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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Michata Wojcieszka
pt. .Skiadanie, adnotacja i poréwnanie genoméw mutantéw chemicznych ogérka (Cucurmis sativus ) 1
wykonanej pod kierunkiem prof. Dr hab. Wojciecha Pladra
z Katedry Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin Instytutu Biologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie

Podstawg wykonania recenzji byta uchwata Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Szkoty Glownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie 0 powotanie recenzenta w przewodzie doktorskim mgr. Inz. Michata
Wojcieszka z dnia 14.09.2023 przekazana pismem Dyrektora Instytutu Nauk Ogrodniczych dr hab. Dariusza
Wrony, prof. SGGW z dnia 18.09.2023.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy poréwnania genoméw linii mutantéw chemicznych ogdérka
z genomem linii wyjsciowej w celu wykrycia réznic powstatych w wyniku dziatania czynnika mutagennego f{j.
etylenoiminy. W pracy wykorzystano trzy linie mutantéw pochodzace z kolekcji Katedry Genetyki Hodowli i
Biotechnologii Roslin. Badania wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej prowadzone byty w ramach projektu
badawczego pt. ,Genomiczne i transkryptomiczne konsekwencje réznych metod generowania zmiennosci u
ogorka”. KGHBIR ma wieloletnig tradycje badar, w ktdrych ogdrek wykorzystywany jest jako roslina modelowa. U
podstaw utworzenia kolekcji mutantéw ogorka lezy niski poziom zmiennosci wystepujacej naturalnie u tego
gatunku. Kolekcja ta, jest wyjgtkowym zbiorem mutantéw, a jej utrzymanie i dalsza charakterystyka wchodzaca
m.in. w sktad niniejszej dysertacji stanowig swoisty hotd dla jej inicjatoréw i tworcow.

Formalny opis rozprawy

Liczagca 119 stron rozprawa zostata napisana w jezyku polskim, zawiera krétkie streszczenia w jezyku polskim i
angielskim (1 strona), wykaz skrétow stosowanych w tekscie (1 strona) i czytelny spis tresci (1 strona). Dysertacja
zostata podzielona na siedem rozdziatow. Wstep i Przeglad literatury liczg tacznie 22 strony oraz trzy ryciny (nie
figury). Nastepnie Doktorant przedstawit hipoteze badawczg i cel pracy. Rozdziat Materiat i metody liczy dziewiec
stron i zawiera dwie ryciny w tym schemat metodyki i jeden wzdr. Wyniki zostaty opisane facznie na 29 stronach,
przedstawione na 14 rycinach i w 21 tabelach. Dyskusja liczaca 19 stron poprzedza jednostronicowe Wnioski.



Kofcowa czes$é pracy sktada sie ze spisu pismiennictwa liczacego 247 pozycji umieszczonych na 16 stronach,
adresdéw internetowych wykorzystanych programow (1 strona) i Suplementu (7 stron), w ktorym umieszczonych
zostato szesc tabel i trzy ryciny.

Ocena merytoryczna

Streszczenie
Streszczenia w obu wersjach jezykowych sg tozsame. Pojawiaja sie w nich jednak skroty takie jak: PVP,
GO, COG i SNV, ktérych wyjasnienie znajdziemy dopiero w dalszych czesciach rozprawy.

Skroty i objasnienia
Lista skrotdw obejmuje 30 pozycji. W wiekszosci przypadkdw petne nazwy rozwijanych skrotéw podane
s zaréwno w jezyku polskim jak i angielskim. Wyjasnienia skrotow sg w zasadzie prawidtowe, cho¢ w
niektorych przypadkach brak jest jednej z dwoch wersji jezykowych. Widoczny jest takze brak
konsekwencji w formatowaniu tekstu — czasami petna nazwa w jezyku angielskim zaczyna sig z wielkiej a
czasami z malgj litery, natomiast polskie wersje nazewnictwa umieszczane sg po mysiniku lub
bezposérednio za nawiasem, w ktérym znajduje si¢ angielskojgzyczna wersja nazwy skrotu. Przy
objasnieniu pierwszej pozycji tj. CRISPR dwukrotnie uzyto skrotu ang. Brakuje takze objasnienia skrétow
COG, PVP, El i wielu innych pojawiajacych sie w nastepnych rozdziatach dysertacji.

Spis tresci
Spis tresci jest czytelny. Brakuje w nim jednak dwéch ostatnich czgsci rozprawy, a mianowicie adresow
internetowych wykarzystanych programéw i Suplementu.

Wstep
Wstep cho¢ krétki, to jednak dobrze wprowadza czytelnika w tematyke badan wchodzacych w skfad
rozprawy doktorskiej.

Przeglad literatury
Przeglad literatury obejmuje pie¢ obszaréw tematycznych scisle powigzanych z zakresem rozprawy

doktorskiej. Doktorant porusza tu kwestie dotyczace mutagenezy, obiektu badan, czyli ogorka,
sekwencjonowania DNA i bioinformatycznych aspektéw skfadania i adnotacji genomu oraz genomiki
poréwnawczej. Jest to wiasciwie skonstruowana czes¢ rozprawy. Doktorant podaje najpierw informacje
ogoine, a nastepnie przechodzi do szczegdtdw. Niemniej jednak wystepuje w niej kilka bleddw, skrotow
myslowych i innych drobnych niedociagniec.

W podrozdziale ,Mutageneza” znalazta si¢ informacja na temat wptywu czynnikéw fizycznych i
chemicznych na zmiany w organizmach, w tym o wptywie sadzy na rozwdj raka moszny w 1974 roku.
Pozycja literaturowa dla tej informacji ma date 1957. Autorem oryginalnej pracy na ten temat byt brytyjski
chirurg Percivall Pott, a informacja ukazata sie w 1775 roku w opracowaniu pt. ,Chirurgical observations
relative to the cataract, the polypus of the nose, the cancer of the scrotum, the different kinds of ruptures,
and the mortification of the toes and feet” wydanym w Londynie.

Z sekcji 2.1.1.1 ,Mutacje genowe” pochodzi nastepujacy akapit: ,Transwersja — Drugi typ mutaciji SNP.
Polega na zmianie jednego nukleotydu na drugi miedzy grupami zasad azotowych. (Collins i Jukes, 1994).
Wystepuje rzadziej z tego wzgledu, ze powoduje powazniejsze zmiany." Prosze o wyjasnienie co dokfadnie
oznacza termin ,powazniejsze zmiany”.

W sekcji 2.1.1.3 ,Zmiany liczbowe” wystepuje btad gramatyczny: jest ,monoploidia” powinno byc
,monoploidie” skoro wczesnigj jest: ,euploidie — zmiany (...) ktére mozna pogrupowac na".

W sekgji 2.2.3 ,Mutanty chemiczne stosowane u roslin” Doktorant uzywa terminow: ,zwigzki te mozemy
podzieli¢ na mono-, dwu- lub poli-funkcjonalne”. Od strony jezykowej lepie] brzmiatoby: jedno-, dwu- lub
wielofunkcjonalne albo mono- di- lub polifunkcjonalne. Dzigki czemu zachowana jest konsekwencja
stosowania polskich lub pochodzacych z greckiego pierwszych cztiondw wyrazow ztozonych. W obu
przypadkach te przymiotniki ztozone pisane sg jednak fgcznie.

W dalszej czesci tej sekeji znalazt sie zapis ,O-6-guanina tworzy pary zasad z tyming zamiast z guaning”
poprawny zapis to: O-6-metyloguanina tworzy pary zasad z tyming zamiast z cytozyng”.

W sekgji 2.2.1 , Aktualny stan wiedzy” brakuje odniesien literaturowych dotyczacych fragmentu: ,Mutanty
uzyskiwano za pomocg mutagenezy...”

W sekgji 2.2.2 ,Mutanty chemiczne KGHIBR" pierwszy i drugi akapit nalezy potaczy¢. Obecny zapis
sugeruje, ze badania z wykorzystaniem mutagenezy chemicznej prowadzit zupetnie inny zespdt niz ten
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zwigzany prof. Kubickim.

W opisie mutanta W97 w zdaniu ,Poza tym, posiada mniejsze nasiona i mniejszg ich zywotno$é” brakuje
podmiotu. Sugerowatabym réwniez zamienié ,mniejszg ich zywotnos$é” na o obnizonej zywotnosci”.
Prosze wyjasni¢ co w opisie mutanta chp oznacza stwierdzenie Lnormalne™ umieszczone w zdaniu
.Owoce sg drobne, o nielicznych nasionach, z ktérych jednak wyrastaja normalne i ptodne osobniki”.

W ostatnim akapicie tej sekcji znajduje sie dosé niefortunne sformutowanie .kolekcja jest utrzymywana i
odswiezana w bibliotece nasion” sugeruje zmiane na ,a ich nasiona sg przechowywane i utrzymywane w
stanie zywym w kolekcji KGHIBR” lub ,kolekcja ta w formie probek nasion jest przechowywana i
regenerowana w KGHIiBR”.

W podrozdziale 2.3 ,Sekwencjonowanie DNA" Doktorant zamiescit informacje ,Zastosowanie metod
alternatywnych do PCR pozwala ograniczy¢ liczbe bledéw systemowych oraz duplikacji podczas
sekwencjonowanie genoméw majgcych problem z czestoscig wystepowania par GC (Kozarewa i wsp.,
2009).". Prosze o wyjasnienie co oznacza stwierdzanie, ze genom ma problem z czestoscig par GC?
Prosze réwniez o wskazanie, ktéra z aktualnie stosowanych technologii sekwencjonowanie nastepne;
generacji nie wykorzystuje reakcji PCR.

W kolejnym zdaniu umieszczono informacje, ze w trakcie sekwencjonowania rejestrowany jest sygnat z
wigczania wyznakowanych nukleotydéw. W przypadku technologii bazujace] na wykrywaniu zmian
fadunku elektrycznego (lon Torrent, lon Proton) chip z mikrodotkami jest sekwencyjnie zlewany
niemodyfikowanymi nukleotydami.

Jako gtéwne technologie sekwencjonowania drugiej generacji, ktére sa obecnie stosowane Doktorant
wymienia:” lllumina HiSeq i MiSeq (lllumina Inc.), Retrovolocity (BGI), Solid i lon Proton (Thermo Fisher
Scientific)” Niestety nie sg to technologie sekwencjonowania a ich nazwy komercyjne. Technologie
sekwencjonowania NGS to np. sekwencjonowanie przez synteze z wykorzystaniem detekcji przy uzyciu
fluorochroméw (lllumina), sekwencjonowanie przez synteze z wykorzystaniem detekcji przez system
jonowo-pétprzewodnikowy (lon Torrent, lon Proton) itp.

Nie moge w pelni zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem, ze technologie sekwencjonowania trzeciej generacii
obarczone sg duzym tj. okoto 13% poziomem btedéw. Aktualnie poziom btedéw w sekwencjach
uzyskiwanych z wykorzystaniem PacBio Revio jest na poziomie okoto 0.3%.

Pod koniec sekcji 2.4, Sktadanie i adnotacja genomu” pojawia sig termin proteina zamiast biatko. Termin
ten pojawia sie jeszcze kilkukrotnie w dalszej czesci rozprawy doktorskiej.

W drugim akapicie sekcji 2.5 ,Metody bioinformatyczne genomiki poréwnawczej" wskazano trzy grupy
réznic — chromosomowe, strukturaine i nukleotydowe. Jednak w dalszej czesci akapitu odniesiono sie
jedynie do dwdch z nich.

Na stronie 34 umieszczone sa dwa wzory — specyficznosé i FDR. Wzory te powinny byé zapisane w
generatorze réwnan i by¢ umieszczone w oddzielnej linii, tak jak uczyniono to w rozdziale Materiat i
metody.

Hipoteza badawcza i cel pracy

W hipotezie badawczej nalezy skorygowac ,ilos¢ polimorfizméw”. Poprawna forma to liczba polimorfizméw
— polimorfizmy sg policzalne.

Materiat i metody

Wyniki

Rozdziat zostat napisany w przejrzysty sposéb. Zawiera stosunkowo nieliczne btedy interpunkcyjne i
edytorskie. Na stronie 42 nalezy skorygowaé stowo kocow na koricéw. Na stronie 46 przy cytowaniu
publikacji Turek i wsp. 2023a i 2023b w nawiasach niepotrzebnie umieszczono nazwe lub skrot
czasopisma tj. Metabolites i IUMS. Na tej samej stronie zamieszczony zostat cytat ,/n order to work ..."
niestety nie podano jego Zrodta.

Nie mam wigkszych zastrzezeri do opracowania i opisania uzyskanych wynikow. Tak samo jak we
wezesniejszych rozdziatach wystepujg tu btedy edytorskie, interpunkcyjne i gramatyczne zwigzane z
odmiang przez przypadki. Mam jednak kilka pytan.

Nie zrozumiate jest dla mnie zdanie ,Liczba kontigéw w zbiorze byta najnizsza dla linii WSK — 28 741, z
kolei najgorszy parametr pod tym wzgledem miata linia W19 — 30 077, co wynosi ok 4,5%.". Co oznacza
najgorszy parametr i do czego odnosi sie 4,5%7?



Dane umieszczone w tekscie na stronie 63 nie sa zgodne z tymi zawartymi w Tabeli 14. ,Region genowy
zostat podzielony na trzy struktury - UTR, Ekson i Intron. Najwigkszy odsetek SNV posiada linia Sh -
35,18% w tym 6,56% w eksonach natomiast dla linii WSK jest to odpowiednio 30,71% i 4,73 %.” Wedtug
tabeli w regionach genowych (UTR + Ekson +Intron) znajdowato sig 21,13% SNV w linii Shi 16,67% SNV
w linii WSK.
Na stronie 64 znajduje sie zapis: ,Wszystkie geny, ktdre ulegajg wysokiemu wptywowi SNV, kodujg biatka,
a wyjatkiem jest 6 genow z linii W19, ktére sg zidentyfikowane jako diugie niekodujgce miedzygenowe
RNA (lincRNA)."” Jesli wszystkie geny kodujg biatka to nie moga wystepowac wyjatki w postaci incRNA.
Moje watpliwosci budzi réwniez kolejne zdanie umieszczone na stronie 64 a mianowicie: ,Adnotacja
funkcjonalna wybranych genéw bedacych pod wysokim wptywem wykrytych unikalnych polimorfizmow
przyporzadkowata do rodzin funkcyjnych (...)". Co oznacza, ze gen byt pod wplywem wykrytych
polimorfizméw lub ulegat wptywowi SNV?
Sadze, ze tabele 18-20 powinny znajdowac sig¢ w suplemencie. Sg duze, mato czytelne i niewiele wnoszg
do opisu wynikéw. Przy tego typu tabelach czasem warto zmieni¢ orientacje stron.
Prosze wyjasni¢ co oznacza, ze chromosomy 117 byly wspolne dla wszystkich linii — zapis pochodzi ze
strony nr 70.
Na stronie 75 uzytabym raczej terminu rozwoj siewek niz rozwoj sadzonek.

Dyskusja
Dyskusja jest wyczerpujaca (19 stron), dos¢ dobrze napisana, choé brakuje zachowania konwencji
podrozdziatéw, ktére z pewnoscig utatwityby czytanie. Doktorant opierajgc sie na dostepnej literaturze
prawidiowo odnosi sie do swoich wynikow. Wskazuje to, ze Pan mgr inz. Michat Wojcieszek dobrze
orientuje sie w pi$miennictwie naukowym dotyczacym problematyki badar i umie wykorzystac je przy
dyskusji wtasnych wynikow. Doktorant wskazuje réwniez na kierunki kolejnych badari omicznych, ktorych
efektern moze by¢ wskazanie konkretnych gendw, biatek i procesow biologicznych mogacych mie¢ wptyw
na fenotyp mutantdw.

Whioski
Wniosek nr 1: .Zastosowana technologia NGS (lllumina) oraz analizy bioinformatyczne detekci
polimorfizméw sg dobrze dobrane, gdyz potwierdzone zostaty w analizach amplifikacji i ponownego
sekwencjonowania”. Potwierdzenie wynikow NGS poprzez amplifikacje i resekwencjonowanie wybranych
fragmentéw genomu nie $wiadczy o dobrym doborze zastosowanej technologii, a jedynie o poprawnym
wykonaniu analiz.
Whniosek nr 4: ,Najwieksza liczba wspdlnych miejsc w obrebie chromosomoéw 1, 2, 3, 417 moze by
zwigzana z morfologig chromosomoéw”. Wniosek nie jest poparty wynikami. W rozprawie nie ma
odniesienia do morfologii chromosomaow.
Whiosek nr 5: ,Liczba polimorfizméw w genomie nie ma bezposredniego przetozenia na ilos¢ zmian
fenotypowych u analizowanych mutantéw” Konieczna jest zmiana ilo$¢ na liczbe, gdyz zmiany fenotypowe
sg policzalne.
Whniosek nr 8: ,Potrzebne sg dalsze analizy z uwzglednieniem kolejnych pozioméw omicznych aby
oszacowaé szlaki metaboliczne, ktore nadajg specyficzne cechy badanym mutantom” Jest to
podsumowanie a nie wniosek.
Spis pismiennictwa
Spis piémiennictwa odbiega w kilku przypadkach od cytowari umieszczonych w tresci rozprawy
doktorskiej. Brak w nim takze niektérych pozyciji oraz pojawiaja si¢ takie, na ktére nie powotywano sie w
tresci rozprawy. Ponizej zamieszczam szczegbtowq analize spisu pismiennictwa.
Jest tylko w spisie pismiennictwa Jest tylko w tresci rozprawy
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Ponadto w przypadku Liu i wsp., 2013 w tekécie brak oznaczenia pozycji 2013a i 2013b natomiast w

spisie pismiennictwa wystepuja dwie pozycie tj.
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Ocena edytorskiej strony rozprawy

Zredagowanie rozprawy pozostawia wiele do zyczenia. Najstabszg strong pracy jest interpunkcija. Brakuje
tak wielu kropek na koricu zdania i rozpoczecia zdania od wielkiej litery, ze nasuwa sie przypuszczenie, iz
Doktorant dysponowat wadliwa klawiaturg komputera. Cytowania w tek$cie majg rozne formatowanie tj
Autor, rok lub Autor rok. Brak ujednolicenia formatowania punktorow i tabel. Nazwy tacinskie powinny by¢
pisane kursywa i przy pierwszym uzyciu podane w petnym brzmieniu. Nazwy gendw takze nie zawsze
miaty odpowiedni styl czcionki — normalny zamiast kursywy. W przypadku odwofan do stron internetowych
brak jest dat, kiedy z nich korzystano. W tekscie rozprawy naduzywane jest stowo unikalny jako kalka z
jezyka angielskiego ,unique”. Pojawia sig ono az 15 razy w tekscie, a wielu miejscach mogto by¢
zastapione przez ,wyjatkowy", ,jedyny w swoim rodzaju”, ,rzadki” lub ,niepowtarzalny”.

Pytania

Chciatabym poprosi¢ Doktoranta o przedyskutowanie nastgpujacych zagadnien:

1) Jaki wplyw na analize zroznicowania poprzez przyréwnanie do genomu referencyjnego maja zmiany
o charakterze strukturalnym i czy zastosowana w trakcie badan metodyka pozwalata na ich wykrycie?

2) Dlaczego w przypadku materiatéw pochodzacych z uprawy polowe] zawsze wystgpowat nizszy
poziom pokrycia genomu i mniejsza liczba zmapowanych odczytow?

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr inz. Michata Wojcieszka ma duza warto$¢ poznawcza. Uzyskane przez
niego wyniki dostarczyty informacji o skali zmian w genomie linii B10 ogdrka w wyniku oddziatywania
mutagenem chemicznym jakim jest etylenoimina. Doktorant w podsumowaniu wskazuje dalsze istotne
kierunki badan, ktérych efektem moze by¢ wskazanie konkretnych gendw, biatek i procesow biologicznych
mogacych mie¢ wptyw na fenotyp mutantow.

Pomimo przedstawionych w recenzji krytycznych uwag i komentarzy, pozytywnie oceniam wartosc
naukowa rozprawy. Uzasadniajac te ocene chciatabym podkresli¢ oryginalno$¢ badan, skale analiz
bioinformatycznych, ich pracochtonno$é i czasochtonnos¢ oraz fakt, ze praca wnosi nowe wartosci
poznawcze.

Whiosek koricowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Michata Wojcieszka pt.: ,Skiadanie, adnotacja i poréwnanie
genomdéw mutantéw chemicznych ogérka (Cucumis sativus L.)" spetnia warunki okreslone w Art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r., poz. 1789) w zwigzku z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz.U.z 2018 ., poz. 1669). Biorgc pod
uwage powyzsze, przedktadam wniosek do Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Szkoty Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Michata Wojcieszka do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora nauk rolniczych w zakresie rolnictwo i ogrodnictwo.



