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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny M. Kazminskiej pt.
Analiza zmiennoS$ci i identyfikacja QTL dla wybranych cech owocow dyni olbrzymiej

(Cucurbita maxima Duchesne)”

Przedtozona do recenzji praca doktorska mgr Karoliny Kazminskiej zawiera cykl trzech
publikacji. ktére ukazaly sig¢ w latach 2017-2020. Wszystkie trzy prace opublikowano w
czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym, ktérych wartosci wspofezynnika
Impact Factor (IF) w latach wydania prac miedcity si¢ w granicach od 1,76 do 3.759.
Sumaryczny IF prac wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej to 7.381, a suma cytowan w
bazie Web of Science na koniec roku 2020 wynosita 14. Wszystkie trzy prace mialy charakter
wieloautorski, ale w kazdej z nich doktorantka byta pierwsza autorka i odegrala dominujgca
role przy opracowywaniu koncepcji badan, ich realizacji, opracowaniu wynikow i ich
ostatecznej interpretacji. Procentowy wklad mgr Kazminskiej w przygotowanie kazdej z
publikacji wynosit od 52 do 60% i zostal potwierdzony stosownymi oswiadczeniami
ztozonymi przez wszystkich wspotautorow.

Tematyka badan podjeta przez mgr Karoling Kazminska dotyczyta oceny zmiennos$ci
genetycznej w obrebie kolekeji odmian i linii dyni olbrzymiej (Cucurbita maxima Duchesne)
oraz wykorzystania map genetycznych do zlokalizowania loci kontrolujacych wybrane cechy
iloéciowe (ang. Quantitative Trait Loci — QTL). Dynia olbrzymia jest jednym z trzech
gatunkow rodzaju Cucurbita, ktore majg znaczgey udziab w produkcji warzywnej na $wiecie
(pozostale to dynia zwyczajna i pizmowa). Dynie naleza do najstarszych roslin uprawnych
Nowego Swiata. Kolebkg dyni olbrzymiej jest Ameryka Potudniowa. gdzie zostala
udomowiona okolo 4000 lat temu. Wkrotce po odkryciu dokonanym przez Krzysztofa
Kolumba dynie trafity do Europy, a potem innych czgsci globu. Ich zréznicowanie
genetyczne i zwigzane z tym duze zdolnosci dostosowawcze spowodowaly, ze sa aktualnie

uprawiane niemal na calym $wiecie. W Polsce dynie sg po ogorku najwazniejszym
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ekonomicznie warzywem z rodziny Cucurbitaceae. Badania podjete przez mgr Kazminska
maja wiec nie tylko walor czysto poznawezy, ale sa tez wazne dla produkcji ogrodnicze;.
Realizacja przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie ogrodnictwo
(aktualnie klasyfikowanej jako ,rolnictwo i ogrodnictwo™) w Szkole Giowne] Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie jest w pelni uzasadniona tematykg badan.

Tytut pracy doktorskiej zostat sformutowany poprawnie. Nie jest przesadnie szczegotowy,
ale doskonale informuje czytelnika o tematyce wykonanych badan. Cykl publikacji
stanowigcy rdzen pracy doktorskiej zostal poprzedzony liczagcym 29 stron opisem
uzupehiajacym rozprawe. W opisie znalazly si¢ streszczenia w jezyku polskim i angielskim
(wraz ze stowami kluczowymi), Przeglad literatury, Cel badan i hipotezy badawcze. opis
Materiatu i metod, syntetyczne Omowienie wynikow i dyskusja. Wnioski oraz Spis literatury.
Lektura tego opisu pozwala na tatwe zrozumienie spojnego charakteru badan opublikowanych
w niezaleznych artykutach naukowych wydanych przez roéznych wydaweow kierujacych si¢
odmiennymi standardami edytorskimi.

Ze wzgledu na mojg specjalno$¢ zawodows, ktora sa zboza, z ogromnym
zainteresowaniem zapoznalem si¢ z Przegladem literatury opracowanym przez doktorantke.
Autorka w sposob syntetyczny, a jednoczesnie przekrojowy scharakteryzowata gatunek, ktory
byt przedmiotem jej badan. Ten tekst czyta si¢ z przyjemnoscig, jest napisany fadnym
jezykiem i zawiera wiele ciekawych informacji o dyniach, poczawszy od informacji
historycznych. poprzez aktualne znaczenie ekonomiczne konezac na najnowszych wynikach
badan fizjologicznych i genetycznych. Jest to opis duzo pefniejszy i bardziej kompleksowy
niz tresci znajdujace sie w zalaczonych publikacjach. ktore zgodnie z wymogami czasopism
musiaty byé ograniczane do najwazniejszych zagadnien. Doceniajagc wktad pracy autorki w
napisanie tego rozdziatu, pozwole sobie na wskazanie pewnych sformulowan, ktére moim
zdaniem nalezaloby skorygowac:

- Str. 2. zdanie: ,.Dynia olbrzymia trafila do Europy w pierwszej potowie XVI wieku, skad

rozprzestrzenita sig na inne kontynenty (Decker-Walters i Walters 2000, Paris 2016) migdzy

innymi w Azji, ktora jest uznawana za wtorne centrum pochodzenia C. maxima (Esquinas-
Alcazar i Gulick 1983).” — moim zdaniem lepiej byloby napisa¢ ,wtérne centrum
roznicowania genetycznego”

- Str. 5. zdanie: ,,Plon owocOow mozna zwigkszy¢ poprzez wykorzystanie form krzaczastych.

co umozliwia zwiekszenie liczby roélin na jednostce powierzchni...” — chyba chodzito raczej

o ,,zwickszenie liczby owocow na jednostee powierzchni” ?




- Str. 9. ostatnie zdanie: , ... gen zlokalizowany na dolnym ramieniu chromosomu 4... ” — na

mapach genetycznych krotkie ramiona chromosomow umieszczamy zwyczajowo u gory, a
dhugie na dole, ale w nomenklaturze genetycznej nie stosujemy okreslen ,,ramie gorne lub
dolne”. To samo bledne sformulowanie pojawia si¢ tez w polskim streszczeniu. chociaz w
wersji anglojezycznej jest juz poprawnie (long arm). podobnie jak w zalaczonych
publikacjach.

Cel badan zostal sformulowany w pelni poprawnie — dobrze charakteryzuje cele
przys$wiecajace wszystkim trzem publikacjom zawartym w rozprawie i potwierdza ich spojny
charakter. Uzupelnieniem celu badan sa Hipotezy badawcze. Osobiscie nie jestem
zwolennikiem obligatoryjnego definiowania hipotez badawczych, szczegolnie wtedy gdy
wynikajg one w sposdb oczywisty z celu badan. Takie hipotezy czgsto brzmig sztucznie i
niczego istotnego nie wnosza. Tutaj muszeg przyznac, ze hipotezy zostaly sformulowane przez
doktorantke tak, ze stanowia doskonate uzupehienie bardzo syntetycznie zredagowanego celu
badan i sa jak najbardziej na swoim miejscu.

W opisie Materiatu i metod wprowadzajacym do cyklu publikacji znalazt si¢ oczywisty
blad na str. 11: linia wyprowadzona ze wschodnioeuropejskiej odmiany lokalnej zostata
opisana jako linia 802, zamiast 801 (co wynika jasno z tresci zatgczonych publikacji). Na te]

samej stronie, w kolejnym punkcie, pojawia si¢ sformutowanie .,... 92 rekombinowanych linii

wsobnych...”, ktére juz na str. 16 zostaly nazwane ,rekombinacyjnymi liniami wsobnymi”.
Ta niescisto$¢ (brak konsekwencji autorki) odstania czesto spotykany w nomenklaturze
genetycznej problem: polski stownik genetyczny wcigz powstaje de novo. Uzywana przez
mgr Kazminska populacja mapujaca to populacja RIL — Recombinant Inbred Lines. ktéra w 1-
angiclskim jest od lat jednoznacznie zdefiniowana. Okreslenie anglojezyczne ,recombinant”
mozna thumaczy¢ na polski jako ,,rekombinowane” lub , rekombinacyjne” (a spotkatem sig tez
7 okredleniem rekombinantowe™). Nie moge wiec autorce wytknag¢ innego bledu poza
brakiem konsckwencji. Uzyta przez nig forma ,rekombinowane” na str. 11 znajduje
uzasadnienie np. w podreczniku ,Hodowla roslin z elementami biotechnologii™ (red. B.
Michalik, L. Spiss. wyd. PWRIL), a ,rekombinacyjne” ze str. 16 jest zgodne z
_Biotechnologig roslin” (red. S. Malepszy, wyd. PWN). Osobiscie sktaniatbym si¢ ku tej
drugiej formie, gdyz pierwsza moze sugerowac, Ze rekombinacja byla tu w jaki§ sposob
indukowana przez czlowieka. a w materiale badanym przez doktorantke byt to proces w petni
naturalny. Nie da sie ukry¢. ze polskojezyczna nomenklatura genetyczna wymaga

usystematyzowania.

L2



W kolejnym rozdziale mgr Kazminska opisata syntetycznie wyniki badan zawarte w cyklu
publikacji.

Pierwsza z prac zostala opublikowana w Scientia Horticulturae (no 219: 37-44) i
dotyczyta oceny zmiennosci genetycznej w obrebie kolekeji odmian i linii hodowlanych dyni
olbrzymiej. Kolekcja liczyta 85 genotypow o zréznicowanym pochodzeniu geograficznym —
badane formy pochodzity z Europy, Ameryki Polnocnej, Azji. Australii i Nowej Zelandii.
Reprezentowane byly rdézne typy ogrodnicze wyroznione na podstawie cech morfologicznych.
Do badanych obiektow dotgczono jedng linig¢ reprezentujgca odmienny gatunek: dynie
zwyczaing (Cucurbita pepo). W badaniach wykorzystano specjalnie wyselekcjonowany
zestaw wysoce polimorficznych markeréw SSR. Wyniki analizowano statystycznie z
wykorzystaniem zroznicowanych metod.

Wybrana technika markerowa okazala si¢ bardzo efektywna. Wyraznie widoczna byla
odrebnos¢ genetyczna dyni zwyczajnej od wszystkich badanych form dyni olbrzymiej. W
zaleznos$ci od uzytej metody statystycznej wyrdzniono 3 grupy genotypdw (analiza gtdéwnych
koordynat PCoA) lub dwie grupy, z ktorych jedna zawierala dwie podgrupy (analizy
Neighbor-joining oraz Structure). Trzy typy ogrodnicze (Banana, Buttercup/Kabocha oraz
Hubbard) zostaly =zaliczone do pierwsze] grupy genotypoéw — pomimo odrgbnosci
morfologicznej nie roéznily sie znaczgco na poziomie genetycznym. Wynik ten nie musi
zaskakiwaé — nieraz drobne zmiany w genomie wywolujg szerokie zmiany na poziomie
fenotypowym (szczegolnie, gdy geny reprezentowane przez rozne warianty wykazujg
dziatanie plejotropowe). Odmiany lokalne z Europy Wschodniej stanowily oddzielng
podgrupe, a formy o duzych owocach i formy typu Mammoth zostaty zaliczone do kolejnego
podzbioru. Wyniki analizy zréznicowania genetycznego nie wykazywaly zwiazku z
pochodzeniem geograficznym badanych form dyni.

Przedmiotem drugiej publikacji cyklu byla identyfikacja loci cech ilosciowych
kontrolujacych barwe zawigzkéw oraz zawartosé karotenoidow w owocach. Praca ukazata sig
w czasopisémie Molecular Breeding (no 38(9): 114). W ramach badan wytworzona zostala
populacja mapujaca skladajgca sig z 92 rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL) pokolenia Fe.
7 kazdej RIL oraz z linii rodzicielskich 801 i 802 wyizolowano DNA w celu wykonania
analiz z uzyciem markerow molekularnych. Gtownym zZrodtem markerow byla metoda
genotypowania poprzez sekwencjonowanie (ang. Genofyping by Sequencing — GBS).
Wykorzystano komercyjny wariant tej metody o nazwie DArTseq oferowany jako ustuga
przez firme Diversity Arrays Technology Pty Ltd. (Bruce, Australia). Analizy DArTseq

dostarczaja danych o dwoch typach markerow: SNP (markery o charakterze kodominujgcym)
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oraz Silico-DArT (markery dominujace, niepozwalajace na identyfikacje heterozygot). Dane
genotypowe zostaty uzupelnione o zestaw 36 markeréw SSR. Ogolem do tworzenia mapy
genetycznej genomu dyni olbrzyvmiej uzyto 1824 markery (36 SSR, 1094 SNP i 694 Silico-
DArT). Utworzona mapa obejmowata wszystkie 20 chromosoméw dyni. jej laczna diugos¢
przekracza 2200 c¢M, a dredni dystans migdzy markerami to 1,21 ¢M. W chwili
opublikowania byla to pierwsza mapa genetyczna dyni olbrzymiej skonstruowana na
populacji RIL (wczesniejsze mapy byty oparte o populacje F2 i nie mialy duzej przydatnosci
do lokalizowania QTL1i).

Na skonstruowanej mapie genetyczne] wykonano mapowania interwalowe w celu
zlokalizowania genow zwigzanych =z barwa owocow 1 zawartoscig karotenoidow.
Zidentyfikowano trzy skupiska QTLi zwigzanych z badanymi parametrami: na dhugich
ramionach chromosoméw 2, 4 i 14. W syntetycznym Omowieniu wynikow na str. 18 znajduje
sig zdanic dotyczgce tej czesci wynikow: ,Kolokalizacja QTL zwigzanych z zawartoscig

karotenoidow moze by¢ uzalezniona od wystepowania istotnych pozytywnych korelacji

2

pomiedzy zawartoscia poszezegdlnych zwiazkow.” Jest to wedlug mmnie sformutowanie
niezbyt trafne — opisana tu zaleznos¢ jest doktadnie odwrotna: to korelacje miedzy badanymi
cechami wynikajg prawdopodobnie z plejotropowego charakteru genow zlokalizowanych w
tych obszarach — te same geny wplywaja na kilka badanych parametrow jednoczesnie.
Analiza bioinformatyczna sekwencji DNA z obszarow QTLi oraz badania mikroskopowe
pozwolity na sformutowanie pewnych hipotez dotyczacych mozliwych genodw kandydackich.
Bezposrednia kontynuacjg badan opisanych w drugiej publikacji sg wyniki, ktore znalazty
sic w ostatniej pracy z cyklu. Zostala ona opublikowana w czasopismie naukowym
wydawnictwa MDPI: Genes (2020, 11: 419). Mape genetyczng opisang wczesnie] uzyto do
identyfikacji QTLi zwigzanych z plonem i parametrami morfologicznymi owocow dyni
olbrzymiej. Dane niezbedne do wykonania mapowania interwatowego zgromadzono w czasie
doswiadezen polowych prowadzonych w jednej lokalizacji w dwoch sezonach wegetacyjnych
(Stacja Doswiadczalna SGGW ,,Wolica™, lata 2013 i 2014). Badano cechy o duzym znaczeniu
dla praktyki: wczesnoéé, masa owocu, liczba owocow na roslinie, plon owocow z rosliny.
parametry charakteryzujace ksztalt owocow, zawartos¢ suchej masy i sacharozy. Loci cech
ilosciowych wykryto na o$miu chromosomach. Wérdd nich ponownie pojawily sie skupiska
QTLi na dtugich ramionach chromosomow 2, 14, a przede wszystkim na chromosomie 4.
Whioski wynikajace z badan opisanych w cyklu publikacji zostaty przez mgr Kazminska
zebrane w formie 9 punktéw na stronach 21 i 22 rozprawy. Zostaly one zredagowane

starannie. sformufowania sa informatywne, a jednoczesnie $wiadcza o krytycznym podejsciu
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doktorantki do uzyskanych wynikow. Osobiscie za najbardziej dyskusyjny uwazam wniosek
nr 9 (mam nadzieje na wymiane pogladow z doktorantka przy okazji publicznej obrony).
Zgadzam sie oczywiscie z sugestia, ze dlugie ramig chromosomu 4 zawiera bardzo wazne 7
praktycznego punktu widzenia geny. ale ich identyfikacja zostata oparta o badania populacji
dwu-rodzicielskiej. Jednym z komponentéw rodzicielskich populacji mapujacej byla
wschodnioeuropejska odmiana lokalna. Zastanawiam sig. CZy sugerowane zageszczanie mapy
i proby klonowania genéw nie powinny zostaé poprzedzone weryfikacja, na ile ten obszar
genomu jest istotny dla hodowcéw korzystajacych z bardziej zaawansowanych materialow
wyjsciowych.

Podsumowujge, pragne podkreslié ze wszystkie moje uwagi krytyczne dotyczace
rozprawy pani mgr Karoliny Kazminskiej mialy charakter dyskusyjny i dotyczyty glownie
kwestii jezykowo-edycyjnych. Nie budzi moich watpliwosei fakt, ze zawarty w rozprawie
cykl publikacji jest spojnym tematycznie zbiorem opublikowanych artykutéw naukowych, w
ktorych tworzeniu doktorantka miaka dominujacy udziat. Postawione w pracy doktorskiej cele
zostaly osiggnigte i rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Ranga
czasopism i dotychczas zarejestrowane w bazie Web of Science cytowania artykutow
potwierdzajg moje osobiste odczucie, ze opisane w rozprawie badania stanowig istotny wkiad
W r0zwoj nauk rolniczych. Tym samym. w mojej ocenie. praca mgr Karoliny Kazminskiej w
zupelnosci spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim w Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki. Dlatego wnioskuje
do stosownych organéow statutowych Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego o

dopuszezenie mgr Karoliny Kazminskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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