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Recenzje wykonano na podstawie uchwaly Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo
i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu nr 1V/2/2024 z dnia 20 listopada 2024 r. w
oparciu o wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (tekst jednolity Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z pdz. zm.).

Podstawowe dane o Kandydatce

Pani mgr inz. Julia Spychata jest absolwentka Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
Tytul zawodowy magistra inzyniera uzyskata 25 czerwca 2020 r. na podstawie pracy pt. ,,Analiza
ekspresji genu Lr34 odpowiedzialnego za odpornos¢ typu ARP w odpowiedzi na porazenie przez
rdze brunatng”, ktéra wykonala pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Agnieszki Tomkowiak w Katedrze
Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. W roku 2020 Kandydatka
rozpoczela ksztalcenie w Szkole Doktorskiej Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu realizujac
badania pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Agnieszki Tomkowiak. Od 1 lipca 2024 r. jest zatrudniona
na stanowisku asystenta w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin- Panstwowy Instytut
Badawczy. Jest wspolautorem 12 publikacji o sumarycznym IF 34,059 i wartosci punktowej 1180.

Indeks Hirsch’a Doktorantki wynosi 5. Pani mgr inz. Julia Spychala nie ubiegata si¢ uprzednio o

nadanie stopnia doktora.
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przez rdze brunatng” zostala wykonana w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin na Wydziale
Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem
prof. UPP dr hab. Agnieszki Tomkowiak. Stanowi ona zbidr czterech, spdjnych tematycznie
artykuléw naukowych, opublikowanych w czasopismach przypisanych do dyscypliny rolnictwo i
ogrodnictwo. Prace naukowe, bedgce przedmiotem dysertacji tj.:

e Tomkowiak, A., R. Bobrowska, M. Kwiatek, J. Spychala, J. Kuczynski, A. Tyczewska, P.L.
Kowalczewski, D. Weigt and T. Kosiada. 2023. Analysis of miRNA expression associated
with gene Lr34 responsible for resistance mechanisms to wheat leaf rust. Pak. J. Bot., 55(1):

¢ Spychala J, Tomkowiak A, Noweiska A, Bobrowska R, Bocianowski J, Ksigzkiewicz M,
Sobiech A, Kwiatek MT. Expression Profiling of the Slow Rusting Resistance
Genes Lr34/Yri8 and Lr67/Yr46 in Common Wheat (Triticum aestivum L.) and Associated

miRNAs Patterns. Genes. 2023; 14(7):1376.

e Spychata J, Tomkowiak A, Noweiska A, Bobrowska R, Rychel-Bielska S, Bocianowski J, et
al. (2024) Expression patterns of candidate genes for the Lr46/Yr29 “slow rust” locus in
common wheat (Triticum aestivum L.) and associated miRNAs inform of the gene conferring
the Puccinia triticina resistance trait. PLoS ONE 19(9): 0309944,

e Spychala J, Tomkowiak A, Noweiska A, Bobrowska R, Bocianowski J, Sobiech A, Kwiatek
MT. Diversity of Expression Patterns of Lr34, Lr67, and Candidate Genes towards Lr46 with
Analysis of Associated miRNAs in Common Wheat Hybrids in Response to Puccinia
triticina Fungus. Current Issues in Molecular Biology. 2024; 46(6):5511-5529.

zostaly opublikowane w latach 2023-2024, w renomowanych czasopismach naukowych o zasiggu
miedzynarodowym, indeksowanych w bazie JCR (JournalCitationReports). W trzech pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem, w czwartej autorem korespondencyjnym. 7 os$wiadezei
wspolautoréw zamieszezonych w 12 rozdziale opracowania wynika, e Pani mgr inz. Julia Spychala
brala udzial w przeprowadzeniu badai, w tym zbieraniu danych, analizie i interpretacji wynikow,
formulowaniu wnioskéw oraz opracowaniu finalnych wersji manuskryptéw. Doktorantka nie
wykazala udzialu w planowaniu doswiadczen i budowaniu koncepeji prac, jednakze biorge pod
uwage pozycje pierwszego autora w trzech sposréd czterech prac, jej wiodacy udzial w ich
powstaniu jest niezaprzeczalny.

Artykuly naukowe wchodzace w sklad niniejszej rozprawy doktorskiej zostaly juz
zrecenzowane na etapie zatwierdzania publikacji przez redakcje czasopism, dlatego moja rola jako
recenzenta rozprawy sprowadza si¢ do oceny przygotowanego przez Doktorantke¢ autoreferatu od
strony formalnej, a tak2e oceny merytorycznej badan zawartych w rozprawie oraz ich spdjnosci.

Praca doktorska Pani mgr Julii Spychaly liczy 188 stron i jest uporzadkowana wedlug
typowego podziatu dla tego typu opracowarn. Zawiera takie elementy jak: /. Wykaz stosowanych 4
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skrotow, 2.Streszczenie, 3. Streszczenie w jezyku angielskim, 4. Wprowadzenie, 5. Hipoteza badawcza
i cel pracy, 6. Material i metody, 7. Wyniki, 8. Dyskusja, 9. Podsumowanie i wnioski,

10. Literatura, 11. Wykaz prac naukowych wchodzqcych w sktad rozprawy doktorskiej

12. Oswiadczenia wspdlautorow.

Wybor tematyki badan i ocena rozprawy doktorskiej

Ze wzgledu na konieczno$é stosowania wymogéw integrowanej ochrony roslin, metody
biologiczne, w tym te oparte o wykorzystanie genow odpornosci stajg si¢ coraz bardziej pozadane.
Jednakze, aby uzyskaé wysokie plony z utrzymaniem zdrowotnoéci upraw nalezy z duza
staranno$cia planowac strategie ochrony, w szczegblnosci wybér odpowiednich genow nadajgcych
dhugotrwalg i efektywng odpornosé. Z tego wzgledu uwazam, ze tematyka podjgta w rozprawie
doktorskiej jest bardzo aktualna i wazna, badania przeprowadzone przez mgr inz. Julie Spychal¢
wpisuja si¢ doskonale w rozwdj dyscypliny naukowe; rolnictwo i ogrodnictwo, jak réwniez majg
ogromne znaczenie, nie tylko poznawcze, ale rowniez aplikacyjne.

Streszczenie pracy IZeczOwo i WycCZerpujaco przedstawia tresci zawarte W rozprawie
doktorskiej. Autorka wskazuje na duze znaczenie wybranej tematyki badawczej, przedstawia cel
badan oraz metody, jakie wybrala do osiagnigcia tego celu. Nawiazuje réwniez do najwazniejszych
wnioskow ptynacych z przeprowadzonych badan.

Wprowadzenie jest rozdzialem o przejrzystej strukturze. Zostalo podzielone na podrozdzialy
dotyczace: a) produkcji, utrzymania zasobéw genetycznych i zlozonosci genomu pszenicy,
b) zagrozen w produkcji pszenicy, ze szczegolnym uwzglednieniem P. friticina, ¢) mechanizméw
odpornosci pszenicy i roli czastek miRNA w reakcji odpornosciowej. Rozdzial ten bardzo dobrze
wprowadza czytelnika w tematyke pracy. Autorka podkresla rolg pszenicy jako jednego z gtdwnych
gatunkéw zbdz bedacego podstawa gospodarki zywno$ciowej oraz jednego z gléwnych Zrédet
kalorii spozywanych przez ludzi na calym $wiecie. Nawigzuje réwniez do koniecznosci
intensyfikacji prac hodowlanych ukierunkowanych nie tylko na uzyskanie wysokich plonéw, ale
r6wniez na zwiekszenie odpornosci na stresy biotyczne i abiotyczne. Informacje zawarte we
wprowadzeniu podnosza réwniez wage zlozono$ci genomu pszenicy, co niejednokrotnie utrudnia
analizy genetyczne zwigzane Z identyfikacjg i charakterystyka genow warunkujgcych wazne cechy
uzytkowe tego gatunku. W dalszej czgsci rozdziatu Doktorantka plynnie przechodzi do wskazania
zagrozeh w produkcji pszenicy skupiajac si¢ na biotroficznym patogenie grzybowym jakim jest

P, triticina. Charakteryzuje gtéwne mechanizmy obronne roslin uruchamiane w wyniku infekcji
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patogenem, podkreslajac zlozono$

pszenicy odpornej na rdze stosuje si¢ dwie grupy

¢ tych mechanizméw. Jednoczesnie wskazuje, ze w hodowli
genow. Pierwsza grupa to geny glowne R, ktore
warunkuja odporos¢ specyficzna, przeciwko jednej rasie patogena, jednakze odporno$¢ ta moze by¢
genéw stanowia geny wykazujace

szybko przelamana przez ewoluujgce patogeny. Druga grupe
ie tej znajduja si¢ geny APR,

niespecyficzng odpornos¢ obejmujgca wiele ras patogenow. W grup

ale trwala odpornosé na patogeny. Do grupy tej zaliczane s3 geny Lr34,

ktére zapewniaja czgsciowa,
Lr46 oraz Lr67, na ktorych Doktorantka skupila si¢ W swojej pracy. Ponad
potencjalng rolg czasteczek miRNA w reakcji odpornosciowej roslin,
ia czesci swoich prac na poznanie powiaza pomigdzy wybranymi gena
o nich czasteczkami miRNA. Badania tego typu s3 bardzo istotne, poniewaz
ki na temat modulacji procesow odpornosciowych uruchamianych przez
patogena, a dokladna charakterystyka procesu regulacji ekspresji
efektywnego wykorzystania dostepnych zrodet odpornosci.

przedstawia hipotez¢ badawcza, ktora zaklada, ze analiza

to Autorka opisuje

rowniez co sklonilo ja do
ukierunkowan mi Lr a

komplementarnymi d
pozwalajg wycigga¢ wnios
rosliny w odpowiedzi na atak
gendéw moze przyczynic sig do bardziej

W kolejnym rozdziale Autorka

ekspresji wybranych genéw APR i powigzanych z nimi miRNA powoli na lepsze zrozumienie

mechanizmu odpornosci na P. triticina. Ponadto hipoteza zaklada, ze analiza ekspresji genow

kandydujacych w locus Lr46 pozwoli na wyselekcjono
w dziatania genow odpornosci wpisuje si¢ W

wanie potencjalnego genu odpowiedzialnego

za odpornos¢ na rdzg brunatna. Poznanie mechanizmé

aktualne trendy badan naukowych, a wykorzystanie coraz bardziej zaawansowanych narzedzi

badawczych pozwala dokladniej poznawa¢ te mechanizmy. Glownym celem prac podjetych przez

Doktorantke, jest zatem wieloplaszczyznowa analiza molekularnych mechanizméw odpornosci

pszenicy na P. triticina warunkowanych przez wybrane geny Lr. Cele posrednie to: 1. OkreSlenie

poziomu ekspresji genéw Lr34, Lr46 i Lr67 po inokulacji P. triticina, 2. Analiza poziomu ekspresji
czastek miRNA komplementarnych do sekwencji analizowanych genéw, 3. Proba identyfikacji genu

Lr46 sposrod genow kandydujacych opisanych w doniesieniach naukowych, 4. Poréwnanie

efektywnosci dziatania genow typu _slow rusf” u réznych odmian pszenicy zwyczajnej oraz

otrzymanych form mieszancowych.
W rozdziale Materiaf i metody, Autorka opisuje material badawczy, ktory stanowia wybrane

odmiany pszenicy zwyczajnej oraz mieszafce pokolen F1, F2 i BCIF1 odpornej odmiany Glenlea z
wybranymi polskimi odmianami. Na uwage zastuguje fakt analizy tak zréznicowanego materiatu
oraz fakt uzyskania duzej liczby mieszancow, gdyz proces krzyzowania jest pracochlonny i wymaga
duzego doswiadczenia. Material badawczy zostal przedstawiony w tabelach, w ktorych obok

nazw znajduja si¢ informacje dotyczace pochodzenia badanych odmian. Jednakze w opisie ,
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materialu badawczego brakuje informacji dotyczacych kryterium wyboru odmian do pierwszego
etapu badan. Autorka wskazuje, ze odmiana Glenlea posiada geny bedgce przedmiotem badan w
pracy doktorskiej, nic podaje natomiast informacji jakie geny posiadajg pozostale badane odmiany,
jakim poziomem odpornosci si¢ charakteryzujg i c¢zy odpornoéé¢ odmian byla analizowana za pomocg
markeréw molekularnych czy réwniez za pomocq testow fenotypowych. Z opisu materialu oraz z
opisu metod badawczych nic wynika jakie genotypy byly wykorzystywane w poszezegolnych
etapach badan. Dla lepszego zrozumienia toku badar i spbjnoécei dysertacji takie informacje powinny
by¢ uwzglednione w opisie materialu badawezego.

W opisie metod badawczych Autorka przedstawia wszystkie metody jakie wykorzystata w
swoich badaniach dzielac je na zadania zwigzane z przeprowadzeniem reakcji PCR majacych na celu
identyfikacj¢ analizowanych genéw w badanych genotypach, inokulacj¢ zarodnikami patogena,
analize ekspresji genow i analize ekspresji czastek miRNA. W ostatnim podrozdziale opisuje metody
statystyczne wykorzystane w pracy. Metody badawcze przedstawione w autoreferacie nalezaloby
uzupelnié o wskazanie markeréw molekularnych (ich nazw i autoréw) wykorzystanych do
identyfikacji wybranych genéw Lr. Ponadto tytut podrozdzialu 6.2.1.2 ,Identyfikacja markerow
molekularnych” wzbudza pewne watpliwosci, gdyz sugeruje, ze Doktorantka podjela probe
opracowania nowych markeréw do identyfikacji genéw. Moim zdaniem tytul tego podrozdziatu
Powinien brzmie¢ ,,identyfikacja wybranych genéw Lr w oparciu o markery molekulame”. Autorka
opisuje metodyke inokulacji badanego materiatu (odmian i mieszancow) zarodnikami P. friticina,
jednakze w opisie wynikéw nie podaje informacji dotyczacych poziomu odpornosci analizowanych
genotypéw w oparciu o obserwacj¢ porazenia. Zatem, czy testy fenotypowe byly wykonywane tylko
w celu wzbudzenia odpornosci roélin przed analizg ekspresji genéw czy réwniez do oceny poziomu
odpornoéci analizowanych form? Moim zdaniem zestawienie wynikéw obserwacji fenotypowych z
wynikami analizy molekularnej pozwoliloby na potwierdzenie efektywnosci dzialania wybranych
genow.

W rozdziale Wyniki Autorka oméwita wyniki opublikowane w pracach wchodzacych w sklad
rozprawy doktorskiej oraz wyniki analiz wykonane w pokoleniach F2 i BC1F1 mieszancéw. Wyniki
identyfikacji markeréw molekularnych sprz¢zonych z analizowanymi genami jasno wskazujg, ktére
mieszafice posiadajg te geny, Autorka wskazuje réwniez, na wyniki tych badan przeprowadzonych
dla analizowanych odmian, jednakze opis ,,marker zostal zidentyfikowany u wszystkich odmian
odpornych” nie daje jasnej odpowiedzi u ktérych odmian zostal on zidentyfikowany, gdyz takich
informacji zabraklo w opisic materialu badawczego. Dobrym rozwigzaniem bylaby A

przedstawienie tych wynikéw w tabeli. Bardzo dobrym uzupelnieniem wynikow na tym etapie S
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bada byloby wykonanie testow fenotypowych i wskazanie, ktore genotypy/geny warunkuja
efektywng odporno$é. Ponadto uwazam, Ze opis wynikow powinien by¢ ulozony nieco inaczej. Po
przedstawieniu wynikow analiz molekularnych odmian i mieszancéw Autorka opisuje wybor formy
donorowej genow odpornosci wykorzystanej w procesie krzyzowania, zatem opis ten powinien
znalez¢é si¢ przed opisem analizy mieszancow. W dalszej czgéci Doktorantka opisuje wyniki
dotyczace analizy ekspresji genéw. Bardzo waznym etapem tego typu analiz jest wybor stabilnych w
danym do$wiadczeniu genéw referencyjnych. Aktorka przedstawia metodyk¢ zwigzang z wyborem
genéw referencyjnych, jednakze nie opisuje wynikéw potwierdzajgcych stabilng ekspresj¢ tych
genéw w badanym materiale. Moim zdaniem, takie wyniki powinny by¢ przedstawione w dysertacji,
poniewaz stanowig podstawe do prawidlowej interpretacji pozioméw ekspresji analizowanych
genéw Lr. Doktorantka opisuje réwniez wyniki dotyczace projektowania starteréw do sekwencji
gendéw Lr34, Lr67 oraz genéw kandydujacych dla Lr46. Prawidlowe zaprojektowanie starterow i
analiza sekwencji amplikonéw pozwala na wybér jedynie tych starterow, ktére inicjujg amplifikacj¢
pozadanych produktéw. Dalsza cz¢§é wynikéw dotyczy analizy poziomu ekspresji genow
odpornosci u odmian referencyjnych oraz analizy ekspresji komplementarnych miRNA. Doktorantka
analizowata poziomy ekspresji wybranych genow w pigciu punktach czasowych, co pozwala na
dokladng analize¢ uruchamianych reakcji odpornosciowych roélin i umozliwig lepsza analizg
mechanizméw obronnych. Ponadto analiza miRNA komplementarnych do sekwencji analizowanych
genéw pozwolita na okreslenie ich potencjalnej roli w odpowiedzi pszenicy na infekcje P. triticina,
zwiazanej z modulacja odpowiedzi obronnej roslin.

Dodatkowo w autoreferacie pracy doktorskiej Autorka przedstawita wyniki dotyczace analizy
ekspresji wybranych, na podstawie wczesniejszych badan, genow odpornosci oraz czasteczek
miRNA komplementarnych do badanych genéw u mieszaricow pokolenia F2 oraz BC1F1. Dzigki
Zroznicowanemu zestawowi mieszancéw mozliwe bylo sprawdzenie, czy badane geny utrzymujg
swoje wzorce ekspresji. Podsumowanie tych wynikéw oraz przyrownanie ich do wynikéw
uzyskanych dla badanych odmian oraz mieszancow F1 pozwoliloby na wyciagnigcie wnioskéw o
stabilnoéci dzialania genow.

W kolejnym rozdziale Autorka przedstawia dyskusje uzyskanych wynikéw z wynikami
innych autoréw. Dyskusja napisana jest w poprawny sposob, pozwala odnies¢ wyniki Doktorantki do
innych, opublikowanych prac badawczych, jednakze w wielu miejscach Doktorantka zbyt
szczegbtowo wraca do opisu wynikéw wiasnych, co sprawia, ze dyskusja jest w duzym stopniu
powieleniem rozdziatu Wyniki.

W rozdziale dziewiatym Autorka podsumowata badania wykonane w ramach rozprawy i
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przedstawila 12 wnioskéw. Moim zdaniem wnioski powinny byé uporzadkowane zgodnie z

s

kolejnoscig prowadzenia badan np. wniosek 5 odnosi si¢ do pierwszej czgsci badan — do wyboru
formy donorowej genéw odpornosci. Whnioski 7 i 8 wskazuja na skuteczno$¢ starterow
zaprojektowanych do analiz ekspresji genow, podczas gdy wniosek 9 odnosi si¢ do wyboru genéw
referencyjnych, zas wnioski dotyczace analizy ekspresji genow opisane sg jako 1 - 4. Ponadto
brakuje wnioskéw odnoszacych si¢ do analizy mieszancow pokolen F2 i BCIF1 oraz ich
przyrownania do wynikéw opublikowanych w pracach P1-P4. Whioski plynace z przyréwnania
dodatkowo potwierdzalby spdjnosé wynikéw badai przedstawionych w dysertacji. Jasne powigzanie
migdzy badaniami a stwierdzeniami i wnioskami pomaga uniknaé nieporozumieni i blgdnych
interpretacji. Gdy te elementy s3 dobrze zintegrowane, czytelnik moze latwiej zrozumie¢, jak
badania prowadzily do okreslonych wnioskéw, co minimalizuje ryzyko blednej interpretacji.

Whioski przestawione w dysertacji odnosza si¢ do trzech sposréd czterech celow
szczegolowych przedstawionych w pracy. Przedstawiajac cele pracy Autorka wskazala, ze jednym z
nich jest poréwnanie efektywnosci dzialania gendw typu _slow rust” u réznych odmian pszenicy
zwyczajnej oraz u form mieszacowych. Opis prac prowadzacych do odciagnigcia tego celu oraz
wnioski dotyczace takie pordwnanie nie zostaly przedstawione w dysertacji. W zwigzku z tym,
bardzo prosz¢ Doktorantke o uzupelnienie tych informacji podczas publicznej obrony.

Ocenie poddatam rowniez jakos¢ strony edytorskiej oraz poprawnos¢ jezykowa dysertacji.
Praca zostala napisana z duza starannoscig, jednakze z obowiazku Recenzenta wynotowalam kilka
btednych sformulowan jakie pojawily si¢ w pracy:

e ,.patogeny powodujace rdzg ograniczaly uprawe pszenicy...” patogeny mogg ogranicza¢ ilos¢

i jakos¢ plonow

e Odmiana Harenda x Glenlea — powinno by¢ mieszaniec

o Gen Lr46-Glu2 ... amplifikowal fragment sekwencji - powinno by¢ np. startery
zaprojektowane dla genu inicjowaty amplifikacje...

e U genOw zaobserwowano wzrost ekspresji - powinno by¢ zaobserwowano wzrost ekspresji u
ro$lin posiadajacych dany gen

Pragne zaznaczy¢, iz wymienione przeze mnie W niniejszej recenzji uwagi oraz komentarze
majg charakter dyskusyjny i w zadnym stopniu nie obnizaja wartosci pracy, ktorg oceniam bardzo
wysoko.

Podsumowujac analize merytoryczng wynikéw badar zaprezentowanych w niniejsze;

rozprawie doktorskiej, stwierdzam, ze dostarczyly one nowych danych dotyczacych poznania
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mechanizméw dziatania genéw odpornosci typu APR na rdz¢ brunatng u pszenicy. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki maja istotne znaczenie dla lepszego zrozumienia mechanizmow odpornosci i
procesu ich regulacji. Ponadto wyniki badan przedstawionych przez Doktorantke wskazujg na
konieczno$é poglebiania wiedzy dotyczacej dzialania i regulacji genéw odpornosci, aby mozna je

bylo z wigksza efektywnoscig wykorzystywaé w programach hodowlanych.

Whniosek koncowy
Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa mgr Julii Spychaty pt.

.. Wieloptaszczyznowa analiza molekularnych mechanizméw odpornosci u pszenicy zwyczajnej w
odpowiedzi na porazenie przez rdz¢ brunatng” spelnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (tekst jednolity Dz.U. z 2023 r. poz. 742
z poz.zm.) stawiane rozprawom doktorskim, dlatego tez wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Julii

Spychaty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Syboo Qi

V /A
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