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Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Martyny Sobczyk pt.:
» Wystepowanie genow meskiej sterylno$ci w wybranych populacjach zyta ozimego oraz
poszukiwanie markeréw molekularnych sprz¢zonych z pobocznymi genami przywracajacymi

plodnosé w systemie CMS-C”

Praca doktorska, ktdérej dotyczy niniejsza recenzja, zostata wykonana w Katedrze Genetyki,
Hodowli i Biotechnologii Roslin, na Wydziale Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Promotorem pracy jest Pan
dr hab. inz. Stefan Stojatowski, prof. ZUT. Recenzj¢ pracy wykonano na podstawie uchwaly Rady
Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo ZUT z dnia 30 czerwca 2023 r., zawierajgcej informacje
o powolaniu mojej osoby na recenzenta rozprawy doktorskiej. Przedstawiona do recenzji praca
doktorska ma charakter monografii naukowej, co dopuszcza artykut art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r.
poz. 1789) i rozporzadzenie MNiSW z dnia 19 stycznia 2018 roku w sprawie szczegdtowego trybu
i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym

oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. z 2018 r. poz. 261).

Zjawisko cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci to narze¢dzie do efektywnej produkcji nasion
mieszancowych, ktére w odniesieniu do odmian konwencjonalnych, charakteryzujg si¢ znacznie
wyzszym plonem. Odmiany mieszancowe posiadaja zalety charakterystyczne dla efektu heterozji, ale
réwniez mozna doszukaé sie w tym przypadku wad, takich jak kontrola firm hodowlanych nad
materialem siewnym i zagrozenie dla bior6znorodnosci poprzez zawezanie genetyczne. Niniejsza
praca wpisuje si¢ w nurt badan nad alternatywami dla systemu CMS-P, ktore mogg przyczynic si¢ do
poszerzenia zmienno$ci genetycznej form mieszancowych zyta oraz pozwoli¢ formom
mieszancowym, opartych na innych systemach CMS konkurowa¢ na rynku z odmianami bazujagcymi
na cytoplazmie typu ,Pampa”. Do takich alternatywnych systemow wykorzystujgcych
cytoplazmatyczno-genowg meska sterylnos¢ u zyta jest cytoplazma C odkryta przez prof.

Lapinskiego, na Akademii Rolniczej w Szczecinie (obecnie Zachodniopomorski Uniwersytet



Technologiczny). Badania promotora pracy doktorskiej, prof. Stefana Stojalowskiego nad tym
systemem wykazaly, ze gléwny gen jadrowy przywracajacy plodnosé w cytoplazmie C jest
zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 4R. Oceniana praca doktorska Pani mgr inz.
Martyny Sobczyk jest kontynuacjg tego programu badawczego i wychodzi naprzeciw kwestii
poznania genéw dodatkowych (pobocznych), ktore u zyta z cytoplazmg CMS-C majg takze istotny

wplyw na ekspresje omawianej cechy.

Praca doktorska Pan mgr inz. Martyny Sobczyk zawiera 122 stron i jest uporzadkowana
wedlug powszechnie stosowanego ukladu w tego typu opracowaniach. Rozprawa sklada sie
z nastepujgcych rozdziatow: Wstep, Hipoteza badawcza, Przeglad literatury z podrozdziatami,
Materiat i metody z podrozdziatami, Wyniki z podrozdziatami, Dyskusja podzielona na podrozdzialy,
Podsumowania i wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Zatgczniki (protokoty, spisy

markerow) oraz Spisy rycin, tabel, literatury.

Rozdzial zatytulowany ,,Wstep” wprowadza czytelnika w zakres tematyki podjg¢tej w pracy
doktorskiej. W nim, w sposdb syntetyczny i jasny opisano zagadnienia, ktore sg celem dysertacji.
Nastepnie, w rozdziale Hipoteza badawcza, Autorka przedstawita glowne zalozenie swojej pracy
doktorskiej, mowigce o tym, iz w genomie zyta ozimego z cytoplazmg sterylizujgca C, oprocz
gldwnego genu przywracajgcego meskg ptodnos$é na chromosomie 4R, wystepuje jeden lub wiecej
pobocznych gendéw restorerowych. W dalszej kolejnosci, co uwazam za bardzo dobre, Autorka
przedstawia cele pracy oraz sposoby testowania swojej hipotezy a takze korzysci plynace z jej badan

dla hodowli.

W kolejnym rozdziale dotyczacym przeglagdu piSmiennictwa, Pani mgr Martyna Sobczyk
omoOwita filogeneze zyta a takze cechy morfologiczne i fizjologiczne tego gatunku, znaczenie
gospodarcze tego zboza a nastepnie przedstawita przeglad literatury dotyczacy gltéwnego aspektu
pracy, tj. cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u zyta w ujeciu genetyczno-hodowlanym. Szeroko
a zarazem syntetycznie 1 przejrzy$cie opisala systemy CMS charakterystyczne dla zyta
z uwzglednieniem tych, wykorzystywanych w hodowli, charakteryzujac przy tym podstawy
genetyczne i fizjologiczne tych systemow oraz wskazujgc ich wady i zalety. Wg mojej oceny
olbrzymig warto$¢ poznawczg ma podrozdzial dotyczacy hodowli odmian mieszancowych zyta
ozimego, gdzie Autorka zaprezentowata przekroj i histori¢ prac badawczych nad tym zagadnieniem
w odniesieniu do najnowszych wynikow badan oraz aktualnej sytuacji ekonomiczno-prawnej rynku

hodowlano-nasiennego. W ostatnim podrozdziale Autorka opisala techniki molekularne



wykorzystywane do poszukiwania loci i regionéw genomu warunkujgcych wazne cechy
z perspektywy hodowli zyta ozimego, a w szczego6lnosci opisata rodzaje markerdéw molekularnych
wykorzystanych na potrzeby zweryfikowania hipotezy badawczej swojej pracy. Podsumowujac,
wysoko oceniam przeglad literatury tematu zawarty w niniejszej pracy doktorskiej. Po lekturze tego
rozdziatu stwierdzam, ze Autorka posiada rozlegly wiedze genetyczno-hodowlang. Imponuje zakres

pozycji literaturowych, wykorzystany do opisu zagadniefi poruszonych w pracy.

W rozdziale ,,Materialy i metody” Pani mgr inz. Martyna Sobczyk scharakteryzowala materialy
oraz metody badawcze wykorzystane w trakcie prowadzonych badan. Imponujgcy jest zakres
i stopien zaawansowania materialtow hodowlanych uzytych w pracy. Na podkreslenie zastuguje fakt
wykorzystania unikatowych materialow w postaci zréznicowanych pod wzgledem meskiej plodnosci
linii wsobnych zyta ozimego posiadajacych cytoplazme typu P i C, wychodowanych w Katedrze
Genetyki i Hodowli Roslin Akademii Rolniczej w Szczecinie przez profesora Mirostawa
Lapinskiego, ktérych hodowla byta kontynuowana przez promotora niniejszej pracy, prof. Stefana
Stojatowskiego, co znalazlo takze kontynuacj¢ w ramach badan bedgcych przedmiotem tej pracy
doktorskiej. Za godny podkreslenia uwazam opis prac polowych wykonanych na cele otrzymania
mieszancéw z odmianami populacyjnymi oraz utworzenia populacji mapujgcej. Warto podkreslié, iz
prace nad wytworzeniem tego zestawu konkretnych genotypdéw i form wymagaly wysokich
kwalifikacji, umiejgtnosci, oraz olbrzymich naktadéw czasu pracy wielu ludzi. Uwazam, ze obecnie,
w dobie badan prowadzonych gtéwnie na roslinach lub odmianach modelowych, nalezy podkreslaé
wage i celowos¢ badan z uzyciem materialbw wyprowadzonych w ramach konkretnego celu
badawczego, ktory oprocz aspektow poznawczych charakteryzuje sie takze walorami aplikacyjnymi
i cechami wdrozeniowymi. Oprocz materiatow wlasnych, w badaniach zastosowano takze odmiany
populacyjne zyta ozimego (Dankowskie Diament, Bosmo, Amilo, Stanko, Vjatka, Hungarian Giant,
Landsorte K9538, Svalofs St 52404, St. Wageningen), ktore wykorzystano w celu przeprowadzenia
analiz molekularnych dotyczacych identyfikacji analizowanych typdw cytoplazm. W dalszej czesci
rozdziatu Doktorantka opisata dwie metody oceny ptodnosci opierajgce si¢ na obserwacji kwitngcych
ktosow i wzrokowej ocenie efektywnosci ich pylenia oraz na efektywnosci zawigzywania ziaren
w izolowanych klosach. W kolejnych podrozdziatach oraz zalgcznikach czytelnik otrzymuje
kompletna i przejrzysta informacj¢ na temat metod i technik molekularnych zastosowanych w pracy
ze szczegblowym opisem zastosowanych procedur i protokotéw. Do identyfikacji typu cytoplazmy
w badanym materiale roslinnym Autorka zastosowala markery typu SCAR, natomiast do poszukiwan
genow restorerowych zastosowata markery COS oraz DArT, do analizy ktérych wykorzystata szeroki

wachlarz metod statystycznych i bioinformatycznych. Opisane w tym rozdziale procedury



umozliwily realizacje postawionych celéw i nie budzg zastrzezen od strony metodycznej.

Wyniki badan opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej sa wg mnie bardzo wartosciowe
i istotnie poszerzaja wiedze na temat wystepowania cytoplazm sterylizujagcych w europejskich
populacjach zyta ozimego. Badania pozwolily okreslic wystepowanie jadrowych alleli
sterylnoéci/plodnosci w europejskich populacjach zyta ozimego. Ponadto, rezultaty badan pozwolity
okresli¢ lokalizacje chromosomowe pobocznych genéw jadrowych kontrolujacych przywracanie
meskiej plodnosci w cytoplazmie C. Bardzo wysoko oceniam sposéb zaplanowania badaf, ktére
podzielono na nastepujace po sobie etapy w ujeciu przyczynowo skutkowym. Prace rozpoczgto od
analiz typow cytoplazmy u czterech rodzimych odmiany populacyjnych oraz pigciu historycznych
populacji zyta ozimego, przy uzyciu markerow SCAR, w wyniku ktérych Autorka wykazata, ze
w odmianach historycznych zyta ozimego nie wystepowala cytoplazma sterylizujgca typu Pampa, za
to stwierdzono u nich obecno$é dwéch rodzajéow cytoplazm: normalnej i CMS-Vavilovii. Natomiast
w rodzimych odmianach populacyjnych zyta ozimego, obserwowano te same dwa rodzaje cytoplazm,
lecz w dwoch odmianach (Dankowskie Diament i Stanko) oraz dodatkowo stwierdzono obecnos¢
cytoplazmy Pampa. Istotnym spostrzezeniem jest fakt, iz w odmianie Dankowskie Diament
dominujgcg czes$¢ populacji stanowity rosliny z cytoplazmg CMS-P.

W dalszej czeséci prac przeprowadzono unikalne krzyzowania testowe z udziatlem linii mesko-
sterylnych 541C (z cytoplazmg C) i 541P (z cytoplazma Pampa) w celu oceny fenotypdéw uzyskanych
mieszancow. Co istotne, w przypadku mieszancéw z cytoplazma sterylizujaca C Autorka odnotowata
skuteczniejsze przywracanie plodnosci w poréwnaniu do mieszancéw z cytoplazmg CMS-P. Co
wiecej, w przypadku mieszancoéw z cytoplazmg Pampa, poszczegdlne populacje zyta wykazywaty
zroznicowang zdolnos$¢ do przywracania meskiej ptodnosei. Z aplikacyjnego punktu widzenia, duzg
wage maja wyniki dowodzace, ze odmiany Dankowskie Amber, Dankowskie Diament i Armand byty
skuteczniejsze w przywracaniu meskiej plodnosci w poréwnaniu do odmiany Horyzo oraz populacji
historycznych.

W kolejnym kroku mgr inz. Martyna Sobczyk podjeta trud identyfikacji genow pobocznych,
zaangazowanych w przywracanie meskiej plodnosci w mieszancach zyta z cytoplazmg typu C.
W tym celu wykorzystala populacje mapujacg [544C x Mot] BC1 oraz rosliny kolejnych pokolen,
ktére otrzymano poprzez krzyzowanie wsteczne i chow wsobny. Z populacji tej usunigto gen
restorerowy Rfcl (4R) poprzez selekcje wspierang markerami SCAR, zatem obserwowane czgsciowe
pylenie roslin w kolejnych pokoleniach musiato by¢ warunkowane jedynie przez poboczne geny
restorerowe. Nastepnie Doktorantka przeprowadzila analizy populacji mapujacej [544C x Mot]BCl,
wykorzystujac 271 markeréw typu COS i 3 markery SCAR co zaowocowato identyfikacjg



polimorficznego markera (¢892) na chromosomie 2R, ktory wykazywat korelacje z cecha ptodnosci.
Autorka wykonala takze analizy populacji mieszaficowych [544C x Mot]BC3F3 i [544C
X Mot]BC3F4 przy uzyciu technologii DarTseq oraz testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa,
ktore potwierdzity lokalizacje pobocznego genu restorerowego na chromosomie 2R — 106 markeréw
oraz wskazaly takze chromosom 5R — 122 markery istotnie statystycznie zwigzane z przywracaniem
meskiej plodnosci, przy czym Doktorantka podaje, ze efekt fenotypowy genu z chromosomu 2R jest
znaczgco wigkszy w poréwnaniu do genu z chromosomu 5R. Do najwazniejszych osiggnieé w tej
czgsei analiz zaliczam identyfikacje 15 markerow zmapowanych na chromosomie 2R, ktore
wykazaly najwiekszg przydatnos¢ do selekeji - genotypoéw dopelniajacych meska sterylnosc
w systemie CMS-C. Dziewig¢ z tych pietnastu markeréw to markery dominujace SilicoDArT, ktore
ze wzgledu na brak mozliwosci odroznienia homozygot ojcowskich od heterozygot nie sg przydatne
do selekcjonowania form przywracajacych meskg plodnosé. Natomiast pozostate 6 markerdw SNP
moze by¢ przydatne do identyfikowania genotypow restorerowych. Przy czym, co warte
podkreslenia, Autorka wskazuje, ze gen Rf¢2 z chromosomu 2R nie jest wystarczajacy do pelnego
przywrocenia meskiej ptodnosci, zatem dobre linie ojcowskie muszg posiada¢ zarowno gen glowny

- Rfcl i poboczny - Rfc2.

Rozprawe doktorskg konezy dobrze skonstruowana, podzielona na trzy podrozdziaty, obszerna
dyskusja, w ktorej mgr inz. Martyna Sobczyk pordwnata uzyskane wyniki badan wiasnych z dostepnag
w literaturze wiedzg i konkluzjami innych badaczy. Rozdzial ten zostal przygotowany bardzo
starannie. Zawiera on odniesienia do kolejnych etapow wykonanych prac badawczych. Bardzo cenne
sg informacje dotyczace historii ewolucji i dystrybucji cytotypow zyta ozimego na $wiecie. W dalszej
czgsei rozdziatu Autorka zauwaza, ze w objetych badaniami odmianach populacyjnych, czestosé
wystepowania genotypéw zdolnych do przywracania meskiej plodnoéci w mieszaficach z cytoplazma
Pampa byla wyraznie wigksza niz to odnotowano dla odmian o charakterze historycznym, co moze
mie¢ zwigzek z rosngca popularnoscia cytoplazmy Pampa w polskich odmianach populacyjnych.
W ostatniej czesci  dyskusji Doktorantka podaje przyklady ortologii pomiedzy genami
odpowiadajgcymi za przywrocenie ptodnoscei istotnych gospodarczo gatunkéw, ktére podobnie jak
zyto sg przedstawicielami plemienia 7rificeae tj. pszenicy i jeczmienia. Wielowymiarowej dyskusji
poddata takze wyniki badan nad identyfikacja gendw restorerowych w populacji mapujgcej, ktore
zakonczyly si¢ sukcesem w postaci zlokalizowania pobocznego genu restorerowego Rfc2 na
chromosomie 2R. Istotna wydaje sie by¢ konkluzja, iz wyniki analiz dotyczace zaledwie jednej
populacji mapujacej nie mogg zostaé uznane za uniwersalne dla wyjasnienia genetycznego podioza

meskiej plodnosci/sterylnosci w systemie cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci typu C, ale stanowig



one wazng podstawe, ktore kierunkujg przyszlte badania, majace na celu poznanie tego zjawiska.

Podsumowaniem rozprawy jest 6 wnioskow, ktore przedstawiono w rozdziale ,,Podsumowania
i wnioski”. Konkluzje sa sformulowane poprawnie i w mojej ocenie znajdujg potwierdzenie

w przedstawionej dokumentacji wynikow oraz w dyskusji na bazie literatury tematu.

W trakcie analizy i recenzji niniejszej rozprawy doktorskie] nasunely mi si¢ pewne przemyslenia
oraz pytania do Doktorantki, ktore przedstawiam ponizej:

1. W przegladzie literatury opisano podstawowy model dziatania systemu CMS, gdzie wyréznia
sic dwa rodzaje cytoplazm: niesterylizujaca ,,N” (normalna) i sterylizujgca ,,S”. Wedlug tego
modelu geny cytoplazmatyczne indukujgce meska sterylno$é wspoéldziatajg z parg genow
jadrowych Rf. Dominujace allele genu Rf umozliwiaja przywrocenie meskiej pltodnosé¢
u potomstwa zawierajacego cytoplazme sterylizujacg ,,S”. Natomiast w hipotezie pracy, ktéra
nastepnie zostata udowodniona, wykazano, ze istniejg geny poboczne, z czego jeden,
zlokalizowany na chromosomie 2R wykazal istotny efekt fenotypowy. Czy moglaby Pani
zademonstrowaé model dziatania tego systemu CMS uwzgledniajgcy wspdldziatanie genu
gléwnego wraz z genami pobocznymi?

2. Czy $rodowisko zewngtrzne (interakcja ze érodowiskiem) ma wplyw na poziom ekspresji
CMS-C?

3. Czy przewiduje Pani konwersje zidentyfikowanych markeréw na markery PCR, ktore bylyby
latwe do wykorzystania przez laboratoria diagnostyczne firm hodowlanych?

4. Czy planowane jest zwigkszenie liczby populacji mapujacych oraz liczbg pojedynkow
w obrebie kazdej populacji mapujgcej w celu wyjasnienia genetycznego podloza meskiej

plodnosci/sterylnosci w systemie cytoplazmatycznej meskiej sterylnosei C (CMS-C)?

Whiosek koncowy
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Martyny Sobezyk istotnie poszerza zakres
wiedzy na temat systemow genowo-cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u roélin. Z uznaniem
pragne podkresli¢ kompleksowe podejscie Doktorantki do badanego zagadnienia oraz jej rozlegla
wiedze i szeroki wachlarz umiejetnosci, ktory pozwolil na wielowymiarowg analiz¢ obranego

problemu badawczego. Do kluczowych osiggnigé niniejszej pracy doktorskiej zaliczam:

1. Utworzenie subpopulacji mieszancowej, ktora nie posiadata gtownego genu restorerowego
Rfe, wskutek jego usunigcia poprzez preselekcje komponentéw rodzicielskich przy uzyciu

markeréw SCAR. W konsekwencji, segregacje fenotypowe w kolejnych pokoleniach (rosliny
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meskosterylne i meskoptodne) wynikaly z dzialania pobocznych genéw restorerowych,
a uzyskany unikalny material roslinny mogt stuzy¢ jako populacja mapujaca do identyfikacji

tych genow.

2. Identyfikacja markera COS (c892) na chromosomie 2R, korelujacego z cecha meskiej

plodnosci.

3. Lokalizacja nieznanych wczesniej genow bioracych udzial w procesie przywracania meskiej
plodnosci zyta z cytoplazma C. Te geny mialy charakter poboczny, o stosunkowo niewielkim

wplywie fenotypowym i zostaly zmapowane na chromosomach 2R oraz 5R.

Uwazam, ze podjety temat badawczy jest bardzo aktualny i wpisuje sie w aktualny nurt badan
zwigzanych z poznaniem podstaw genetyczno-fizjologicznych systeméw genowo-cytoplazmatycznej
meskiej sterylnosci oraz poszukiwaniem alternatyw dla systemu CMS-Pampa w hodowli zyta.
Poprzez zastosowanie unikalnego materialu roslinnego, wytworzonego na cele rozwigzania
podjg¢tego tematu badawczego, a takze dzigki uzyciu wlasciwych, nowoczesnych i zréznicowanych
metod badawczych, cele niniejszej pracy doktorskiej zostaly zrealizowane a wyniki i wnioski

potwierdzajg postawiong hipoteze badawcza.

Praca doktorska mgr inz. Martyny Sobczyk pt.: ,,Wystgpowanie genéw meskiej sterylnosci
w wybranych populacjach zyta ozimego oraz poszukiwanie markeréw molekularnych sprzezonych
z pobocznymi genami przywracajacymi ptodno$é w systemie CMS-C” spelnia wszystkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim, dlatego przedkladam wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

o dopuszczenie do dalszych etapow postepowanie w sprawie nadania stopnia doktora.

Ze wzgledu na wage uzyskanych wynikéw, w szczegdlnoscei zlokalizowanie nieznanych
wezesniej genow biorgcych udziat w procesie przywracania meskiej ptodnosci zyta z cytoplazma C
oraz znaczenie podjetego tematu badawczego dla hodowli tego gatunku stawiam wniosek

0 wyro6znienie niniejszej rozprawy doktorskie;.

Radzikéw, dnia 16 sierpnia 2023 roku.

Vhd Frpia



