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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Joanny Gryni
pt.: "Identyfikacja funkcjonalnych markeréw molekularnych dla genéw odpornosci na

wybrane choroby grzybowe pszenicy ozimej (Triticum aestivum L.) oraz ocena ekspresji

cechy w zaleznosci od genotypu roliny”

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Recenzja zostala opracowana na zlecenie Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu Pana prof. dr hab.
Andrzeja Blecharczyka z dnia 31.08.2020 r. (pismo RNDRiO 43/4000/2000).

Przedstawiona praca zostata wykonana w Katedrze Genetyki i Hodowli Roélin, pod
kierunkiem prof. UP dr hab. Jerzego Nawracaty. Promotorem pomocniczym byfa dr inz.
Agnieszka Tomkowiak.

Przewdd zostal wszczgty w obszarze nauk rolniczych, le$nych i weterynaryjnych w dziedzinie

nauki rolnicze, w dyscyplinie agronomia.

2. Ocena wyboru problematyki badawczej
Przedstawiona do recenzji praca Pani mgr inz. Joanny Gryni dotyczy bardzo waznej
problematyki — badania odpornosSci pszenicy zwyczajnej na porazenie przez grzyby
patogeniczne i znalezienia funkcjonalnych markeréw molekularnych sprzezonych z genami
warunkujagcymi odporno$é¢ na grzyby patogeniczne: Blumeria graminis f. sp. tritici, Pucinia
recondita f. sp. tritici i Puccinia striformis f. sp tritici. Markery molekularne majg coraz
wigksze znaczenie w hodowli roslin. Identyfikacja genéw warunkujacych wazne cechy
uzytkowe np. odporno$¢ na patogeniczne grzyby przy pomocy markeréw molekularnych
utatwia i przyspiesza proces tworzenia nowych odmian. Markery te moga by¢ przydatne do
selekcji materiatow hodowlanych pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.), ktora jest
najpowszechniej uprawianym zbozem na wszystkich kontynentach. To ziarna zboz, a
szczegllnie ziarna pszenicy dostarczaja wigkszosci spozywanego biatka w  zywieniu

cztowieka. Ziarno ma duze znaczenie jako surowiec chlebowy i paszowy. O plonowaniu



i cechach jakosciowych ziarna w najwigkszym stopniu decyduje czynnik genetyczny.
Wysoki udziat zb6z w strukturze zasiewdw i ograniczone zmianowanie powoduja wzrost
zagrozenia ze strony grzybow patogenicznych. Choroby wywotlywane przez grzyby
patogeniczne obnizaja ilo§¢ uzyskiwanych plondéw i pogarszaja ich jako$¢. W zintegrowanej
ochronie ro$lin odpornos¢ genetyczna jest bardzo istotna, wazna i uzasadniona. Rozbudowany
genom pszenicy i pojawiajace si¢ czgsto nowe rasy patogendw utrudniajg prace nad
zidentyfikowaniem funkcjonalnych markeréw umozliwiajacych prowadzenie efektywnej
selekcji MAS. Najbardziej przyjazna dla s$rodowiska metoda ograniczenia strat
powodowanych przez patogeny jest hodowla odmian odpornych. Wprowadzenie do nowo
tworzonych odmian gendéw odpornosci jest najskuteczniejsza metodg ograniczenia strat
powodowanych przez patogeniczne grzyby. Hodowla i uprawa odmian mato wrazliwych, o
podwyzszonej odpornosci nabiera coraz wigkszego znaczenia w ochronie zb6z. Stad wybranie

tej tematyki badan uwazam za bardzo wazne i uzasadnione.

3. Formalna ocena pracy
Przedstawiona do recenzji praca zostata przygotowana w formie monografii, zgodnie z
wymogami stawianymi tego typu opracowaniom. Praca liczy 203 strony i zostata podzielona
na 10 rozdzialdéw: Wstep i Cel pracy (I), Przeglad literatury (II), Materiat roslinny (III),
Metodyka (IV), Wyniki (V), Dyskusja (VI), Wnioski (VII), Streszczenie w jezyku polskim
(VIII) i angielskim (IX) oraz Literatura (X).

W obrgbie Przegladu literatury, Materialéw oraz Wynikéw Autorka wyodrebnita
liczne podrozdziaty, ktore porzadkujg szeroki zakres prac prowadzonych w rozprawie. Uktad
pracy jest logiczny i przejrzysty.

Materiat i Wyniki badan Autorka udokumentowata w 29 tabelach, 20 wykresach, dwoch
rycinach i 25 fotografiach. Praca zawiera bogate i wilasciwie dobrane pismiennictwo (313
pozycji literaturowych).

Przyjety ukiad pracy jest wiasciwy i opracowanie spetnia wymagania stawiane rozprawom

doktorskim.

4. Merytoryczna ocena pracy
Tytut rozprawy doktorskiej odpowiada zakresowi wykonanych w pracy badan.
Autorka w syntetycznym Wste¢pie wprowadza w temat, przedstawia najpowszechniej
wystepujace choroby  pszenicy ozimej, takie jak maczniak prawdziwy zboz i traw

powodowany przez Blumeria graminis f. sp. tritici, rdzg¢ brunatng wywotywana przez
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Pucinia recondita f. sp. tritici i rdzg z6Mta, ktorej sprawcg jest Puccinia striformis f. sp tritici.
Informuje o aktualnie poznanych genach warunkujacych odpornos¢ na te patogeniczne
grzyby. Przedstawia rowniez jakie korzysci dla selekcji i tworzenia nowych odmian stanowi
wykorzystanie markeréw DNA i w ten sposob wprowadza czytelnika w zagadnienia bedace
przedmiotem rozprawy doktorskiej. Cel pracy postawiony jest jasno i wydzielono w nim
cztery cele szczegotowe, ktdre autorka konsekwentnie realizuje w rozprawie doktorskiej.

W kolejnym rozdziale Przeglad literatury Autorka przedstawia faktyczny stan badan
w zakresie zagadnien prowadzonych w pracy. Obszerny przeglad badan szeroko
udokumentowany jest cytowang literaturg i wskazuje na bardzo dobre rozpoznanie tematu i
duza wiedzg. Autorka dokonuje bogatego przegladu pismiennictwa i opisuje zagadnienia
zwigzane z pochodzeniem i znaczeniem pszenicy zwyczajnej, chorobami pszenicy
powodowanymi przez patogeniczne grzyby, wzbogacajac ten rozdziat autorskimi fotografiami
przedstawiajagcymi objawy porazenia lisci pszenicy przez badane w pracy grzyby
patogeniczne. Omawia rowniez hodowl¢ odporno$ciowa w ostatnich latach, zrodta i rodzaje
odpornosci, geny odpornosci na omawiane choroby. Zapoznaje czytelnika z znaczeniem
piramidyzacji genéw odpornosci w jednym genotypie. Kolejny podrozdziat Przegladu
Literatury dotyczy markeréw molekularnych (wykorzystywanych do badania zréznicowania
genetycznego odmian i materialéw hodowlanych), selekcj¢ z wykorzystaniem markerow
molekularnych-MAS, markery molekularne dla genow odpornosci na patogeniczne grzyby.
Omawia rowniez nowoczesne technologie w hodowli roslin.

Podzielenie Przegladu literatury na rozdziaty i podrozdziaty jest zasadne przy tak bogatej
literaturze i sprawia, Ze rozdziat ten jest bardzo przejrzysty.

Rozdzial Material Ros$linny opracowany zostat wilasciwie i bardzo czytelnie.
Charakterystyka materiatu do badan zostata zamieszczona w tabelach. Materiatem do badan
byly polskie odmiany jako$ciowe o duzej wartosci gospodarczej i wysokim potencjale
plonotworczym: Tonacja, Rywalka, Torpeda i Wydma - podatne na porazenie przez grzyby
patogeniczne, oraz dwie odmiany niemieckie: Tobak z genami Pm2 i Pm3a i odmiana Lear z
genami: Pm2, Pm4b, Pm6. Odmiany niemieckie stanowity zrédio odpornosci na grzyby
patogeniczne: Blumeria graminis f. sp. tritici, Pucinia recondita f. sp. tritici i Puccinia
striformis f. sp. tritici. Do badan wiaczono odmiang¢ Torpeda o duzej warto$ci gospodarczej i
odpornej na porazenie przez grzyby patogeniczne.

Z wykorzystaniem wymienionych odmian wykonano w latach 2012, 2013 i 2014 szereg
przekrzyzowan. Materiat roslinny do badan molekularnych stanowity odmiany referencyjne

otrzymane z Bankéw Gendw, posiadajgce znane geny odpornosci na Blumeria graminis f.
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sp. tritici oraz Pucinia recondita f. sp. tritici i Puccinia striformis f. sp tritici. Postuzyty one
jako wzorce w analizach molekularnych do oceny prawidtowosci przeprowadzonych reakcji
PCR dla marker6w molekularnych.

Podobnie rozdziat Metodyka zredagowany jest rowniez bardzo jasno i zrozumiale.
Realizujac zatozenia pracy przeprowadzono doswiadczenia polowe i analizy molekularne.
Sposob  zatozenia do$wiadczen polowych przedstawiono na rycinach, opisano
przeprowadzone zabiegi uprawowo-pielggnacyjne. Przedstawiono oceng stopnia porazenia w
warunkach naturalnych badanych genotypdw pszenicy ozimej przez badane w pracy grzyby
patogeniczne, stosujac metodyke przyjeta przez Centralny Osrodek Badan Odmian Roslin
Uprawnych. Autorka badata rozkfad zmiennosci porazenia pszenicy przez grzyby
patogeniczne: Blumeria graminis f. sp. tritici, Pucinia recondita f. sp tritici i Puccinia
striformis f. sp. tritici w warunkach polowych, naturalnych dla badanych genotypow pszenicy
ozimej. Uzupetnieniem badan byloby przeprowadzenie testow inokulacyjnych badanych
genotypOw pszenicy ozimej z wykorzystaniem szczepOw Puccinia recondita f. sp. tritici i
Puccinia striformis f. sp. tritici w kontrolowanych, optymalnych warunkach dla rozwoju
patogenow. Srodowisko naturalne moglo generowaé kilka zmiennych majacych wplyw na
ekspresje genow.

Grzyb patogeniczny Blumeria graminis f. sp. tritici poraza pszenice kazdego roku, co
wynika z duzych zdolnosci adaptacyjnych patogena do zmiennych warunkéw pogodowych,
szczegoOlnie do warunkdéw wilgotnosciowych, co potwierdzaja wyniki recenzowanej pracy, w
ktérej wykazano, ze roznice w stopniu odpornosci badanych genotypéw wystgpowaty tylko
pomiedzy poszczegdlnymi kombinacjami krzyzowania. Natomiast grzyb Puccinia recondita
f. sp. tritici nie wykazuje tak duzej tolerancji na warunki pogodowe. Zakazaniu roslin przez
grzyb Puccinia recondita f. sp. tritici sprzyja tagodna zima i jesien, wysoka wilgotnos¢
powietrza oraz temperatura od 10 do 20° Celsjusza. Badania prowadzone w prezentowane;j
pracy wykazaly, ze ro6znice w stopniu poraZenia genotypdw pszenicy w poszczego6lnych
lokalizacjach wynikaly ze zmiennych warunkéw pogodowych w poszczegolnych latach.
Jezeli w 2014 roku w miejscowosci Dion nie bylo warunkéw sprzyjajacych rozwojowi
grzyba, to nie obserwowano na roslinach objawow rdzy brunatnej. Podobnie Puccinia
striformis f. sp. tritici charakteryzuje si¢ najwigkszymi wymaganiami wilgotnosciowymi oraz
najwiecksza wrazliwoscig na wahania temperatury. Lagodna zima, chtodne i wilgotne lato
sprzyja rozwojowi grzyba. Dlatego dla tych grzybéw z rodzaju Puccinia zalecane jest rowniez

przeprowadzenie testow inoklulacyjnych w kontrolowanych warunkach, optymalnych dla



rozwoju grzyba dla okreslenia ekspresji genow zwigzanych z odpornoscia na patogeniczne
grzyby.

W recenzowanej pracy badano roéwniez cechy morfologiczne i elementy struktury
plonu. Wyniki otrzymane z przeprowadzonych obserwacji polowych poddano analizie
statystycznej dla wykazania powigzan i wspotzaleznosci pomigdzy analizowanymi cechami.

Przedstawiono szczegétowo analizy molekularne: metodyke identyfikacji markerow
molekularnych, metodyke genotypowania, metodg sekwencjonowania DArTseq, mapowania
asocjacyjnego z wykorzystaniem analizy GWAS i analiz¢ BLAST zidentyfikowanych
sekwencji SilicoDArT i SNP.

Rozdzial Wyniki zawarty jest na 78 stronach. Wyniki przedstawiono na czytelnych

wykresach (22), w tabelach ( 18) i na 25 fotografiach. Rozdziat ten jest bardzo przejrzysty.
Autorka przedstawia dane dotyczace warunkéw meteorologicznych, w czasie trzyletnich
badan prowadzonych w dwoch lokalizacjach, co jest bardzo wazne i wskazane jezeli
prowadzono badania dotyczace choréb roslin wywotywanych przez grzyby patogeniczne.
Dane z trzech lat i dwoch lokalizacji dotyczace temperatury i wilgotnosci zamieszczono na
czytelnych wykresach. Autorka przedstawita charakterystyk¢ genotypéw rodzicielskich i
roélin pochodzacych z kolejnych pokolen (oceng porazenia przez patogeniczne grzyby,
charakterystyke cech morfologicznych i cech komponentéw plonu). Wykonano badania
molekularne zwigzane z identyfikacja gendéw warunkujgcych odpornos¢ na maczniaka
prawdziwego zboz i traw (Pm), rdze brunatng (Lr) z wykorzystaniem specyficznych
markeréw molekularnych sprze¢zonych z genami Pm2, Pm3a, Pm4b, Pm6 oraz Lr 11, L313,
Lr 16 i Lr19). Do analiz wykorzystano technologi¢ DArTseq do poszukiwania markerow
warunkujacych odpornos¢ na rdzg zo6itg (¥r).
Przedstawiono rowniez wyniki genotypowania z wykorzystaniem metody DArTseq i
mapowania asocjacyjnego. Wszystkie wyniki autorka zamiescita w tabelach oraz na
fotografiach. Mimo licznych wynikéw badan zaprezentowanych w pracy, sa one
przedstawione bardzo jasno i zrozumiale.

W rozdziale Dyskusja zawartym na 34 stronach Autorka omawia uzyskane wyniki
z wykorzystaniem wilasciwie dobranych pozycji piSmiennictwa polskiego i zagranicznego.
Ten rozdziat $wiadczy o dobrym przygotowaniu Autorki do prowadzonych badan.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan Autorka zamiescita w rozprawie 8
syntetycznie sformutowanych wnioskoéw. Jako najbardziej cenne uwazam wnioski | 1 2

zwiazane z funkcjonalnymi markerami do identyfikacji genow Pm2, Pm3a, Pm4b i Pm6 i Lr



11, Lr 13, Lr 16, Lr 19. Te markery moga stanowi¢ skuteczne narzgdzie do selekcji roslin w
hodowli nowych odmian z wykorzystaniem markeréw molekularnych.

Dysertacj¢ zamyka rozdzial Literatura. W monografii zacytowano 313 pozycji
literaturowych, gdzie okoto 74% cytowanej literatury stanowig publikacje autorow
zagranicznych, a 140 prac publikowanych jest w ostatnim dziesiecioleciu. Swiadczy to o

dobrej znajomosci piSmiennictwa i prawidtowym dobraniu do tematyki i celow rozprawy.

Uwagi:
Z obowiazku recenzenta musz¢ wspomniec¢ o kilku niedociggnigciach, ktorych nie ustrzegla
si¢ Autorka przestanej do recenzji rozprawy doktorskiej. Moje uwagi dotycza terminologii i
redakcji:

1. Autorka w kilku miejscach w rozdziale Przeglad Literatury i Dyskusja (str. 45, 141,
143) np. strona 144 pisze: .., Porazenie roslin pszenicy ozimej rdzg brunatng byfo
bardziej zréznicowane w porownaniu do porazenia przez maczniaka prawdziwego
traw i zboz”.. Rosliny nie porazaja si¢ rdza czy maczniakiem prawdziwym zbdz i
traw. Roéling poraza patogen np. Blumeria graminis f. sp tritici, Pucinia recondita f.
sp tritici czy Puccinia striformis f. sp tritici. W wyniku porazenia wystepuja na
ro$linie objawy chorobowe: rdza brunatna, mgczniak prawdziwy zboz i traw, czy rdza

zoMta.

2. Brak w spisie literatury kilku cytowanych w teksécie pozycji:
Castro i in. 2003, Wiersma i in. 2017, Williams i in. 1990, Blanco i in. 2008,
Mccartney i in. 2005, Wang i in. 2008, Somers i in. 2004, Smiatowski i in. 2006,

3. Uwaga dotyczy tytulow tabel i wykresow oraz fotografii prezentowanych w

rozprawie. Tytuty rozdziatow, podrozdzialow, podpisy pod rysunkami, tytuty tabel nie

powinny konczyc¢ si¢ kropka.

Podsumowanie
Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska jest opracowaniem bardzo wartosciowym.
Autorka zrealizowata postawione cele. Forma opracowania rozprawy doktorskiej Swiadczy o

dobrym opanowaniu przez Autork¢ warsztatu badawczego. Drobne uchybienia w pracy nie



umniejszajag wysokiej wartosci recenzowanej pracy i mogg by¢ usunigte przed oddaniem

pracy do druku.

Whiosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny
Gryni pt.: “Identyfikacja funkcjonalnych markeréw molekularnych dla gendéw
odpornosci na wybrane choroby grzybowe pszenicy ozimej (Triticum aestivum L.) oraz
ocena ekspresji cechy w zalezno$ci od genotypu rosliny” spetnia ustawowe wymagania
stawiane pracom doktorskim z dziedziny nauk rolniczych w dyscyplinie Rolnictwo i
Ogrodnictwo zgodnie z ustawa z dnia 18 marca 2011 o zmianie ustawy — Prawo o
szkolnictwie wyzszym, ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule naukowym w zakresie sztuki oraz o zmianie niektorych innych ustaw (Dz. U. 2011 nr
84,poz 455) z pdin. zm. oraz Rozporzadzeniem MNiSW z dnia 20 wrzesnia 2018 roku
(Dz.U. z 2018 r. poz.1818). Calos¢ pracy oceniam pozytywnie i bardzo wysoko. Autorka
wykazata si¢ duzg wiedzg, dobrg znajomoscig literatury i metod badawczych oraz
starannos$cia i poprawno$cia interpretacji wynikow. Wnosz¢ wigc do Rady Naukowej
Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o przyjecie

rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Joanny Gryni do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie biorgc pod uwage wysoki poziom merytoryczny pracy, duze walory poznawcze,

oryginalno$¢ zastosowanych narz¢dzi badawczych oraz mozliwo$¢ wykorzystania w hodowli

tworczej sktadam wniosek o wyrdznienie rozprawy.

Prof. dr hab. Halina Wisniewska

............................................................

Poznan, dnia 13 pazdziernika 2020 r.



