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Recenzja

Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Bartosza Nowaka pt. ,,Wielowymiarowa
analiza molekularnych mechanizmoéw zwiazanych z plonowaniem kukurydzy
zwyczajnej Zea mays” wykonanej w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu

Przyrodniczego w Poznaniu, pod kierunkiem Prof. UPP dr hab. Agnieszki Tomkowiak.

Recenzje wykonano na zlecenie prof. dr hab. Andrzeja Blecharczyka -
Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu w oparciu o pismo RNDRIO-14/4000/2024 z dnia 15.04.2024.
Pismo to zawierato informacj¢ o powolaniu mojej osoby na recenzentke rozprawy doktorskiej
Pana mgr inz. Bartosza Nowaka. Przewod zostat wszczety w dziedzinie nauk rolniczych, w

dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

Praca zostala zaprezentowana w formie cyklu czterech publikacji z opisem liczaca 147
stron. Prace opublikowane zostaly w recenzowanych czasopismach w latach 2022-2023. Opis
cyklu publikacji zawiera niezbedne elementy formalne jak wykaz publikacji, spis tresci oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Wykorzystane w pracy cztery publikacje osiagnety
sumaryczng punktacje MNiSW 380 punktow i taczny wspotczynnik wptywu Impact Factor wg
Journal of Citation Reports zgodnie z rokiem opublikowania 12,6. Na cyk publikacji sktadaty

sig:

1. Nowak B., Tomkowiak A., Bocianowski J., Sobiech A., Bobrowska R., Kowalczewski P.,
Bocianowska M., 2022. The Use of DArTseq Technology to Identify Markers Linked to Genes
Responsible for Seed Germination and Seed Vigor in Maize. Int. J. Mol. Sci.
https://d0i10.3390/ijms232314865. Punktacja MNiSW (2021): 140 IF (2021): 5,600

2. Tomkowiak A., Nowak B., Sobiech A., Bocianowski J., Wolko L., Spychata J., 2022. The
use of DArTseq technology to identify new SNP and SilicoDArT markers related to the yield-

related traits components in maize. Genes, vol. 13 (iss. 5), art. 848.
https://doi.org/10.3390/genes13050848. Punktacja wg MNiSW (2021): 100 IF (2021): 3,5
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3. Nowak B., 2023. Wykorzystanie metod biotechnologicznych w hodowli kukurydzy. Fragm.
Agron. 40(1) 2023, 25-32; doi: 10.26374/fa.2023.40.3. Punktacja MNiSW (2022): 40

4. Nowak B., Tomkowiak A., Sobiech A., Bocianowski J., Kowalczewski P. L., Spychata J.,
Jamruszka T.. 2024. ldentification and analysis of candidate genes associated with yield
structure traits and maize yield using next-generation sequencing technology. Genes vol. 15
(iss. 1), art. no. 56 ; https://doi.org/10.3390/genes15010056. Punktacja MNiSW (2023): 100 IF
(2023): 3,5

Recenzja przedtozonej pracy skupiata si¢ bedzie na przygotowanym przez doktoranta
opracowywaniu wyzej wymienionych publikacji i ich doborze w celu stworzenia spdjnej

tematycznie pracy doktorskiej.

Rozprawa doktorska magistra Nowaka miata na celu identyfikacj¢ nowych markeréw
molekularnych sprzezonych z genami kandydujgcymi, warunkujacymi plon ziarna, zdolno$¢
kietkowania ziarniakéw oraz wczesny wigor kukurydzy, wykorzystujac dane pochodzace z
sekwencjonowania nowej generacji. Wybrany do opracowania cel badawczy jest jednym z
najwazniejszych probleméw badawczych dla osiagnigcia postgpu hodowlanego gatunkéw
uprawnych. Wspotczesna hodowla kukurydzy, jako gatunku dynamicznie powigkszajacego
zajmowany areal uprawy, jest procesem w ktorym niezbedne jest wykorzystanie informacji o
genomie materialow wyjsciowych. Uzyskanie postgpu hodowlanego na odpowiednim
poziomie zapewnia wykorzystanie technik badawczych pozwalajacych na prowadzenie selekcji
niezaleznej od wplywow srodowiska zewnetrznego. Skuteczna i szybka selekcja materiatow
wyjsciowych, zwlaszcza w przypadku odmian heterozyjnych, jest kluczowa dla otrzymania
odmian o wysokim potencjale plonotworczym jak réwniez o wysokiej jakosci plonu.
Zastosowanie metod opartych na analizach genomu daje takie mozliwosci. Uzyskanie duzej
liczby markerow na odpowiednio dobranej populacji pozwala na identyfikacje¢ markeréw
molekularnych sprzezonych z genami warunkujagcymi najwazniejsze cechy fenotypowe.
Rozw¢j technik otrzymywania markeréw DNA opartych na technice sekwencjonowania nowej
generacji takich jak GBS czy DArTseq dostarcza bardzo duzej ilo$ci danych, ktérych poprawna
analiza pozwala ustali¢ regiony odpowiedzialne za cechy takie jak odporno$ci na patogeny czy

wysoko$¢ plonu Poszukiwanie markeréw do selekcji pod katem wybranych cech ma bardzo
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duze znaczenia dla przyspieszenia procesow hodowlanych ale nie mniejsze znaczenie ma
obecnie dobdér form rodzicielskich pod wzgledem zréznicowania genetycznego. Wobec
zawegzenia genetycznego materiatow wykorzystywanych w firmach hodowlanych niezbedne
jest okreslenie poziomu ich zrdéznicowania czy tez podobienstwa. Stworzenie zestawu
markeroOw pozwalajacych na okre$lenie przynaleznosci do grup heterotycznych i oceny
zréznicowania genetycznego form rodzicielskich sg czynnikami pozwalajacymi na uzyskanie

satysfakcjonujacego efektu heterozji.
Wobec powyzszego wybranie tej tematyki badan uwazam za wazne i uzasadnione.

Tytut rozprawy doktorskiej ,,Wielowymiarowa analiza molekularnych mechanizméw
zwigzanych z plonowaniem kukurydzy zwyczajnej Zea Mays” nie w pelni odpowiada
zakresowi prowadzonych a nastgpnie opisanych w dysertacji badan. W przedstawionej
dysertacji nie wynika ,,wielowymiarowos$¢” analiz wpisana w tytule. Poza analizag zmiennych
kanonicznych jako statystycznej metody wielowymiarowej nie ma tu w mojej opinii

wielowymiarowych analiz mechanizmow.

Autor podzielit opracowanie na 11 rozdzialéw: Streszczenie i stowa kluczowe,
Summary and Keywords, Wstep, Hipotezy badawcze i cel glowny i cele szczegdlowe rozprawy
doktorskiej, Material roslinny i metodyka badan, Wyniki, Podsumowanie, Wnioski, Spis
Literatury, Os$wiadczenia doktoranta oraz wspotautorow dotyczace ich wkladu w
przygotowanie opublikowanych artykutow naukowych oraz Artykuly naukowe wchodzace w
sktad zbioru. Struktura pracy jest poprawna chociaz poszczegolne nazwy rozdziatow(rozdz. 3

czy rozdz. 10) mogly by zosta¢ skrocone dla wigkszej przejrzystosci spisu tresci.

Streszczenie oraz Wstep syntetycznie wprowadzaja czytelnika w tematyke badan.
Opisane znaczenie gatunku Zea mays, areatu i dynamiki jego zmian w Polsce i na Swiecie
uzasadniajg waznos$¢ podjetych badan. Przedstawiony zostat rozwdj priorytetow w hodowli
kukurydzy jak réwniez konieczno$¢ stosowania metod biotechnologicznych z mocnym
naciskiem na metody analizy DNA. Doktorant przedstawil najwazniejsze metody
wykorzystywane do analiz DNA i mozliwosci zastosowania danych uzyskanych za ich pomocg

do mapowania asocjacyjnego calego genomu czy tez mapowania asocjacji genow
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kandydujacych. Podej$cia te umozliwiaja poznanie i1 analize architektury genetycznej
ztozonych cech. Opisany zostal rowniez stan wiedzy dotyczacy poszukiwania markerow
zwigzanych z genami zwigkszajacymi produktywnos¢ i lokalizowaniem loci determinujacych
wazne uzytkowo cechy ilosciowe. Autor opracowania zasygnalizowat rowniez inne przydatne
w pracy nad poznaniem gatunku metody takie jak takie jak selekcja genomowa i podstawowe
metody statystyczne do jej opracowania. Przy opisie ww metod wkradt si¢ blad odnos$nie nazwy
metody : BLUP (Best Linear Unbased Prediction) to Najlepsza a nie najblizsza liniowa
nieobcigzona predykcja. Przedstawione wprowadzenie do pracy w postaci trzech pierwszych
rozdziatow przygotowane zostato na podstawie dobrze dobranej najnowszej literatury i jest
wystarczajace dla zaprezentowania bieglo$ci poruszania si¢ w temacie. W trakcie
przygotowania nie udalo si¢ unikng¢ drobnych btedow takich jak: nie ujednolicenie
tlumaczenia stowa kukurydza, w streszCzeniu mamy maize w pracach corn czy

niekonsekwencja w stosowaniu skrotow ton/ha wymiennie z t/ha.

Rozdziat Hipotezy badawcze, cel gtéwny i cele szczegotowe rozprawy doktorskiej i
wyczerpujaco przedstawia zatozenia dysertacji. Hipotezy badawcze sa poprawne poza hipoteza
czwartg. Stwierdzenie, iz wykorzystanie najnowszych technik biologii molekularnej pozwoli
na ograniczenie czasu 1 kosztow wyhodowania nowych odmian kukurydzy jest nie mozliwe do
zweryfikowania na podstawie badan przedstawionych w pracy. Nie moze owe stwierdzenie
stanowi¢ hipotezy dysertacji. Sugerowalabym rowniez unikania odwotan do hipotezy w

stawianiu hipotez.

W czgéci Materiat roslinny i metody badan zawiera bardzo lakoniczny opis materiatow
hodowlanych uzytych w badaniach. Materiat stanowito tagcznie 329 genotypow kukurydzy z
dwoch spotek hodowlanych Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR oraz Matopolskiej
Hodowli Roslin Sp. z o. 0. Badane byty 250 linii wsobnych, 122 mieszance oraz 20 genotypdéw
referencyjnych dobrze i stabo plonujacych. Ostatnie sformutowanie nie jest w pracy wyjasnione
1 nasuwa szereg pytan o sposob wyboru form referencyjnych. Zamieszczenie szerszego i
bardziej szczegotowego opisu np. w formie tabelarycznej analizowanego materiatu utatwitoby

czytelnikowi odbior pracy.
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W podrozdziale Metodyka badan autor rozpoczyna od opisu fenotypowania przedstawionego
w poszczegdlnych publikacjach. W publikacji 1 ocenie poddawano zdolno$¢ i energig
kietkowania ziarniakow oraz test wigoru siewek w warunkach laboratoryjnych 1 w warunkach
polowych. W publikacjach 2 i 4 ocenie poddano: dlugos¢ kolby, $rednica kolby, dtugosc
rdzenia, $rednica rdzenia, liczba rzedow ziarna, liczba ziaren w rzedzie, masa tysigca ziaren
(MTZ) oraz plon. Dalsze podrozdzialy opisuja izolacje DNA przy uzyciu zestawow do izolacji,
Genotypowanie z wykorzystaniem technologii DArTseq; Analizy statystyczne i mapowanie
asocjacyjne ktore obejmowaty: wptyw interakcji linii oraz lokalizacji na zmienno$¢ badanych
cech, charakter rozktadu obserwowanych cech przeanalizowano za pomoca testu Shapiro-
Wilka, sprawdzono czy spetnione sg zatozenia wymagane do przeprowadzenia analizy
wariancji a nie jak napisano w pracy czy analiza wariancji spelnia zalozenia. Zastosowano
grupowanie linii metodg UPGMA. Zastosowano rowniez metody statystyczne takie jak analiza
zmiennych kanonicznych czy odleglo$ci Mahalanobisa. Wykonano mapowanie asocjacyjne z
wykorzystaniem analizy GWAS na podstawie wynikow opisanych wcze$niej fenotypowania 1
genotypowania. Kolejnym podrozdzial opisuje procedur¢ mapowania fizycznego, analizg
funkcjonalng sekwencji genow oraz projektowanie starterow dla zidentyfikowanych markeréw
sprzezonych ze zdolnos$cia kietkowania ziarniakdw, wigorem siewek i cechami struktury plonu
i plonem kukurydzy, zastosowang przy opracowaniu wynikow przedstawionych w
publikacjach 1,2 i 4. Ten fragment pracy zawiera zbyt duze rozdrobnienie na podrozdziaty,
tytuty podrozdziatow sg bardzo diugie 1 niepotrzebnie zostaly wyszczegolnione. Ostatnie dwa
podrozdziaty rozdziatu pigtego zawieraja opis identyfikacji wybranych markerow SilicoDArT
1 SNP sprzezonych z genami kandydujacymi, warunkujacymi plon kukurydzy wraz z jego
komponentami. Opis metodyki zawiera niescistosci 1 btedy takie jak: niepoprawne zapisy
jednostek: stopni Celsjusza, potozenia geograficznego, niejednorodny symbol dzielenia w
jednostkach czy podanie nazwy odczynnika firmy ktoéra nie istnieje od 2010, ktére moze

wprowadza¢ czytelnika w blad.

Rozdzial Wyniki jest najbardziej rozbudowana czgscig dysertacji. Zawiera opis uzyskanych w
poszczego6lnych publikacjach wynikéw w sposob klarowny i spojny i pozwala si¢ zorientowaé

w przeprowadzonych badaniach.
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Pierwszy akapit tego rozdziatu powinien jednak znalez¢ si¢ w rozdziale Metodyka poniewaz
zawieraj brakujacy opis zatozonych doswiadczen polowych a nie wyniki prac. Dalsza cze$¢
doktadnie i jasno przedstawia uzyskane podczas prac wyniki doswiadczen polowych, analiz
fenotypowych opisanych w publikacji 1, 2 i 4. Opisane wyniki genotypowania i mapowania
asocjacyjnego oraz projektowania starterow nie budzg zastrzezen. W publikacji 1 dzigki
zastosowaniu techniki NGS uzyskano ponad 81 tysiecy markeréw sposrdd ktorych koncowo
wybrano 20 najbardziej istotnych dla zdolno$ci kietkowania ziarniakéw 1 wigoru. Sposrod
wytypowanych 20 sze$¢ markeréw zlokalizowanych byto w genach. W publikacji drugiej ta
sama baz¢ wynikow NGS korelowano z cechami struktury plonu i z plonem 1 wybrano 16
markeréw do dalszych analiz. W publikacji 4 z uzyskanych 92 614 markeréw wybrano 20
zwigzanych z cechami takimi jak plon, masa ziarna z kolby, $rednica rdzenia, liczba rzedoéw
ziarniakoéw i liczba ziaren w rzedzie. Okres§lono lokalizacje 19 z 20 wytypowanych markerow
1 dla tych wybranych zostaty zaprojektowane przedstawione w pracy startery. Na podstawie
wynikéw stwierdzono dwa markery polimorficzne dla genotypoéw referencyjnych. Marker
286291  marker 29294, polozenie markerow na chromosomach sktania autora do
przeprowadzenia dalszych testow na osobnikach skrajnych. Po raz kolejny w pracy nie znamy

kryteriow doboru form referencyjnych.

Opis markerow powiazanych z analizowanymi cechami znajduje si¢ w tabelach. Ich tytuty
zostaty zmienione wzgledem oryginalnych tytutow tabel zawartych w publikacjach. W opisie
wynikow zachowane zostaty jednolite odno$niki do rysunkéw/figur co obniza czytelnos¢ pracy.
Blednie zostal réwniez podpisany elektroforogram, nie elektroferogram, oznaczony jako

Rycina 1, omytkowo zapewne wpisany zostat inny numer markera.

W publikacjach 2 1 4 przeprowadzono réwniez oszacowanie podobienstwa genetyCznego
pomiedzy analizowanymi 186 liniami w przypadku publikacji 2 1 188 genotypéw w publikacji
4. Analiza utworzonych dendrograméw pozwolita stwierdzi¢, iz linie pochodzace ze Smolic
wykazywaty do siebie wigksze podobienstwo niz do linii z MHR i odwrotnie (Publikacja 2)
oraz wyrazny podziat linii na dendrogramie z publikacji 4 na grupy powigzane z pochodzeniem

ze spotek hodowlanych.
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Przeprowadzona dyskusja wynikoéw publikacji 1, 2 i 4 w rozdziale Podsumowanie umozliwita
dostrzezenie rozwoju koncepcji badawczej u Autora. Wnioski wyciagnigte z kazdej poprzedniej
pracy pozwolity na udoskonalanie metodyki kolejnej. Swiadczy to o dojrzatosci naukowej
Doktoranta. Nasuwa si¢ pytanie czy publikacja 3 nie zaburza spojnosci tematycznej artykutow.
Publikacja 3 przez Doktoranta zostala wspomniane jeden raz we wstepie i jeden raz w
podsumowaniu i jej obecnos¢ w sktadzie publikacji do rozprawy niczego nie wnosi. Wykonane
1 opisane badania z publikacji 1,2 i 4 zawieraja spdjng koncepcje¢ i wysoki poziom naukowy.
Przedstawione w tych trzech pracach wyniki pozwolity na zrealizowanie celow wyznaczonych

dla tej rozprawy doktorskiej.

Catos¢ zaprezentowanych badan doprowadzita do wysnucia 10 wnioskow koncowych.
Stwierdzono m in. Zidentyfikowanie nowych markeréw molekularnych sprzezonych z genami
kandydujacymi, warunkujgcymi plon ziarna, zdolno$¢ kietkowania ziarniakow 1 wigor siewek.
Whioski dotycza rowniez mozliwosci wykorzystania praktycznego w hodowli wytypowanych
markerow do selekcji jak rowniez mozliwo$¢ wykorzystania markerow do podzialu na grupy

heterotyczne przy wyborze komponentow rodzicielskich do krzyzowan.
Rozprawa zawiera rowniez spis literatury, kopie publikacji oraz o§wiadczenia wspotautorow.

Wyszczegdlnione w recenzji niescisto$ci nie wptywaja na obnizenie warto$ci naukowej
pracy. W mojej opinii praca doktorska mgr inz. Bartosza Nowaka spetnia warunki stawiane
pracom doktorskim okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2021 r., poz. 478) 1 wnosz¢ do Rady Naukowe;j
Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o

dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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