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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Piotra Plewinskiego pt.
»Genetyczne i molekularne podstawy cechy wezesnosci kwitnienia
lubinu zoltego (Lupinus luteus L.)”

Wprowadzenie

Lubin zo6lty jest gatunkiem uprawnym pochodzacym z rejonu basenu morza
Srédziemnego o duzym i ciagle niewykorzystanym potencjale rolniczym i uzytkowym.
Nalezy do gatunkéw uprawnych o najnizszych wymaganiach glebowych i wykazujacych
tolerancj¢ na susz¢. Trzeba podkresli¢, ze w ostatnich latach wraz z rozwojem rolnictwa
zrownowazonego, niskonaktadowego i ekologicznego wzrasta zainteresowanie tubinami i
ujawnia si¢ zapotrzebowanie na nowe wysokoplenne odmiany tubinéw stodkich. Rozprawa
doktorska Pana mgr. inz. Piotra Plewinskiego dotyczy podloza genetycznego waznej cechy
uzytkowej tubinu zéttego, ktora jest wezesnos¢ kwitnienia. Wykonane badania majg
kompleksowy charakter i sa w pelni uzasadnione, gdyz jak dotychczas nie prowadzono tak
zaawansowanych prac genetyczno-molekularnych nad wezesnosciag kwitnienia u tego
gatunku. Praca zostala wykonana w Zaktadzie Struktury i Funkcji Genoéw pod opieka
naukowa Pana dr. hab. Michata Ksiazkiewicza i Pani dr Sandry Rychel-Bielskiej. W
Zakladzie tym od wielu lat prowadzone sa prace nad genetyka i genomika tubinow.
Zrealizowanie pracy bylo mozliwe dzigki dostgpowi do warsztatu badawczego tego Zakladu i
wspolpracy z innymi osrodkami oraz polskimi firmami hodowlano-nasiennymi.

Dane formalne o rozprawie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorka liczy lacznie 212 stron i sklada si¢ z
rozdzialéw w ukladzie typowym dla prac eksperymentalnych, ktére stanowia: wstep bedacy
przegladem literatury (54 strony), cel pracy (1 strona), hipotezy badawcze (1 strona),
materialy i metody (33 strony), wyniki (34 strony). dyskusja (41 stron), wnioski (1 strona),
streszczenie w jezyku polskim (2 strony) i streszczenie w jezyku ang7ielskim (2 strony) oraz
spis literatury (11 stron). Rozprawg poprzedza spis tresci oraz starannie przygotowany wykaz
skrotow ulatwiajacy czytajacemu dobre zrozumienie tresci pracy. Uklad pracy jest kompletny
1 przejrzysty, a wyniki badan sg dobrze udokumentowane. W rozprawie zamieszczono 27
rycin i 36 tabel oraz dotaczono aneks zawierajgcy 7 tabel ze szczegétowymi danymi. Pewnym
zaskoczeniem bylo dla mnie to, ze streszczenia zostaly umieszczone pomigdzy rozdzialami
Whioski i Spis literatury - zwykle s3 umieszczane na poczatku prac doktorskich. W tresci
pracy Autor odwolal si¢ do 487 pozyc;ji literatury zrodtowej. To jest bardzo duzo, nalezy
Jjednak zauwazy¢, ze tematyka pracy wpisuje si¢ w jeden z najwazniejszych i najbardziej
konkurencyjnych nurtow badawczych genetyki rozwoju, ktorym jest poznanie mechanizmow
genetycznych kontrolujacych kwitnienie roslin. Cytowane prace to przede wszystkim
publikacje angloj¢zyczne opublikowane w znaczacych pismach naukowych, ale takze




specjalistyczne opracowania w jezyku polskim i rosyjskim. W pracy zawarta jest informacja o
tym, praca doktorska zostala wykonana w ramach badan na rzecz postgpu biologicznego w
produkcji roslinnej, finansowanych przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wi,
realizowanych w latach 2014-2020 w ramach zadania pt. ..Cecha wezesnosci kwitnienia u
tubinu bialego i tubinu z6itego — podstawy genetyczne i molekularne™.

Ocena rozprawy

Czgs¢ eksperymentalng pracy poprzedza obszerny i wielowatkowy wstep, ktory
wprowadza w tematyke pracy i dobrze uzasadnia podj¢te badania. Autor szeroko przestawit
ewolucj¢ rodzaju Lupinus na tle roslin bobowatych i omowit potencjal uzytkowy tubindéw, w
tym tubinu z6ltego, wskazujac na takie cechy jak: niskie wymagania glebowe i uprawowe,
zdolnos¢ do symbiotycznego wigzania azotu atmosferycznego i korzystania z
nierozpuszczalnych form fosforu, a takze korzystny dla zywienia zwierzat i cztowieka sktad
chemiczny nasion tego gatunku. Nast¢pnie Autor w systematyczny sposob przedstawil
najwazniejsze cechy uzytkowe trzech gatunkoéw uprawnych tubinu i geny, ktore je warunkuja.
zestawil markery molekularne opracowane dla tych genow oraz omowil §wiatowe zasoby
genowe tubinéw. W ostatniej czesci wstepu Autor przedstawit zarys molekularnych podstaw
regulacji kwitnienia, omawiajac poszczegolne szlaki poznane dla gatunkéw modelowych
roslin. Po zapoznaniu si¢ ze wstgpem nasuwa si¢ spostrzezenie, ze w obrebie tubinow
uprawnych prace genetyczne i molekularne nad lubinem zéltym sa nieliczne i ograniczone.
To potwierdza, ze podjete przez Autora badania nad tubinem z6ttym sa w pelni uzasadnione.
Nalezy przyzna¢, ze zakres wiedzy zaprezentowany przez Autora we wstepie jest bardzo
szeroki i nie mam zadnych watpliwosci, ze Autor dobrze zna aktualna literature zwigzang z
tematyka pracy. Nie jestem zwolennikiem zamieszczania rozbudowanych przegladow
literatury w pracach doktorskich, ale musze¢ przyzna¢, ze wstep jest ciekawy i dobrze sie ten
rozdzial czyta.

W kolejnym rozdziale Autor zdefiniowal cele pracy. Pierwszym celem bylo wskazanie
genow kandydujacych warunkujacych wezesnos¢ kwitnienia tubinu zéttego, a drugim proba
ich powigzania z terminem kwitnienia. W mojej ocenie cele pracy zostaly dobrze
zdefiniowane. W oparciu o obserwacje fenotypowe i dane literaturowe Autor postawil piec
hipotez badawczych. Postawione hipotezy maja charakter biologiczny. sg zgodne z celami
pracy i wlasciwie sformutowane.

W rozdziale czwartym Autor omowi omowil materiaty ro$linne i metody badawcze
wykorzystane w pracy. W badaniach wykorzystano unikalny zestaw 111 akcesji tubinu
z6ltego. W zestawie tym bylo 107 odmian i linii o zréznicowanym czasie kwitnienia i
wrazliwosci na wernalizacj¢ oraz réznym pochodzeniu, wytypowanych w oparciu o 15-letnie
obserwacje kolekcji tubinu z6ttego Poznanskiej Hodowli Roslin. Do tego zestawu dolaczono
linie rodzicielskie dwoch populacji mapujacych tubinu zéttego (tzw. polskiej i australijskiej).
W pracach laboratoryjnych Autor stosowat standardowe metody i techniki biologii
molekularnej wykorzystywane w mapowaniu genetycznym i analizie ekspresji genow, takie
jak: izolacja kwaséw nukleinowych, rézne typy PCR, sekwencjonowanie, RT-qPCR i RNA-
seq. genotypowanie markeréw CAPS. Autor wlasciwe dobral metody statystyczne i
bioinformatyczne zaréwno na potrzeby analizy danych fenotypowych, mapowania




genetycznego i identyfikacji QTL jak rowniez analizy transkryptomow i RT-qPCR. Czesé
zaawansowanych analiz statystycznych zostala wykonana we wspolpracy z doktorem
Bartoszem Kozakiem (Katedra Genetyki i Hodowli Roslin oraz Nasiennictwa Uniwersytet
Przyrodniczy we Wroclawiu), za$ analizy danych transkryptomicznych we wspolpracy z
profesorem Pawlem Krajewskim (Zaklad Biometrii i Bioinformatyki, IGR PAN w Poznaniu).
Uwazam, ze materialy roslinne i metodyka badan zostata wlasciwie przedstawione. Jedyna
uwaga dotyczaca tej czgsci pracy jest zwigzana z nieprecyzyjnym przedstawieniem skladu
reakcji lancuchowej polimerazy. W tabelach 7, 10 i 19 podano objetosci poszczegdlnych
sktadnik6w, ale nie podano ich stezen. Zapewne byly to standardowe stezenia zalecane przez
producenta polimerazy, jednak uwazam, ze powinny by¢ podane.

Punktem wyjscia do badan Autorka byla ocena terminu kwitnienia kolekcji tubinu
z6ltego w warunkach szklarniowych. Autor zaobserwowal znaczace roéznice w terminie
kwitnienia i odpowiedzi badanych linii na wernalizacje. Wyniki uzyskane podczas trzech lat
doswiadczen byty powtarzalne, co udowodniono statystycznie. To pozwolilo wiarygodnie
okresli¢ odziedziczalno$¢ badanych cech w szerokim rozumieniu i uzyskaé solidne dane
oceny fenotypowej na potrzeby kolejnych etapow badan.

Wykorzystujac dostgpne dane sekwencyjne i literaturowe Autor zestawil panel
sekwencji 78 homologéw genéw kontrolujacych kwitnienie dla tubinu z6ttego. Wsrdd tych
genow byly cztery homologi FLOWERING LOCUS T (FT). czyli florigenu, zidentyfikowane
w genomie tubinu zoltego (FTLIut ala, alb, cl i ¢2). Nastgpnie Autor podjal probe
mapowania wybranych genow i wykonal analizy ich ekspresji. Na potrzeby mapowania
genetycznego opracowal markery CAPS dla 22 genow i wykorzystal populacje mapujaca
Wodjil x P28213, udost¢pniong przez dr. Matthew N. Nelsona (CSIRO, Australia). Na mape
udalo si¢ nanies¢ 9 gendw zwiazanych z kwitnieniem. Biorac pod uwage konserwatywny
charakter tych uwazam, ze jest to dobry wynik, tym bardziej, ze markery dla genow LlutFTcl
i LlutFTc2 zmapowaly si¢ w obrebie gléwnych loci odpowiedzialnych za termin kwitnienia i
locus odpowiedzi na wernalizacj¢. Dzigki wezesniejszym pracom zespotu nad tubinem
waskolistnym, Autor mégt wykona¢ analize kolinerano$ci genomow, ktora pozwolita
powiazac¢ gen LlutFTala z trzecim QTL zwiazanym z kwitnieniem.

W kolejnym etapie badan Autor wykonat analize transkryptomiczng RNA-seq dla linii
rodzicielskich dwoch populacji mapujacych. Analiza danych RNA-seq zostala ukierunkowana
na panel 78 genéw zwigzanych z kwitnieniem i w oparciu o uzyskane wyniki tej analizy oraz
wczesnie] wykonanego mapowania Autor wytypowat pie¢ genow kandydujacych
odpowiedzialnych za wezesno$¢ kwitnienia. Wybor genéw kandydujacych jest
przekonywujaco uzasadniony dla trzech homologéw FT, ale troche mniej oczywisty dla
homologéw FD i SOCI. W dalszych pracach Autor dolgczyt do genéw kandydujacych
czwarty homolog F7, dla ktoérego nie wykazal zwigzku z kwitnieniem, ale po to by mie¢
pelny obraz dla wszystkich homologdéw FT wystepujacych w genomie tubinu zétego.

Uzupehniajac analizy RNA-seq Autor wykonal szczegélowe profilowanie ekspresji
homologéw FT metoda RT-gPCR, potwierdzajac wptyw wernalizacji i fotoperiodu na ich
transkrypcje¢. Nastepnie poprzez sekwencjonowanie ujawnit liczne polimorfizmy w tych
genach. Najciekawsze okazaly si¢ rozlegle insercje-delecje w promotorze genu LLutFTcl




(2227pz) i trzecim intronie LLutFTc2 (5269 pz). Szczegdlowa analiza ujawnila, ze pierwszy
polimorfizm koresponduje z polimorfizmem opisywanym dla lubinu waskolistnego i innych
gatunkow roslin, a drugi jest nastgpstwem insercji retrotranspozonu. Na bazie tych wynikow
Autor wykonal przesiewowe genotypowanie linii kolekcyjnych i wykonat analize korelacji
wystepowania tych polimorfizméw z terminem kwitnienia i odpowiedzig na wernalizacje—
takie korelacje wskazat dla rozleglego polimorfizmu w rejonie promotorowym LiutFTcl,
wszystkich polimorfizmoéw zidentyfikowanych dla LiutFTe2 i niektérych polimorfizmow
zidentyfikowanych dla LiutFTala. Wyniki te sg troche niespojne, ale moze to wynikaé z
zastosowanej metodyki genotypowania opartej o PCR - dla niektorych markerow amlifikacja
PCR mogta by¢ niespecyficzna.

Zidentyfikowanie polimorfizméw w rejonach promotorowych sklonilo Autora do
wykonania szczegotowej analizy in silico tych rejonow. Nalezy podkresli¢, ze promotory
genow FT sg rozbudowane i bogate w miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych oraz
bialek wplywajacych na strukturg chromatyny, a analizy bioinformatyczne promotorow
wymagaja krytycznej oceny wynikow. Uwazam, ze Autor bardzo dobrze poradzit sobie z ta
analiza wskazujac unikalne czynniki transkrypcyjne regulujace ekspresje badanych genow.
Autor trafnie takze zauwaza, ze potrzebne jest doswiadczalne potwierdzenie wskazanych in
silico interakcji czynnikow transkrypcyjnych z rejonami promotorowymi.

Dyskusja wynikow jest bardzo szczegétowa, napisana w sposob usystematyzowany i
ukierunkowana na analiz¢ genow F7. Autor przedyskutowal swe wyniki odnoszac sie przede
wszystkim do prac nad Arabidopsis i gatunkami z rodziny bobowatych, w tym nad tubinem
waskolistnym. W moim odczuciu w pewnych fragmentach dyskusji Autor za bardzo skupit
si¢ na omawianiu mechanizméw regulacji kwitnienia opisanych w literaturze, stosunkowo
stabo eksponujac wyniki wlasne. Uwazam tez, ze wyniki oceny fenotypowej kolekcji mogly
by¢ szerzej przedyskutowanie. Za ciekawy. chociaz jednak troche zbyt rozbudowany,
uwazam fragment dyskusji dotyczacy wskazania potencjalnych czynnikow transkrypeyjnych
oddziatujacych z promotorami trzech genéw FT tubinu zo6ltego.

Autor przedstawil osiem wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych badan.
Whioski te sg zgodne z celami pracy i postawionymi hipotezami badawczymi. Jedyne
spostrzezenie, ktore mi si¢ nasungto podczas czytania wnioskow dotyczy wniosku siodmego —
mysle, ze ten wniosek mogtby by¢ sformutowany w sposob bardziej syntetyczny.

Podsumowujac Autor w wieloletnim do$§wiadczeniu ocenit kolekcje tubinu zéttego
pod wzgledem czasu potrzebnego do zakwitania i wplywu wernalizacji na t¢ ceche oraz
okreslit odziedziczalnos$¢ tych cech. Najwazniejszym osiggnieciem Autora jest wskazanie
trzech genow bedacych homologami FT, ktére jak sie wydaje sa odpowiedzialne za ceche
wezesnosci kwitnienia i termoneutralnos¢ tubinu zéttego. Uzyskane przez Autora wyniki
stanowia dobry punkt wyjscia do dalszych szczegétowych badan, a opracowane markery
moga znalez¢ zastosowanie w hodowli tworczej. Pewnym utrudnieniem podczas czytania
pracy sg drobne niedociagnigcia edytorskie i stylistyczne, ktore nie umniejszaja wartosci
merytorycznej przedstawionej rozprawy.




Pytania i uwagi do pracy

(1) Nie jest dla mnie do konca jasne w jaki sposob okreslano odpowiedz badanych linii fubinu
na wernalizacj¢. Prosz¢ o wyjasnienie w jaki sposob obliczano wartosci liczbowe
opisujace odpowiedz linii na wernalizacje z uwzglednieniem poprawki na tak zwane
-stopniodni™.

(2) W badanym zestawie linii tubinu zéltego (tabela 6) znalazly si¢ linie opisane jako
~mutanty”. Jakie mutacje posiadaly te linie i w jaki sposob zostaly uzyskane?

(3) U Arabidopsis thaliana w merystemie wierzcholkowym pedu biatko FT konkuruje z
represorem kwitnienia TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) o dostep do czynnika
transkrypcyjnego FD. W zaleznosci od wyniku tej konkurencji nast¢puje lub nie tranzycja
merystemu wierzchotkowego pedu w merystem kwiatostanowy. Jestem ciekawy ile
homologéw TFL1 wystepuje w genomie tubinu zoltego i czy sg znane przestanki
wskazujace na powiazania tych genow z wezesnoscig kwitnienia.

(4) W pracy mozna doszukac¢ si¢ drobnych niescistosci. Przykltadowo w tabeli 7 gdzie
zamieszczono informacje o pochodzeniu materiatu badawczego dla niektorych linii
podano kraj pochodzenia .,,ZSRR™, powinno by¢ ,.dawne ZSRR™.

(5) W pracy dopatrzylem si¢ drobnych niedociagnieé¢ edytorskich. Przykladowo:

- w tabeli 5 niektore pola sg puste i nie wyjasniono dlaczego tak jest,

- w wierszu 11 na stronie 107 jest literowka w nazwie drugiego genu - powinno by¢
LlutFTe2,

- w niektorych zdaniach brakuje przyimkow lub spojnikow, a czasami spacji miedzy
wyrazami,

- cytujac literature w tabelach Autor podaje w nawiasie zarowno nazwisko pierwszego
autora jak i rok opublikowania pracy, zwykle w nawiasie jest tylko rok.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Piotra Plewczynskiego
dotyczy waznej problematyki badawczej jaka jest zrozumienie genetycznych mechanizmow
kwitnienia tubinu zéltego. Prace badawcze zostaly dobrze zaplanowane, a uzyskane wyniki sa
oryginalne. Autor realizujac prac¢ opanowal szereg metod badawczych z zakresu
fenotypowania roslin. genetyki molekularnej, statystyki i bioinformatyki oraz
transkryptomiki. Pokazal, ze potrafi definiowac i rozwigzywac problemy badawcze oraz
sposob krytyczny analizowac i dyskutowa¢ uzyskane wyniki. Biorgc pod uwage wszystkie
powyzsze elementy stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa spelnia wymogi
stawiane pracom doktorskim i wobec tego wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki
Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o dopuszczenie Autora rozprawy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na wysoka wartosé naukowa wnioskuje
0 wyrdznienie pracy.
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Uzasadnienie wyréznienia pracy doktorskiej Pana mgr. inz. Piotra Plewinskiego

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pana mgr. inz. Piotra Plewinskiego jest na
wysokim poziomie naukowym, poniewaz:

1. wyniki pracy poszerzaja dotychczasowa wiedze na temat mechanizmach
genetycznych kontrolujacych kwitnienie roslin i wskazujg kierunki prowadzenia
dalszych prac badawczych,

2. Autor pracy po raz pierwszy pokazal, ze trzy homologi genu F7 wystepujace w
genomie tubinu zéttego - LlutFTcl, LlutFTc2 i LlutFTala sa powigzane z
wezesnoscia kwitnienia roslin tego gatunku w zaleznosci od czynnikow
srodowiskowych takich jak wernalizacja i fotoperiod.

3. Autor pracy opracowal szereg markerow molekularnych dla loci warunkujacych
wczesnos¢ kwitnienia tubinu zo6ttego - markery te maja potencjal aplikacyjny i moga
by¢ przydatne w programach hodowlanych ukierunkowanych na uzyskiwanie nowych
odmian tubinu zéttego, gatunku szczegolnie interesujacego dla rolnictwa w kontekscie
aktualnych zmian klimatycznych.

Biorac pod uwage wyzej wymienione osiagnig¢cia naukowe pracy wnosze o jej wyrOznienie.
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