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Recenzja rozprawy doktorskiej pn. ,,Przeniesienie loci genow warunkujacych odpornosé
horyzontalna na rdze¢ brunatna pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) do pszenzyta
(x Triticosecale Wittmack)”

oraz dorobku naukowego mgr inz. Roksany Bobrowskiej

Pracg wykonano w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin, na Wydziale Rolnictwa, Ogrodnictwa
1 Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, pod opieka dr hab. Michata Kwiatka.
Recenzje pracy wykonano na podstawie pisma Prof. dr hab. Andrzeja Biecharczyka,
Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo, zawierajacego
informacje o powotaniu mojej osoby na recenzenta rozprawy doktorskiej dla uzyskania stopnia
doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie agronomia, zgodnie z wymogami ustawy
z 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 poz. 1789).

Rozprawa doktorska Pani mgr. Roksany Bobrowskiej (Skowronskiej) pt. ,,Przeniesienie loci
genow warunkujacych odpornos¢ horyzontalng na rdze brunatng pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.) do pszenzyta (x Triticosecale Wittmack)” zrealizowana w dyscyplinie rolnictwo i
ogrodnictwo, jest cyklem pigciu spojnych tematycznie prac opublikowanych w wysoko
punktowanych czasopismach. Zostata ztozona wraz z nastepujacymi dokumentami:

1. Kopia dokumentu potwierdzajacego posiadanie przez kandydatke na doktora tytulu
zawodowego,

2. streszczeniem rozprawy doktorskiej,

opinig promotora o rozprawie doktorskiej,

opinig kierownika Studiow Doktoranckich o przebiegu ksztalcenia na Studiach

Doktoranckich UPP wraz z informacja o zaliczeniu wszystkich przedmiotow,

wykazem osiggni¢¢ naukowych,

raportem z Jednolitego Systemu Antyplagiatowego,

zyciorysem,

kwestionariuszem osobowym,

potwierdzeniem znajomosci j¢zyka obcego nowozytnego, na poziomie co najmniej B2

po przeprowadzonym egzaminie.

o
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Wymagane dokumenty zostaty skompletowane w sposob wlasciwy.



Ocena formalna

Rozprawa doktorska sktada si¢ z pigciu artykutdéw prezentujacych oryginalne wyniki badan
naukowych i opublikowane w czasopismach anglojezycznych o wysokich wskaznikach IF oraz
punktacji na liscie MEIN (o facznej IF: 12,233 oraz sumarycznej liczbie punktow wg. MEiN:
550). Artykuly zostaty wnikliwie ocenione i zrecenzowane przez osoby kompetentne w danej
dziedzinie wiedzy. Jedna z publikacji opublikowana zostata w 2019 roku, trzy opublikowano
w 2020 roku oraz jedna opublikowano w 2022 roku.

Sa to:

1. Skowronska R., Kwiatek M., Tomkowiak A., Nawracata J. 2019. Development of
multiplex PCR to detect slow rust resistance genes Lr34 and Lr46 in wheat. Journal of
Applied Genetics. 60:301-304. doi.org/10.1007/s13353-019-00520-z; IF: 3,240, pkt.
wg MEiN: 140,00 (procentowy udziatl 60%); cytowania artykutu:

2. Skowronska R., Tomkowiak A., Szwarc J., Nawracata J., Kwiatek M. 2020. Multiplex
PCR assay for simultaneous identification of slow rust resistance genes Lr34, Lr46 and
Lr68 in wheat (Triticum aestivum L.). Journal of Plant Protection Research. 60 (4): 388—
398, doi.10.24425/jppr.2020.134914, pkt. wg MEIN: 100,00 (procentowy udziat 60%)

3. Skowronska R., Tomkowiak A., Nawracala J., Kwiatek M.T. 2020. Molecular
identification of slow rusting resistance Lr46/Yr29 gene locus in selected triticale (x
Triticosecale Wittmack) cultivars. Journal of Applied Genetics, 60 (4): 359-366. doi:
10.1007/s13353-020-00562-8. IF: 3,240, pkt. wg MEIN: 140,00 (procentowy udziat
60%)

4. Skowronska R., Marianska M., Ulaszewski W., Tomkowiak A., Nawracata J., Kwiatek
M.T. 2020. Development of Triticale x Wheat Prebreeding Germplasm With Loci for
Slow-Rusting Resistance. Front. Plant Sci. 11:447. doi: 10.3389/fpls.2020.00447, IF:
5,753, pkt. wg MEIN: 100,00 (procentowy udziat 50%)

5. Bobrowska R., Noweiska A., Spychata J., Tomkowiak A., Nawracata J., Kwiatek M.T.
2022. Diagnostic accuracy of genetic markers for identification of the Lr46/Yr29 “slow
rusting” locus in wheat (Triticum aestivum L.) Biomolecular Concepts. 13: 1-9.
https://doi.org/10.1515/bmc-2022-0002. Pkt. wg MEIN: 70,00. (procentowy udziat
60%)

Mgr. Roksana Skowronska jest wspotautorem kazdej z pigciu publikacji. Wspoétautorami
kazdej z publikacji jest rowniez Kilkuosobowy zespot oraz promotor. W czterech z nich Pani
Skowronska jest wymieniona jako pierwszy autor. Podany opis wkladu Pani Roksany
Bobrowskiej (Skowronskiej) jest zgodny z informacja zawartag w klauzulach opublikowanych
artykutdéw, oraz informuje o szacowanym wktadzie procentowym w publikacjach P1 — 3, 5 na
poziomie 60,0%, a w publikacji P4 na poziomie 50,0%. Jest on komplementarny z opisanym
wktadem podanym przez pozostatych wspotautoréw publikacji. Informacje te potwierdzaja
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wiodaca role kandydatki we wszystkich etapach prowadzonych badan: planowaniu
doswiadczen, prowadzeniu materiatu ro$linnego, przeprowadzeniu eksperymentéw i
wykonywaniu analiz, opracowywaniu wynikow, interpretacji wynikdw oraz przygotowywaniu
tekstow publikacji.

Rozprawa doktorska oprocz wymienionych artykutow zostata opatrzona autoreferatem,
wprowadzeniem do tematyki badawczej, hipoteza badawczg i celem pracy doktorskiej, opisem
wykorzystanych materiatéw i stosowanych metod badawczych, opisem uzyskanych wynikow
i przedyskutowaniem wynikéw 2z wynikami opisanymi w dostepnej literaturze
miedzynarodowej oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Analiza wskazuje, ze przedstawiona rozprawa doktorska spelnia wymogi formalne.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

» Ocena wyboru problematyki badawczej

Produkcja zbdz jest jednym z gtéwnych kierunkéw produkcji rolniczej w Polsce. Zajmuja one
wazne miejsce w gospodarce kraju. W strukturze zasiewdéw w ostatnich latach zboza utrzymuja
si¢ na poziomie okoto 75%. Struktura gatunkowa zbdz jest determinowana warunkami
klimatycznymi i glebowymi. W krajowej produkcji zboz dominuje pszenica, ale uprawa
pszenzyta nabiera coraz wigkszego znaczenia.

W skali §wiata, powierzchnia pszenzyta na $wiecie wynosi ok. 3,8 min ha. Polska jest krajem
o najwigkszej powierzchni uprawy tego zboza i stanowi ona 40,0% powierzchni uprawy w catej
Europie (ponad 33,0 % powierzchni na calym $wiecie). Na 11,5 mln ton uzyskiwanego ziarna,
4 min ton, czyli 34,8% wytwarzane jest przez producentéw rolnych naszym kraju. Ziarno
pszenzyta przeznacza si¢ gldwnie na cele pastewne. Stanowi ono bardzo dobry surowiec
paszowy, odpowiedni dla wigkszoséci zwierzat gospodarskich. Wynika to z dobrej wartosci
pokarmowej ziarna pszenzyta uwarunkowanej wyzszg zawarto$cig biatka, korzystnym sktadem
aminokwasowym, wysoka warto$cia kaloryczna, lepsza strawno$cig i1 przyswajalnoscia w
poréwnaniu do zyta.

Od niedawna odnotowuje si¢ coraz wigksze zainteresowanie wykorzystaniem pszenzyta na cele
energetyczne (produkcja bioetanolu). Dostepne sg odmiany, ktorych make wykorzystuje si¢ do
wypieku chleba. Dzigki temu rolnicy produkuja ziarno o wysokiej jakos$ci na stabszych glebach.

Przez wiele lat pszenzyto uwazano za gatunek stosunkowo odporny na patogeny. Jednak to
uleglto zmianie 1 obecnie obserwujemy coraz wigksze nasilenie wystepowania chordb na
pszenzycie.

Odmiany odporne na choroby spetniaja wazng funkcje w uprawie i ochronie roslin uprawnych.
W najblizszych latach znacznie wzrosnie ich znaczenie, nie tylko ze wzglgedu na integrowang
ochrong roslin, ale takze wigkszego zapotrzebowania na nie systemow rolnictwa ekologicznego
1 niskonakladowego. Pehiejsze wykorzystanie odmian odpornych na stresy biotyczne i
abiotyczne w praktyce produkcyjnej, w tym integrowanej ochronie roslin, wymaga coraz
wiekszej wspolpracy pomiedzy hodowcami ro$lin i fitopatologami i fizjologami roslin. Dzieki
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tej wspOlpracy mozliwe jest wytworzenie odmian przydatnych dla integrowanej ochrony roslin
w ramach rolnictwa zrownowazonego.

Odpornos¢ wlasciwa genotypu moze by¢ uwarunkowana genami dominujacym ale jest dosy¢
tatwa do przelamania, poniewaz pojawiajg si¢ nowe rasy patogena wirulentne w stosunku do
tych genow. Dlatego duzg uwagg nalezy przywigzywac do genow odpornosci typu slow rusting,
ktére warunkuja odpornos¢ rasowo niespecyficznos$cia. Jest ona skuteczna wzgledem réznych
ras patogenu i charakteryzuje si¢ wzgledng trwatoscia, a efekt pojawiania si¢ objawoéw moze
ulega¢ zmianom w zaleznos$ci od warunkéw srodowiska. Patogen potrzebuje duzo wiecej czasu
aby ja przetama¢ w stosunku do odporno$ci pionowej, rasowo specyficzng. W procesie hodowli
roslin mozna uzywaé¢ tych genoéw dodatkowo jako uzupelnienie gendéw specyficznych,
glownych. Ostatnio coraz wigksza dostepno$¢ markerow molekularnych znacznie ufatwia
proces piramidowania gendéw odpornosci, co uwzglednia rowniez praca doktorska Pani mgr.
Roksany Bobrowskiej (Skowronskiej) dla trzech genéw odporno$ci pszenicy na typu slow
rusting: Lr34, Lr46, Lr68.

Wobec wzrastajacego znaczenia gospodarczego upraw pszenzyta, jak i wymogow stawianych
rolnictwu w ramach integrowanej ochrony, wybdr zakresu badawczego podjetego przez Panig
mgr. Roksane Bobrowska (Skowronska) jest bardzo trafny. Jak stusznie podkresla doktorantka,
w ostatnich latach w uprawach pszenzyta notuje si¢ coraz wigksze straty z powodu porazenia
przez Puccinia triticina, a odporno$¢ warunkowana genami slow rusting stanowig wazne
uzupetnienie odpornosci warunkowanej genami dominujgcymi.

» Woprowadzenie, hipoteza badawcza i cel pracy

Hipoteza badawcza zostata zdefiniowana w oparciu o tre$ci omoéwione we wprowadzeniu, ktore
obejmuje 19 stron i podzielone jest na podrozdzialy, opisujace w sposob syntetyczny: (1)
filogeneze, wykorzystanie i znaczenie pszenzyta, (2) znaczenie chordb grzybowych w uprawie
pszenzyta, (3) hodowle odpornosciowa zbdz, (4) techniki molekularne 1 cytogenetyczne w
hodowli.

Whprowadzenie jest opracowane poprawnie, a na szczegdlng uwage zastuguje podrozdziat
trzeci, ktory dobrze przygotowuje czytelnika do czgéci badawczo-eksperymentalnej. W
podrozdziale ,,Hodowla odpornosciowa zboz” doktorantka omawia bardzo wnikliwie opisane
w doniesieniach literaturowych uwarunkowania genetyczne odpornosci pszenicy na rdze
brunatng w powigzaniu rowniez do uwarunkowan genetycznych odpornosci pszenicy na rdzg
76Ma. Podrozdziat ten bezposrednio uzasadnia cele podjetych prac. Wynika z niego jasno, ze
prace takie nie byty dotychczas prowadzone oraz ze tylko niektore zespoty badawcze na §wiecie
zajmujg si¢ tg problematyka.

Prowadzone badania zostaty przedstawione w szes$ciu punktach, ktérych uszczegdélowienie o
materiat badawczy i jakie geny obejmuja utatwilaby wprowadzenie odbiorcy do dalszej czesci
pracy podobnie jak fakt, ze bedg to formy ozime i jare zarébwno pszenicy jak i pszenzyta.
Podsumowaniem jest przedstawienie celu bezposredniego pracy, W ktorym zabraklo
uszczegotowienia jakie geny odpornosci bedg wprowadzane do pszenzyta.

Podsumowujac, zarowno wprowadzenie jak 1 hipoteza badawcza oraz cele pracy sa zgodne z
jej tytutem.



» Material badawczy

Material badawczy zostal skompletowany wtasciwie i byt bardzo zréznicowany, co zapewniato
osiggniecie zatozonych celow. Byly to genotypy pszenzyta (20 odmian pszenzyta w tym 14
0zimego i 6 jarego) oraz genotypy pszenicy (2 genotypy ozimej i 71 jarej).

Tak liczng kolekcje pszenicy zwyczajnej stanowity genotypy, dla ktorych w doktorantka z
doniesien literaturowych opisata pochodzenie oraz a w ramach wtasnych badan (publikacje P1,
P2 i P4) okreslita obecno$¢ specyficznych gendow slow rusting, przez co jest ona unikalna w
skali $wiata. Doktorantka pozyskata geotypy nawiazujac kontakt z jednostkami prowadzacymi
te kolekcje na catym $wiecie.

Genotypami referencyjnymi z genami slow rusting byty ‘Lr34’ (dla genu Lr34), ‘Pavon 76V’
(dla genu Lr46) oraz ‘Parula’ (dla genu Lr68).

» Metody badawcze

Szczegolowy opis metodyki prowadzonych badan zostal opisany w publikacjach, ktore
wchodza w sktad przedstawionego doktoratu. Doktorantka w rozdziale tym przedstawita
sumaryczny opis metod z odniesieniem do publikacji. Sktada si¢ on z 6 podrozdziatow.

Pierwszym podpunktem opisanym w rozdziale jest metodyka izolacji DNA. W kazdych
badaniach izolacja DNA do analiz molekularnych prowadzona byta zgodnie z tym samym
protokotem, co zapewnialo uniknigcie czesto pojawiajacych si¢ btedow technicznych.

Metodyka analiz molekularnych prowadzonych w trakcie badan opisanych w publikacjach
opisana zostata w 4 podpunktach:

o Metodyka badan majacych na celu jednoczesng identyfikacje locus genéw Lr34, Lr46
oraz Lr68 metoda multipleks PCR prowadzona byla zgodnie z protokotami
stosowanymi przez inne zespoly badawcze i w sposOb szczegdlowy opisane W
publikacjach P1 i P2 (P1. Development of multiplex PCR to detect slow rust resistance
genes Lr34 and Lr46 in wheat. Journal of Applied Genetics. 60:301-304 oraz P2.
Multiplex PCR assay for simultaneous identification of slow rust resistance genes Lr34,
Lr46 and Lr68 in wheat (Triticum aestivum L.). Journal of Plant Protection Research.
60 (4): 388-398). Modyfikacjg whasng byt dobor temperatury dotgczania starterow.

o Identyfikacja markerow molekularnych sprzezonych z genami Lr34 oraz Lr46 w
genotypach pszenicy oraz roslinach pokolenia F1 uzyskanych na drodze krzyzowan
pszenicy z pszenzytem opisana zostala w publikacji P4 (P4. Development of Triticale x
Wheat Prebreeding Germplasm With Loci for Slow-Rusting Resistance. Front. Plant
Sci. 11:447). Podkreslenia zastuguje fakt, ze doktorantka postugiwata si¢ nie tylko
protokotem dostgpnym w literaturze, ale wykazujac inicjatywe nawigzata kontakt z
wiodgcym zespotem z CSIRO Plant Industry w Cannebery w Australii pracujgcym pod
kierunkiem dr Evans’a Lagudah’a i dzieki jego uprzejmosci pozyskata metodyke do
realizacji tego etapu badan.



o Metodyka badan nad obecnoscig genow Lr34, Lr46 i Lr68 w genomie pszenzyta zostala
opisana w publikacji P3 (P3. Molecular identification of slow rusting resistance
Lr46/Yr29 gene locus in selected triticale (x Triticosecale Wittmack) cultivars. Journal
of Applied Genetics, 60 (4): 359-366). Prace prowadzono na podstawie standardowych
protokotow.

o Okreslenie przydatnosci markeréw molekularnych metodg PCR do identyfikacji locus
genu Lr46 opisano w publikacji P5 (Diagnostic accuracy of genetic markers for
identification of the Lr46/Y1r29 “slow rusting” locus in wheat (Triticum aestivum L.)
Biomolecular Concepts. 13: 1-9.)

W ramach badan opisanych w publikacji P3 obecno$¢ genéw Lr34, Lr46 i Lr68 w genomie 20
genotypéw odpornos¢ na Puccinia triticina zostala opisana w doswiadczeniu polowym
uwzgledniajac marker morfologiczny LTN dla genow slow rusting.

Zakres prac opisanych ramach publikacji P4, ktora szczegdlnie koresponduje do osiaggnigcia
przez doktorantke zatozonego celu pracy, obejmowat nie tylko badania molekularne majace na
celu identyfikacja markerow molekularnych sprzezonych z genami Lr34 oraz Lr46 w
genotypach pszenicy oraz roslinach pokolenia F1 ale rowniez: analize zywotnosci pytku
pszenicy, co warunkowato wskazanie genotypow do krzyzowan z pszenzytem; wyprowadzenie
mieszancow pokolenia F1 ktore byly trudne od strony technicznej, poniewaz wykonanie
krzyzowan wymagato zarowno dopasowania termindw kwitnienia form rodzicielskich jak i
wykonania samych krzyzowan. Obejmowaly one roéwniez badania cytogenetyczne.
Prowadzono je wedlug metodyki opracowanej we wczesniejszych badaniach 1 skladaty sie z
nastgpujacych po sobie etapoéw: wykonanie preparatOow metodag trawienia enzymatycznego,
izolacja genomowego DNA, przygotowanie sond molekularnych oraz blokera, genomowa
hybrydyzacja in situ metodag GISH oraz analiza mikroskopowa za pomocag mikroskopu
fluorescencyjnego.

Dla badan molekularnych w kazdej z publikacji wchodzacej w sktad doktoratu przedstawiono
rozdzial elektroforetyczny oraz wizualizacje wynikow podobnie jak wizualizacj¢ analizy
mikroskopowej.

» Wyniki i Dyskusja

Podobnie jak rozdziat Metody badawcze w rozdziale Wyniki doktorantka w sposob syntetyczny
I przejrzysty oméwita wyniki badan opisanych w publikacjach stanowigcych doktorat a w
rozdziale Dyskusja syntetyczne odniosta si¢ do wynikow opisanych przez inne zespoly
badawcze.

Doktorantka wykazata, mozliwos¢ wykorzystania metody multipleks PCR do jednoczesnej
identyfikacji badanych genow slow rusting w jednym genomie pszenicy zwyczajnej w réznych
kombinacjach (publikacja P1). Dla jednego genotypu stwierdzono jednoczesng obecno$¢ trzech
genow Lr34+Lr46+Lr68 oraz wskazano genotypy, dla ktérych stwierdzono obecno$é genow w
dwoch kombinacjach jak nastepuje: Lr34+Lr46 w trzech genotypach, Lr46+Ir68 w jednym
genotypie oraz Lr34+Lr68. Informacja, ze material roslinny to pszenica zwyczajna podobnie
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jak w publikacjach gdzie pojawiata si¢ juz w ich tytutach, wprowadzataby odbiorce do dalszego
zapoznania si¢ z trescia.

Bardzo waznym elementem badan doktorantki bylo wykazanie potencjalnych markerow
fizjologicznych dla odpornosci warunkowanej genem Lr46.

Materiatem ro$linnym do realizacji prac opisanych w publikacji P4, ktore sg bezposrednio
powigzane z celami doktoratu byto 31 genotypow pszenicy zwyczajnej z kolekcji tego gatunku
opracowanej przez doktorantke wraz z opisanym pochodzeniem oraz pokolenie F1 pszenzyto X
pszenica. Potwierdzenie mieszancowego pochodzenia pokolenia F1 wykonano poprzez analizy
cytogenetyczne metodg GISH. Dla pszenicy zwyczajnej okreslono obecno$¢ gendow slow
rusting Lr34 i Lr46 wykorzystujac markery okreslone w publikacjach P1 i P2. Otrzymane
kombinacje pszenzyto x pszenica zawieraly odporne markery allelii powigzanych z genami
slow rusting Lr34 oraz Lr46. Potwierdzito to, Ze cel pracy zostat osiggniety.

Whiosek koncowy

Cel pracy jakim byto wprowadzenie do genomu pszenzyta loci trzech gendéw typu slow rust na
rdz¢ brunatng pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) do pszenzyta (x Triticosecale Witt.)
zostat osiggniety. Wymagato to wieloetapowych badan, ktore w sposob spdjny opisano w pigciu
publikacjach. Nalezy doceni¢ tak szerokie badania dotyczacych pszenzyta, ktére jest waznym
gatunkiem uprawianym w warunkach Polski na glebach, ktore dominuja w Polsce i nie s3
odpowiednie do uprawy pszenicy. Dlatego uzyskane wyniki majg bardzo duzy wktad w rozwoj
nauki na poziomie ogdlno§wiatowym jak rowniez majg bardzo duze znaczenie aplikacyjne.
Wykazano, ze $cisle sprzezony marker csLV46G22 moze stuzy¢ do identyfikacji genu Lr46. Po
opublikowaniu sekwencji starterow i1 protokoldw moze byé on uzyty w do selekcji
wspomaganej markerami w programach hodowli pszenicy. Mieszance F1 pszenzyto X pszenica
do ktorych wprowadzono geny odpornosci typu slow rust, ktore warunkujg bardziej trwata
odpornos¢ pszenicy na rdz¢ brunatng niz geny dominujace, sg cennym materialem wyjsciowym
do dalszych programéw hodowlanych pszenzyta.

Przedstawiona do oceny rozprawa Pani mgr. Roksany Bobrowskiej (Skowronskiej) spetnia
wymagania ustawowe wobec prac doktorskich [art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018r. poz. 1668)].

Stawiam wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr. Roksany Bobrowskiej (Skowronskiej)
do dalszych etapéw postgpowania w przewodzie doktorskim.

Z uwagi na duzg range¢ naukowgq 1 utylitarng wynikow tej pracy doktorskie j oraz wzorcowo
opracowang metodologi¢ badan, a takze szeroki zakres prac badawczych wnioskuje o
wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

Jerzy H. Czembor



