nanopore,
(5) zidentyfikowanie klonow BAC zawierajacych geny zwigzane z odpornoscig na choroby
i udomowieniem.

Za najwazniejsze osiggniecia rozprawy doktorskiej Pani mgr Ewy Borzeckiej uznaje: (1)
zgenotypowanie z wykorzystaniem technologii DArTseq 16 pul klonéw BAC reprezentujacych
41% catej biblioteki BAC i 65% genomu zyta (~ 5,2 Gbp). (2) uzyskanie ponad 200 tys.
adresow marker DArTseq-klon BAC i zakotwiczanie klonow BAC na mapie genetycznej, (3)
wdrozenie technologii Oxford Nanopore do sekwencjonowania pojedynczych klonow BAC (4)
identyfikacj¢ 28 genow przypuszczalnie zwigzanych z odpornoscig na choroby, w tym genu
Sck33, ktorego prawdopodobng role w reakcji na zakazenie patogenem Puccinia recondita
f. sp. secalis, powodujacym rdzg brunatng potwierdzono przy pomocy techniki qRT-PCR (5)

identyfikacj¢ sekwencji homologicznych do pigciu genéw zwigzanych z udomowieniem: Q,
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GIF1, BTR2, VRN1 i VRN2 oraz 128 przypuszczalnych genow o roznych funkcjach
biologicznych w pelnych sekwencjach klonow BAC. Uzyskane wyniki przedstawiaja ogromng
warto$¢ poznawczg. Jak stusznie stwierdza doktorantka, wyniki te stanowia punkt wyjscia do
dalszych badan m.in. nad funkcjg zidentyfikowanych genow. Jednocze$nie nalezy podkreslic,
ze w pracy wygenerowano ogromng ilos¢ informacji, ktore bedg mogly by¢ wykorzystane w

dalszych pracach nad zytem. Warto$¢ merytoryczna i poznawcza pracy jest bardzo wysoka.

Z obowiazku recenzenta odnotowatam kilka uwag dotyczacych rozprawy doktorskiej:

1. W rozprawie nie udalo si¢ uniknaé¢ btedow, gtownie stylistycznych i interpunkcyjnych.
Uzyto sformulowan, w moim mniemaniu niepoprawnych, takich jak: plon maki,
wysokos$¢ ktosa, reakcja na patogena, gen produkcji chleba, przemiana dzikiej trawy czy
odporno$¢ na aluminium. Szczego6lnie w przegladzie literatury pojawito si¢ wiele zdan,
ktérych zrozumienie wymagato kilkukrotnego przeczytania i doktadnej wczes$niejszej
znajomosci zagadnienia np. W tej technologii probki amplikowane sg w bliskim
sasiedztwie poprzez tzw. ,,wzmocnienie mostka na powierzchni stalej” za pomoca
mikroprzeplywowej stacji klastrowej. Nie umniejsza to jednak w zaden sposob wartosci
merytorycznej pracy.

2. Dobor publikacji omowionych w przegladzie literatury jest bardzo dobry, jedynie w
rozdziale trzecim dotyczacym sekwencjonowania brakuje najnowszych pozycji z tego
zakresu. Niestety informacje zawarte w przegladzie literatury miejscami sg bardzo
chaotyczne, dane zagadnienie nie jest opisywane w kolejno nastgpujacych po sobie
akapitach, ale informacje przerywane sa dygresjami dotyczacymi zupelnie innego tematu.
Sprawia to trudnosci w ptynnym czytaniu i rozumieniu tekstu.

3. W metodyce bardzo czgsto brakuje szczegotowych informacji, co sprawia, ze rozdzial,
ktoéry powinien umozliwia¢ powtorzenie eksperymentéw 1 analiz prowadzonych przez
Doktorantke nie speilnia swojej roli, dotyczy to na przyktad rozdziatu 4.4 gdzie trudno
zorientowac¢ si¢ w objetosciach kultury bakteryjnej, czy 4.3 i 4.4 gdzie nie wiadomo do
jakiego stezenia doprowadzano probki, czy rozdziatu 4.5, w ktorym bez znajomosci
technologii DArTseq nie jest mozliwe zrozumienie tej cze$ci eksperymentu. Opis w
rozdziale 4.6 jest rowniez niejasny. T0o samo dotyczy rozdziatu 4.14, z ktorego nie wynika
jakie sekwencje starterow wykorzystano w ilosciowym PCR. Wiele watpliwosci ulega
wyjasnieniu w trakcie czytania rozdziatu Wyniki, jednak to rozdziat dotyczacy metodyki
powinien dostarczaé tych informacji oraz stanowi¢ zrozumiatg i zamknigta catosc.

4. W moim odczuciu najlepiej napisany jest rozdziat Wyniki i czgéciowo rozdziat Dyskusja.

Wida¢ w nich zaangazowanie Doktorantki w prowadzone prace i zrozumienie
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podejmowanej problematyki. Niemniej jednak dyskutowanie uzyskanych przez
Doktorantke wynikow w kontekscie badan innych autoréw, a szczegdlnie w szeroko
pojetym kontekscie biologicznym, jest tym co mozna w przysztosci poprawi¢ jesli wyniki
uzyskane w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej b¢da publikowane.

Podkreslam raz jeszcze, ze zauwazone przeze mnie btedy lub niedociggni¢cia sg mato

znaczace 1 nie wpltywaja na moja wysoce pozytywng opini¢ na temat rozprawy.

W trakcie obrony chciatabym ustysze¢ od Kandydatki odpowiedzi na ponizsze pytania

dotyczace pracy:

1.

Z pracy nie wynika, ktory typ markerow DArTseq byt wykorzystywany, silicoDAIT czy
DArTseq typu SNP? W metodyce podano sposob analizy 0/1, co wskazywatoby na
markery silicoDArT. Z Kkolei ilo$¢ uzyskanych markeréw pozwala przypuszczal, ze
wykorzystano oba typy markerow, wymagatoby to jednak potraktowania DArTseq typu
SNP jako markeréw dominujgcych. Czy mogtabym prosi¢ o wyjasnienie tej kwestii?

Czy metoda sekwencjonowania Oxford Nanopore jest jedyng technologia
sekwencjonowania w czasie rzeczywistym i jak przebiega sekwencjonowanie w tej
metodzie? Dlaczego ta technologia zostata wybrana do sekwencjonowania pojedynczych
klonow?

Jakie jest pochodzenie gatunku Secale cereale i co oznacza, ze jest to wtorny gatunek
uprawny? Czy mozliwe jest wskazanie genow, ktore braty udziat w procesie udomowienia
zyta, a wigc w powstaniu formy uprawnej na bazie gatunku dzikiego?

Prosz¢ o skomentowanie stwierdzen zawartych w pracy: (1) Wykazano zatem
wystepowanie zroznicowania sekwencyjnego pomigdzy liniami wsobnymi zyta (tj. L318
i Lo7) — r6éznice w pordéwnywanych sekwencjach obu genoméw wynosza maksymalnie
4%. (2) Na podstawie poréwnania sekwencji genow z klonéw BAC z genomem zyta Lo7
zaobserwowano dosy¢ znaczne réznice migdzy genomami tych linii wsobnych. Mimo, ze
uzyskano dopasowania dla 83% przypuszczalnych gendéw, byty to ich krotkie fragmenty.
Dla ponad 60% z nich dtugo$¢ pokrywajacych si¢ sekwencji nie siggata 75% ich catej
dhugosci.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg Pani mgr Ewy Borzeckiej oceniam bardzo

pozytywnie. Stanowi ona oryginalne, kompleksowe rozwigzanie problemu naukowego

poszerzajace aktualny stan wiedzy. Rozprawa prezentuje ogdélng wiedzg Kandydatki

w dyscyplinie nauki biologiczne oraz wskazuje na umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia

pracy naukowej.
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WNIOSEK KONCOWY

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Borzeckiej
pt. ,,Wykorzystanie biblioteki BAC do integracji map fizycznych i genetycznych oraz
identyfikacji genow zwigzanych z udomowieniem i odporno$cig na choroby zyta” speinia
wszystkie wymogi formalne przedstawione w ustawie — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. Poz. 1668, z p6zn. zm.). Wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne
Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr Ewy
Borzeckiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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