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Recenzja rozprawy doktorskiej magister inzynier Roksany Bobrowskiej
pt. ,,Przeniesienie loci genéw warunkujacych odpornos¢ horyzontalna
na rdze brunatng z pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)
do pszenzyta (x Triticosecale Wittmack)”

Recenzje wykonano na podstawie uchwaty Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo
i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu w oparciu o wymagania okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity
Dz.U. z 2021 r. poz. 478).

Podstawowe dane o Kandydatce

Pani mgr inz. Roksana Bobrowska jest absolwentka Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Tytut zawodowy magistra inzyniera uzyskata 26 czerwca 2018 r. na podstawie
pracy pt. ,,Identyfikacja gendw odpornosci na maczniaka prawdziwego zb6z i traw (Blumeria
graminis f. sp. tritici) w wybranych odmianach pszenicy zwyczajnej oraz opracowanie
warunkow multiplex PCR”, ktorg wykonata pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Tomkowiak
w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. W roku
2018 Kandydatka rozpoczeta studia doktoranckie na Wydziale Rolnictwa, Ogrodnictwa
I Bioinzynierii, podczas ktorych pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Michata Kwiatka
realizowala badania do pracy doktorskiej. Od 1 pazdziernika 2021 r. jest zatrudniona jako
asystent w Katedrze Genetyki i Hodowli Ro$lin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Jest
wspotautorem 15 publikacji o sumarycznym IF 34,469 i wartosci punktowej MEIN 1300.
Indeks Hirsch’a Doktorantki wynosi 3. Pani mgr inz. Roksana Bobrowska nie ubiegata si¢
uprzednio o nadanie stopnia doktora.

Informacje o ocenianej pracy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Roksany Bobrowskiej
zostata zrealizowana pod kierunkiem Pana dr hab. Michata Kwiatka, profesora Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, podczas Studiow Doktoranckich UPP prowadzonych przy
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Wydziale Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii. Badania przeprowadzono czgsciowo
w ramach projektu MRIRW pt. ,,Analiza molekularna genéw warunkujgcych odporno$¢
pozioma u pszenicy (Triticum aestivum L.) na porazenie przez grzyby patogeniczne z rodzaju
Puccinia sp.”, ktorego kierownikiem jest Pan dr hab. Michat Kwiatek.

Rozprawa doktorska mgr inz. Roksany Bobrowskiej obejmuje polskojezyczne
opracowanie oraz cykl pigciu spojnych tematycznie artykulow naukowych opublikowanych
w latach 2019-2022. Przedstawione do oceny publikacje ukazaty si¢ w recenzowanych,
miedzynarodowych czasopismach umieszczonych w wykazie czasopism naukowych MEIN,
z ktorych trzy indeksowane sa w bazie JCR (Journal Citation Reports). Sumaryczny
wspoétezynnik wptywu (IF, impact factor) czasopism, w ktorych opublikowano prace wynosi
w chwili obecnej 11,933, natomiast suma punktow MEIN to 550. We wszystkich pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem, a dodatkowo w jednej (publ.2) réwniez autorem
korespondencyjnym. Biorgc pod uwage wymog prawny oceny indywidualnego wktadu
Doktoranta w powstanie publikacji (Dz U 2014, poz 1383; §6 ust. 5 Rozporzadzenia Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 3 pazdziernika 2014) i uwzgledniajac zardwno pisemne
o$wiadczenia ztozone przez wszystkich wspdtautoréw opublikowanych prac, jak i wkiad
poszczegblnych autorow w proces powstawania prac okreslony w deklaracjach wktadu
zawartych w tekstach publikacji, mozna stwierdzi¢, ze rola Doktorantki w planowaniu,
wykonywaniu i opracowaniu otrzymanych wynikéw badan byla istotna. Procentowy udzial
Kandydatki w przygotowanie prac oceniony zostat w czterech z nich na 60%, za§ w jednej na
50%.

Wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej publikacje dotycza wprowadzenia do genomu
pszenzyta (x Triticosecale Wittmack) z pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) odpornosci
horyzontalnej na rdz¢ brunatng wywotywana przez grzyb Puccinia triticina Erikss.
warunkowanej genami Lr34 i Lr46 (publ.4). Obejmuja rowniez opracowanie reakcji multipleks
PCR do jednoczesnej identyfikacji markerow dla genow Lr34 + Lr46 (publ.1) oraz Lr34 + Lr46
+ Lr68 (publ.2) w pszenicy, a takze identyfikacj¢ najlepszego markera molekularnego dla genu
odpornosci Lr46 w pszenicy (publ.5) oraz w pszenzycie ozimym i jarym (publ.3).

Rozprawa doktorska liczy 120 stron i1 zostala podzielona na sze$¢ tematycznych
rozdzialow poprzedzonych wykazem prac naukowych wchodzacych w sktad cyklu publikacji
rozprawy doktorskiej. Rozdziat 1 — Autoreferat rozprawy obejmuje: Wykaz stosowanych
skrotow, Wprowadzenie, Hipoteze badawczg i cel pracy doktorskiej, Materiat i metody, Wyniki
1 dyskusje oraz Literaturg i liczy 50 stron. W rozdziale drugim przedstawiono pi¢¢ publikacji
wchodzacych w sklad rozprawy. Kolejne wyodrebnione rozdziaty to: III - Podsumowanie
i wnioski, IV — Streszczenie w jezyku polskim, V — Summary — streszczenie w jezyku
angielskim i VI — Oswiadczenia autorow dotyczace udziatu Doktorantki oraz wspotautorow
W powstawaniu prac.
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We Woprowadzeniu, stanowigcym rozdziat drugi autoreferatu, Autorka dokonuje
przegladu literatury dotyczacej filogenezy, wykorzystania i znaczenia pszenzyta, chordb
grzybowych wystepujacych w tym gatunku uprawnym ze szczegdlnym uwzglednieniem rdzy
brunatnej oraz mozliwo$ci ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ chorob z wykorzystaniem
hodowli odpornosciowej, zwlaszcza wykorzystujacej geny APR (adult plant resistance),
wspomaganej technikami molekularnymi i cytogenetycznymi.

W kolejnym rozdziale autoreferatu Autorka przedstawia hipoteze badawcza postawiong
w pracy oraz cele prowadzonych badan. Przyjeta w niniejszej pracy hipoteza zaktadata,
ze istnieje mozliwo$¢ poszerzenia puli genowej pszenzyta o geny typu slow rusting,
zapewniajgce rasowo-niespecyficzng odporno$¢ na rdz¢ brunatng (powodowang przez Puccinia
triticina Erikss.) przy wykorzystaniu technik kontrolowanego krzyzowania. Nadrzednym
celem badan bylo wiec wprowadzenie do genomu pszenzyta (% Triticosecale Wittmack) loci
genéw warunkujacych odpornos¢ horyzontalng na rdze brunatng z pszenicy zwyczajnej
(T.aestivum L.) do pszenzyta. Cele posrednie to: (1) ocena przydatnosci dostgpnych
w literaturze markerow molekularnych do identyfikacji genéw Lr w pszenicy i pszenzycie oraz
(2) opracowanie warunkow reakcji typu multipleks PCR, ktére umozliwityby identyfikacje
wprowadzonych gendow Lr w mieszancach, a takze odmianach i materiatach hodowlanych
zarbwno pszenicy, jak 1 pszenzyta dostarczajagc hodowcom informacji o ich potencjale
W hodowli odpornosciowe;.

W rozdziale Materiaty i metody Doktorantka zebrala w tabelach materiat badawczy
wykorzystany w kolejnych etapach do§wiadczen dokonujac jednoczesnie opisu pochodzenia
materiatlow, rodowodow i postulowanych loci gendow typu slow rusting. Nastepnie przedstawita
wykorzystane metody badawcze: izolacje DNA, analizy molekularne — PCR i multiplex PCR,
identyfikacj¢ nekrozy wierzchotkéw lisci jako markera morfologicznego obecnosci genow
Lr34 i Lr46, analiz¢ plodnosci pytku, krzyzowanie miedzygatunkowe, analiz¢ GISH
mieszancow F1 pszenzyta z pszenica.

Rozdziatl pigty autoreferatu pt. Wyniki i dyskusja, zawiera przeglad wynikow
pochodzacych ze wszystkich prac wchodzacych w sktad rozprawy, z podzialem na poruszane
w pracach zagadnienia, a wigc: opracowanie metody multipleks PCR dla genéw Lr34 + Lr46,
Lr34 + Lrd6 + Lr68, Lr46 + Lr68, Lr34 + Lr68, identyfikacj¢ genow Lr34, Lr46 i Lr68
W pszenicy zwyczajnej oraz Lr46 i Lr68 w pszenzycie, poroOwnanie przydatnos$ci réoznych
markeré6w molekularnych dostepnych w literaturze do identyfikacji alleli genu Lr46
W pszenicy, identyfikacj¢ markera LTN, efekty krzyzowania, ocen¢ odporno$ci pszenzyta
w doswiadczeniach porejestrowych COBORU, analizy cytologiczne plodnosci pytku
I cytogenetyczne wykonane metodg GISH. Rozdziat ten konczy Dyskusja obejmujgca ponad
7 stron. Autoreferat zakonczony jest spisem literatury liczacym 126 pozycji.
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Wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej publikacje stanowig logiczny i spdjny uktad,
sg napisane w sposob przejrzysty i zrozumialy, w poszczegdlnych pracach cele zostaly jasno
sformulowane, a metodyka i wyniki przedstawione z dbatoscig o szczegély. Dyskusje
I wnioskowanie przeprowadzone zostaty prawidtowo.

Pierwsza praca (publ.l) wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej, opublikowana
w czasopismie Journal of Applied Genetics ma charakter krotkiego komunikatu i prezentuje
opracowany przez autorow test multiplex PCR do identyfikacji obecnosci genéw odpornosci
Lr34 i Lrd6 z wykorzystaniem dwoch markeréw csLV34 1 Xwmcd4, ktory moze byé
wykorzystany w programach hodowlanych do selekcji wspomaganej markerami. Analizy
prowadzono na sze$ciu odmianach pszenicy.

W ramach kolejnej pracy (publ.2) opublikowanej w Journal of Plant Protection Research
opracowano multipleks PCR do potwierdzania obecno$ci gendéw typu slow rusting Lr34, Lr46
I Lr68 za pomoca markerow: csLV34, Xwmc44 i csGS, Walidacjg¢ testu przeprowadzono na 40
odmianach 1 liniach pszenicy, u ktérych na podstawie danych literaturowych mozna byto
postulowac obecnos¢ poszczegdlnych genow.

Glownym celem pracy opublikowanej w czasopismie Journal of Applied Genetics
(publ.3) byta identyfikacja pszenicznych markerow Xwmc44 i csLV46G22 dla genu odpornosci
Lr46 w 20 polskich odmianach pszenzyta jarego i ozimego. Tego typu analizy majace na celu
identyfikacje genoéw slow rusting w pszenzycie nie byly wczesniej prowadzone. W pracy
porownano dane otrzymane z obserwacji odpornosci odmian pszenzyta w doswiadczeniach
porejestrowych COBORU z danymi z analiz molekularnych. Marker molekularny csLV46G22
zidentyfikowano w odmianach ‘Kasyno’, ‘Mamut’ i ‘Puzon’, z kolei Xwmc44 w odmianach:
‘Dolindo’, ‘Fredro’, ‘Orinoko’, ‘Pizarro’, ‘Porto’ i “Trismart’. Jednocze$nie cechg zamierania
szczytowej czesci lisci flagowych, bedaca wskaznikiem obecnosci gendéw slow rusting Lr34 i
Lr46 zaobserwowano u odmian ‘Belcanto’, ‘Dolindo’, ‘Kasyno’, ‘Pizarro’ i ‘Porto’. Na
podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze odmiana ‘Kasyno’ najprawdopodobniej
posiada gen odpornos$ci Lr46, za§ w odmianie ‘Belcanto’ mozna spekulowaé obecnos$¢ genu
Lr34, niemniej jednak konieczne sg dodatkowe badania.

W czwartej pracy opublikowanej we Frontiers in Plant Science (publ.4) celem byto
uzyskanie linii mieszancowych pszenzyta z pszenicg zawierajacych geny odpornosci typu slow
rusting na rdz¢ brunatng Lr34 i Lrd6. W wyniku krzyzowan prowadzonych pomiedzy
odmianami pszenzyta ‘Twingo’ i ‘Fredro’ oraz 33 odmianami pszenicy otrzymano 34 rosliny
mieszancowe Fi1 reprezentujace siedem kombinacji mieszancowych. Tylko w jednej
kombinacji wystapita odmiana pszenzyta ‘Fredro’, za§ sposrod zapylaczy w dwodch
kombinacjach pojawita si¢ odmian ‘Frontana LF 321°. Na podstawie analiz GISH ustalono,
ze Wszystkie mieszance byly heksaploidami zawierajgcymi po jednym genomie R z zyta
i jednym genomie D z pszenicy oraz po dwa genomy A i B. Obecnos¢ loci genow Lr34 i Lr46
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W materiatlach mieszaficowych potwierdzono wykorzystujac markery csLV34, Xgwm44
i csLV46G22. Az u 29 sposrod 34 uzyskanych mieszancow stwierdzono wyst¢powanie
markeréw wskazujgcych na obecno$¢ obu gendéw horyzontalnej odpornosci. Mieszance te moga
zosta¢ wykorzystane jako materialy wyjsciowe w hodowli nowych odmian pszenzyta
0 poprawionej odpornosci na choroby grzybowe.

Celem piatej pracy (publ.5), opublikowanej w czasopismie Biomolecular Concept, byto
poréwnanie uzytecznosci diagnostycznej markerow molekularnych Xwmc44, Xgwm?259,
Xbarc80 i csLV34G22 do identyfikacji locus genu Lr46 w genotypach pszenicy. Marker
Xwmc44 pojawit si¢ w 38 sposrod 73 badanych genotypow, przy czym 29 odmian zostato
pozytywnie zidentyfikowanych. Uzyskano jednocze$nie 29 fatszywie negatywnych odczytow
i 9 falszywie pozytywnych. Marker csLV34G22 okazat si¢ najlepszy, pojawit si¢ w 60 sposrod
73 odmian i linii pszenicy, przy czym fatszywie pozytywne wyniki uzyskano czterokrotnie, zas
falszywie negatywne trzykrotnie. Stwierdzono, ze najbardziej wiarygodne informacje na temat
obecnosci/braku  warunkujacego odporno$¢ allelu genu Lr46 uzyskaé mozna przy
jednoczesnym zastosowaniu markerow Xwmc44 oraz csLV34G22.

Bezposrednio po tekstach publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej znajduje
si¢ rozdziat I, w ktorym zaprezentowano 8 wnioskéw uzyskanych w efekcie
przeprowadzonych badan. W rozdziale IV - polskojezycznym streszczeniu, przedstawiono
w skrocie najwazniejsze aspekty poruszone w pracy, rozpoczynajgc od problemu coraz
czestszego wystepowania chordéb grzybowych na pszenzycie, ktore z zalozenia mialo by¢
bardziej odporna na choroby alternatywa dla pszenicy. Jako bardzo efektywny sposob poprawy
odpornosci pszenzyta przedstawiono wprowadzanie genéw warunkujacych slow rusting —
trwalg odpornos¢ roslin dorostych na wiele ras patogenow. W pszenicy zidentyfikowano 8 tego
typu genow, z ktorych szczegdétowej analizie poddano w pracy trzy: Lr34, Lr46 i Lr68.
Obecnos¢ tych genéw w odmianach pszenicy 1 pszenzyta postulowano na podstawie wynikoéw
analiz molekularnych, ktére opracowano w oparciu 0 dostepne dane literaturowe. Oprocz oceny
mozliwosci pojedynczego wykorzystania réznych markeréw molekularnych do identyfikacji
tych genow w materiale badawczym opracowano réwniez multipleks PCR umozliwiajacy
oceng obecno$ci markeréw dla kilku gendow w jednej mieszaninie reakcyjnej. Opisano réwniez
efekty przeprowadzonych krzyzowan miedzygatunkowych. Streszczenie w jezyku polskim
odpowiada streszczeniu w jezyku angielskim. Opracowanie zamyka rozdziat VI zawierajacy
oswiadczenia autoroOw prac.

Z obowiazku recenzenta odnotowatam kilka uwag dotyczacych rozprawy doktorskiej:

1. W rozprawie nie udato si¢ unikngé¢ btedow, gtownie stylistycznych. Uzyto sformutowan:
- ‘odpornos¢ przed wieloma rasami patogenéw’ — odpornos¢ na

- ‘patogena’ — w dopelniaczu formg prawidtowa jest ‘patogenu’

- ‘wiele markeréw (...) zostato zaadoptowanych do analiz’ - zaadaptowanych.
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‘w Canberry w Australii’ —w Canberrze w Australii

- ‘analizowano na obecnos$¢ markerow’ — raczej pod katem obecnosci, pod wzglgdem obecnosci

- ‘odmiana ‘Lerma Rojo’ charakteryzuje si¢ dlugg zywotnoscig ze wzgledu na odpornos¢’
- ‘oczekiwany produkt markera (...) wynosi’

- ‘przy uzyciu 70 odmian i linii z chinskich regionéw pszenicy ozime;j’

5.

Uzyto rowniez stow ‘kit’ czy ‘skrining’, ktore sg zapozyczeniami z j¢zyka angielskiego.

Nie umniejsza to jednak w zaden sposob warto$ci merytorycznej pracy.

. Zarowno w publikacjach, jak i ich opracowaniu zamiast ilo$ci substancji wyrazonych

W molach podawane sg objetosci. Dotyczy to zarowno analiz PCR, jak i GISH.

. Ponadto optymalizacja warunkow reakcji polegajaca na zmianie obj¢toSci starteréw, bez

dostosowywania stezen pozostatych sktadnikéw mieszaniny réwniez budzi watpliwosci
I jest akceptowalna z praktycznego punktu widzenia, ale w konsekwencji powinny zostac¢
przeliczone stezenia pozostatych sktadnikow w mieszaninie. Nieprawidlowe jest
stwierdzenie, ze ‘optymalizacja metody multipleks PCR opierata si¢ o dobdr odpowiedniej

objetosci startera dla wszystkich gendw w obrebie kazdego wariantu’.

. Genomowa hybrydyzacja in situ GISH nie jest nowoczesng technikg hodowlang tylko

metoda diagnostyczng.

Opis wynikow w rozdziale 5.1.5 dotyczy publikacji nr 5, a nie jak podano nr 3.

Podkreslam raz jeszcze, ze zauwazone przeze mnie bledy sa mato znaczace i nie wptywaja na

moja wysoce pozytywng opini¢ na temat rozprawy.

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

dotyczace pracy:

1.

Strona6z7

Czy markery molekularne uzyskiwane przy udziale starterow, ktore oprocz produktow
specyficznych, bedacych znacznikiem obecnosci konkretnych alleli genéw, inicjuja
syntez¢ produktow niespecyficznych powinny by¢ wykorzystywane w reakcji multipleks
PCR? Czy nie lepiej w takim przypadku wykorzysta¢ sondy np. TagMan lub KASP?

Czy odporno$¢ warunkowana genem Lr46 jest skuteczna w warunkach Polski i czy
przeprowadzono wieloletnie badania w warunkach polowych dla innych genow
warunkujacych odpornos¢ horyzontalng?

Czy nie warto na etapie opracowywania markerow molekularnych prowadzi¢ rownolegle
testow fizjologicznych potwierdzajacych obecnos¢ poszczegdlnych alleli gendéw?
Ewentualnie czy nie lepiej jest wykorzystywaé materiaty, na ktorych takie testy zostaty
przeprowadzone? Postulowanie obecnosci genow na podstawie rodowodow jest wielce
ryzykowne.

Ocena odpornosci polskich odmian pszenzyta jarego 1 ozimego w doswiadczeniach PDO
wskazuje na wysokg odporno$¢ badanych odmian na rdze brunatng i rdze z6ttg. Czy mozna

powiedzie¢, ze polskie odmiany pszenzyta sa odporne na porazenie?
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Za najwazniejsze osiggniecia rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Roksany Bobrowskiej
uznaje: (1) Opracowanie warunkéw multipleks PCR do jednoczesnej identyfikacji genow Lr34,
L46 i Lr68 przy uzyciu markerow csLV34, Xwmc44 i csGS, (2) postulowanie na podstawie
testow LTN i markeréw molekularnych obecnosci genu Lr46 w pszenzycie odmiany ‘Kasyno’,
ktore moze zosta¢ bezposrednio wykorzystane jako zrédlo tego genu w programach
hodowlanych pszenzyta, (3) uzyskanie mieszancéw miedzygatunkowych o stabilnej liczbie
chromosomow bedacych potencjalnymi posiadaczami spiramidyzowanych genow odpornosci
typu slow rusting Lr34 i Lr46, (4) wybor markera csLV46G22 jako najbardziej wiarygodnego
narz¢dzia molekularnego do identyfikacji genu Lr46. Szczegélnie wazny jest aspekt
aplikacyjny prowadzonych badan, czyli mozliwos¢ wykorzystania opracowanych testow
molekularnych w selekcji wspomaganej markerami (MAS) w programach hodowli pszenicy
I pszenzyta, a otrzymanych form mieszancowych pszenzyta z pszenicg jako materiatu
wyjsciowego W hodowli odporno$ciowej pszenzyta.

Podsumowujac, rozprawe doktorska Pani mgr inz. Roksany Bobrowskiej oceniam bardzo
pozytywnie. Stanowi ona oryginalne, kompleksowe rozwigzanie problemu naukowego
poszerzajace aktualny stan wiedzy. Rozprawa prezentuje ogo6lna wiedze Kandydatki
w dyscyplinie rolnictwo 1 ogrodnictwo oraz wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Uzyskane wyniki przedstawiaja nie tylko warto$¢ poznawcza,
ale tez moga mie¢ praktyczne zastosowanie w hodowli pszenicy i pszenzyta w Polsce i na

swiecie.

WNIOSEK KONCOWY

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Roksany
Bobrowskiej pt. ,,Przeniesienie loci genow warunkujacych odpornos¢ horyzontalng na rdze
brunatng z pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) do pszenzyta (x Triticosecale
Wittmack)” spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz.U. z 2021 r. poz. 478) stawiane rozprawom
doktorskim, dlatego tez zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z prosba o dopuszczenie Pani mgr inz. Roksany
Bobrowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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