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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Noweiskiej,
pt. ,Analiza ekspresji gendw i analiza cytomolekularna form pszenicy (Triticum aestivum L.)
z introgresjg chromatyny gatunkéw pokrewnych warunkujacej odpornos¢ na rdze brunatna”

DANE O KANDYDATCE

Pani Aleksandra Noweiska ukoriczyta studia stacjonarne o profilu ogélnoakademickim na
kierunku biotechnologia, na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu, uzyskujac tytut
zawodowy magistra inzyniera 25 czerwca 2020 roku. W tym samym roku rozpoczeta ksztatcenie
w Szkole Doktorskiej UP w Poznaniu. Od 1 lipca 2024 roku pracuje jako asystent w Instytucie
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB.

Praca doktorska pt. ,Analiza ekspresji genéw i analiza cytomolekularna form pszenicy
(Triticum aestivum L.) z introgresjg chromatyny gatunkéw pokrewnych warunkujgcej odpornosé
na rdze brunatng” zostata wykonana na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu, w Katedrze
Genetyki i Hodowli Roslin pod kierunkiem prof. dr hab. Michata Kwiatka. Kandydatka nie
ubiegata sie uprzednio o nadanie stopnia doktora.

TEMATYKA | MATERIAL BADAWCZY

Przedmiot naukowych zainteresowan mgr inz. Aleksandry Noweiskiej stanowi jeden
z najwazniejszych gatunkow zbdz w Polsce i na Swiecie. Podjeta przez Doktorantke tematyka
dotyczgca gendw odpornosci pszenicy na rdze brunatng (ang. leaf rust, Lr) wpisuje sie w wazny
obszar badan nad reakcjami roslin na stresy biotyczne. Rdza brunatna powodowana przez
grzyb Puccinia triticina jest jedng z najgrozniejszych choréb pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.). Mimo, ze dotychczas zidentyfikowano juz kilkadziesigt genéw Lr to wieloletnie
badania nie wyczerpuja odpowiedzi na wszystkie pytania odnosnie podifoza genetycznego
i mechanizméw odpowiedzi na atak patogendéw. Szczegdiny problem w praktycznym
wykorzystaniu wynikéw badan nad odpornoscig stanowi zjawisko przetamywania odpornosci
przez patogeny, ktére ma miejsce co kilka lat.
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Naukowcy i hodowcy sg zgodni co do tego, ze najlepszg strategia ochrony pszenicy przed
patogenami grzybowymi jest hodowla odpornosciowa. Dzieki uprawie odmian odpornych
mozna zardwno ograniczy¢ stosowanie pestycydow jak i obnizy¢ koszty uprawy.

Najwazniejszym zrédtem gendw odpornosci na rdze brunatng pszenicy sg dzikie gatunki
pszenic oraz gatunki im pokrewne. Dlatego Doktorantka podjefa sie badan z wykorzystaniem
licznych izréznicowanych genotypdw pszenic i gatunkéw spokrewnionych (zyta, Thinopyrum
intermedium, Thinopyrum elongatum). Materiat roslinny zostat dobrany bardzo starannie,
odpowiednio do szczegétowych celdw badan, a duza jego cze$é zostata wytworzona przez
Doktorantke na drodze krzyzowan i samozapylen.

STRUKTURA PRACY, STRONA GRAFICZNA i JEZYKOWA

Rozprawa doktorska ma charakter mieszany. Podstawe doktoratu stanowig dwie
anglojezyczne publikacje, ktore ukazaty sie wrenomowanych czasopismach z przyznanym
wskaznikiem wptywu IF (tgcznie 5,6) i wysoka punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (facznie 240 punktéw). W obu artykutach pani Aleksandra Noweiska jest pierwsza
autorka (odpowiednio z trojga i pieciorga autoréw). Wedtug oswiadczen wspétautorow wktad
Doktorantki w obu przypadkach byt przewazajacy i znaczacy.

Dodatkowo wyniki kolejnych badan zostaty omdéwione w obszernym polskojezycznym
opracowaniu, przygotowanym na wzor monografii, podzielonym na typowe rozdziaty, to jest:
Wykaz skrétdéw, Streszczenie, Streszczenie w jezyku angielskim, Wprowadzenie, Hipoteza
badawcza i cel pracy badawczej, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski
(12 wnioskéw), Bibliografia (102 pozycje), Spis tabel oraz rycin (odpowiednio 29 i 15). Zatagczono
takze obie opublikowane prace wchodzgce w sktad zbioru oraz oswiadczenia autoréw.

Wykaz prac naukowych wchodzgcych w sktad cyklu publikacji rozprawy doktorskiej to:

e P1. Noweiska A., Bobrowska R., Kwiatek M.T. (2022) Structural Polymorphisms of Chromosome
3Am Containing Lr63 Leaf Rust Resistance Loci Reflect the Geographical Distribution of Triticum
monococcum L. and Related Diploid Wheats. Agriculture, 12, 966 (IF: 3,6; 100 punktow)

e P2. Noweiska A., Bobrowska R., Spychata J., Tomkowiak A., Kwiatek M.T. (2023) Multiplex PCR
assay for the simultaneous identification of race specific and non-specific leaf resistance genes in
wheat (Triticum aestivum L.). J Appl Genetics 64, 55-64 (IF: 2,0; 140 punktéw).

Doktorantka starannie zadbata o strone graficzng rozprawy. Publikacje i monografia
zostaty opatrzone licznymi rycinami, w wiekszosci dobrej jakosci. Drobna uwaga natury
edytorskiej dotyczy zbyt matych czcionek na niektérych rycinach (ryc. 10-13). Wyniki badan
zebrano w czytelnych tabelach. Spis skrétow zamieszczony na poczatku pracy stanowi
ufatwienie dla czytelnika, chociaz zabrakto w nim kilku oznaczen (np. hpi, Pt). W tekscie
pojawiato sie tez kilka skrétow, ktore nie zostaty wyjasnione (ABA, MelA, Pt).
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Doktorantka swobodnie postuguje sie naukowym jezykiem, zaréwno polskim jak
i angielskim, wykorzystujgc stosowne, specjalistyczne stownictwo. Praca napisana jest
poprawnie pod wzgledem stylistycznym i na ogdét nie zawiera btedow jezykowych, poza
drobnymi, cho¢ dos¢ licznymi btedami literowymi (np. P. triticinia zamiast P. triticina; multilpeks
zamiast multipleks itp.).

OCENA MERYTORYCZNA

Doktorantka wyznaczyfa jako gtdwny cel pracy piramidyzacje genéw odpornosci na rdze
brunatng (Lr19, Lr24, Lr26, Lr38 i Lr63) pochodzacych z pierwszo- i trzeciorzedowej puli
genowej, w podtozu genetycznym pszenicy. Sformutowata precyzyjnie dwie hipotezy, ktére
zaktadaty, ze ,piramidyzacja gendw odpornosci w pordwnaniu z odpornosciag warunkowang
przez jeden gen jest bardziej efektywna oraz istnieje zwigzek miedzy wielkoscig translokacji a jej
dziedziczeniem”. Autorka wyznaczyta pie¢ szczegétowych celdw, ktére zostaty dobrane
odpowiednio do weryfikacji nakreslonych hipotez.

Podjete badania majg duzg wartos¢ poznawczg, a jednoczesnie wykazujg aspekt
praktyczny. Doktorantce i zespotowi przyswiecat cel udoskonalenia programéw hodowlanych
pszenicy poprzez opracowanie metod diagnostyki oraz stworzenie odmian odpornych na rdze
brunatng. Jednym ze sposobdw poprawy odpornosci jest piramidyzacja, czyli tgczenie kilku
gendw w jednej roslinie. W niniejszej rozprawie doktorskiej, podjeto sie pirymidyzacji genéw
odpornosci: Lr19, Lr24, Lr26, Lr38 oraz Lr63 w dwdch odmianach pszenicy jarej, co uwazam za
stuszng i przemyslang strategie.

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono szerokie spektrum analiz molekularnych
i cytologicznych. Wszystkie prace badawcze charakteryzowat wysoki poziom zaawansowania.
Wykonane analizy dowodzg opanowania przez Kandydatke specjalistycznego izarazem
trudnego warsztatu badawczego.

Doktorantka dokonata doboru metod adekwatnie do realizacji wyznaczonego celu.
Zakres i poziom wykonanych analiz molekularnych zastuguje na pochwate. Optymalizacja
multipleksowego PCR jest trudng i Zzmudng procedurg, wymagajgcg wielokrotnych powtdrzen
i modyfikacji przeprowadzanych reakcji. Wymagato to od Doktorantki zdolnosci analitycznych
i duzej cierpliwosci. W literaturze naukowej mozna znalez¢ niewiele publikacji omawiajgcych
proces opracowywania protokofu multipleksowego PCR. Molekularne analizy z zastosowaniem
RT-qPCR takze nie nalezg do najtatwiejszych i wymagajg znacznego doswiadczenia,
nieporownywalnego z tym, wystarczajgcym przy standardowym PCR.

Poziom badan zostat dodatkowo podwyzszony dzieki zastosowaniu w pracy metod
cytogenetycznych. Autorka wykazata sie praktyczng znajomoscig techniki genomowej
hybrydyzacji in situ (GISH), wraz z przygotowaniem preparatow, znakowanych sond i blokera, co
jest rzadkg umiejetnoscia wsrdd genetykdw. Konieczna byta takze analiza mikroskopowa
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z uzyciem mikroskopu konfokalnego i fluorescencyjnego oraz komputerowe opracowanie
wynikéw w Adobe Photoshop.

Niebagatelne znaczenie dla jakosci badan miata takze umiejetnos¢ prowadzenia prac
natury hodowlanej, takich jak samozapylenia i krzyzowania odpowiednio dobranych
komponentéw rodzicielskich, poprzedzone kastracjg ktoséw. W przebiegu prac badawczych
konieczna byta takze inokulacja materiatu roslinnego zarodnikami grzyba P. triticina i ocena
wizualna stopnia porazenia roslin przez patogen.

Dzieki potgczeniu wszystkich tych zréznicowanych metod badawczych Autorce udato sie
zrealizowac szczegdétowe cele, wyznaczone w ramach doktoratu.

OMOWIENIE WYNIKOW

W ramach opublikowanej pracy P1 skupiono sie na analizie genu Lr63, zlokalizowanego
na krotkim ramieniu chromosomu 3Am—3AmS. Przebadano réznorodnos¢ genetyczng réznych
gatunkdéw pszenic na poziomie cytologicznym i molekularnym. Przeanalizowano zmiennos$¢
alleli w locus Lr63, z uzyciem markerow Xbarc321 oraz Xbarc57, réwnolegle z analizg
cytogenetyczng (FISH). Wyniki prac wykazaty, ze oba markery mogg by¢ wykorzystywane do
identyfikacji genu Lr63, aich obecnos¢ wigze sie z kierunkiem udamawiania pszenicy oraz
polimorfizmem wewnatrz- i miedzygatunkowym.

Efektem prac opisanych w publikacji P2 byto opracowanie zestawdéw réznych kombinacji
markerédw i protokotdw multipleksowego PCR dla gtdwnych gendw odpornosci na rdze
brunatng (Lr19, Lr24, Lr26 i Lr38) oraz genu Lr63, ktére mogg zosta¢ wykorzystane w procesie
selekcji wspomaganej markerami (MAS). Zoptymalizowane reakcje multipleks PCR stuzyty
jednoczesnej analizie od dwdch do czterech markeréw molekularnych sprzezonych z genami
odpornosci.

Dodatkowo Doktorantka dokonatfa identyfikacji obcych segmentéw chromatyny przy
uzyciu metody GISH i przeprowadzita analize krétkiego ramienia chromosomu 3A diploidalnych
gatunkéw pszenic. Jednoczesna identyfikacja obcych segmentéw chromatyny umozliwita
Sledzenie wielkosci dziedziczonych fragmentdow. Badania pozwolity na potwierdzenie hipotezy,
ze im wieksza translokacja tym czesciej dochodzi do eliminacji fragmentdw pochodzacych
z obcych gatunkow. Analiza polimorfizmow krétkiego ramienia chromosomu 3A pszenic
diploidalnych data podstawe do wnioskowania, ze spowodowane s3 one rozproszeniem
geograficznym i adaptacjg do lokalnych warunkéw srodowiska.

Niewatpliwym wyzwaniem podjetym w ramach pracy doktorskiej byto wykonanie
licznych krzyzowan i analiza kolejnych pokolen mieszancow pod wzgledem obecnosci réznych
gendw Lr oraz zaleznosci miedzy zestawem tych genéw a poziomem zakazenia roslin przez
inokulaty P. triticinia. Dzieki uzyskanej piramidyzacji gendéw Lr, mozliwe byto wykazanie jej
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wptywu na infekcje patogenem i wskazanie kombinacji gendw najkorzystniejszych dla
podwyzszenia odpornosci roslin (byty to geny gtéwne, zwtaszcza Lr24 i Lr26).

Waznym aspektem pracy byta analiza gendéw kodujacych biatka PR, ktdére podczas
interakcji gen - patogen rozpoznajg czagsteczki efektorowe i zwiekszajg swojg ekspresje,
uczestniczagc w mechanizmie obronnym roslin. Doktadne zrozumienie specyficznej reakcji
gendw Lr pszenicy w odpowiedzi na patogen wymaga poznania poziomdéw ekspresji catej sieci
genow uaktywnianych w warunkach stresu.

Ta cze$¢ pracy obejmowata analize ekspresji czterech gendéw w 21 wybranych
genotypach, w szesciu punktach czasowych. Imponujaca liczba kombinacji przy tak duzej liczbie
czynnikéw byta znaczagcym wyzwaniem pod wzgledem wykonania analiz laboratoryjnych a takze
pod katem opracowania wynikow. Doktorantka poradzita sobie z tym zadaniem z dobrym
rezultatem.

Autorka wykazata, ze poziom ekspresji gendéw kodujgcych biatka PR po infekcji
patogenem P. triticina rézni sie w zaleznosci od genotypu iliczby gendw R w roslinach.
Najwyzsze poziomy ekspresji gendw PR2, PRA2, PR5 i PR9 obserwowano w széstej godzinie po
infekcji, co pozwolito zakwalifikowac¢ je do grupy gendéw zwigzanych sg z szybka reakcjg
odpornosciowg na patogen.

Interesujaca obserwacja byto to, ze u roslin z piramidyzacja gendéw Lr geny PR2 i PR9
wykazaty wyzszy -, podczas gdy gen PR5 nizszy poziom ekspresji. Wahania poziomu ekspresji
genu PRA2 i réznice miedzy liniami z genami Lr sugerujg, ze odpornosé roslinna jest regulowana
przez rozne szlaki sygnatowe i geny zwigzane z obrong. Wyniki badan nad genami PR nie tylko
pozwolity na sformutowanie ciekawych spostrzezen ale takze wskazaty Doktorantce mozliwy
kierunek dalszych badan dotyczgcych reakcji odpornosciowej zwigzanej z oddziatywaniem
gendw kodujgcych biatka PR z genami gtéwnymi odpornosci na rdze brunatna.

UWAGI DO PRACY

W rozdziale Wprowadzenie znajduje sie opis dotyczacy zagrozen w uprawie pszenicy
(str. 13). Zastosowano interesujgce zobrazowanie strat w plonach w przeliczeniu na liczbe
bochenkéw chleba i ilos¢ energii zuzywanej przez gospodarstwa domowe. W tym samym
podrozdziale znajduje sie zdanie, w ktérym pojawit sie btgd w opisie procentowego udziatu
poszczegblnych chordb: ,Cztery gfédwne choroby: rdza brunatna, fuzarioza kfosow zbdz,
septorioza paskowana lisci pszenicy, rdza zéfta - odpowiadajq za ponad potowe strat, za ponad
90% odpowiada reszta chorob i szkodnikow.”

W czesci metodycznej dotyczacej wyprowadzania mieszaincow (str. 31) znalazt sie btad
o charakterze ,skrotu myslowego”: ,,Uzyskane formy mieszaricowe F1 w latach 2022 oraz 2023
poddano samozapyleniu otrzymujgc formy F, oraz F3”. Samozapyleniu poddano pokolenie F1
i F2, otrzymujac odpowiednio formy F, oraz Fs. Podobnej natury btgd pojawit sie w zdaniu
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z podrozdziatu 7.4 (str.42): ,Pokolenia roslin Fi, F> i F3 uzyskano za pomocq samozapylen
otrzymanych form mieszaricowych”. Pokolenie F1 to forma mieszaicowa, powstata ze
skrzyzowania form rodzicielskich, a nie na skutek samozapylenia.

W opisie wynikéw analizy molekularnej pokolen Fi, F; i F3 (podrozdziaty 7.4), w tabelach
(Tab. 9 - Tab. 13) przedstawiono obecnos$¢ markeréw gendéw Lr w réznych genotypach. Wedtug
mnie zabrakto informacji, czy w przypadku analizy dwéch loci sprzezonych z jednym genem Lr
(dotyczy to gendw Lr38 i Lr63) wzdr amplifikacji +/- lub -/+ traktowano jako obecnosé¢ genu, czy
jego brak.

Dla utatwienia oceny i interpretacji wynikéw korzystne bytoby zamieszczenie w tabeli 14
i tabeli 15 informacji, ktore geny Lr sg obecne w poszczegdlnych genotypach. Bytoby to
pomocne w przesledzeniu efektu piramidyzacji.

Wsrad licznych opiséw wspdtczynnikdw korelacji zwigzanych z ekspresjg réznych genéw
PR, w analizie przeprowadzonej dla genu PR2 (str. 78) niepoprawnie podano grupe a nie pary
poréwnywanych linii izogenicznych Thatcher. Ponadto, wobec tak obszernej prezentacji
rezultatow wspotczynnikdw korelacji, w mojej opinii, w pracy zabrakio przeprowadzenia
odpowiednie]j dyskusji i wnioskowania.

PODSUMOWANIE

Praca Aleksandry Noweiskiej stanowi cenny wktad w rozwdj nauk rolniczych.
Charakteryzuje ja kompleksowy charakter, wysoki poziom badan i powigzanie tematyki
badawczej z praktycznymi wymogami wspdfczesnego rolnictwa i gospodarki zywnosciowej
prowadzonej z poszanowaniem srodowiska naturalnego.

Szeroki zakres analiz zostat wykonany na bogatym, przemyslanym, odpowiednio
dobranym i wytworzonym, materiale roslinnym, przy uzyciu zréznicowanych i zaawansowanych
technik badawczych, wymagajacych specjalistycznych umiejetnosci analitycznych. Tekst pracy
napisano z wykorzystaniem licznych, adekwatnych do tematyki zZrédet literaturowych.
Na wszystkich etapach realizacji badan i przygotowania tresci rozprawy Doktorantka wykazata
sie dobrg znajomoscia i zrozumieniem omawianej tematyki badawczej.

Pewne pomytki i niedociggniecia, ktore wskazatam w ,,Uwagach do pracy” nie obnizajg
znaczgco jakosci rozprawy i sg prawdopodobnie konsekwencjg szerokiego zakresu danych
uzyskanych w trakcie badan oraz presji czasu, przed ktérg czesto stawiani sg mtodzi naukowcy.

Pod wzgledem merytorycznym praca doktorska stanowi wartosciowe opracowanie
zagadnienia genetycznego poditoza odpornosci pszenicy na rdze brunatng. Kandydatka
przeprowadzita liczne analizy molekularne i cytogenetyczne dotyczace rdinych genow
odpornosci z rodziny Lr i PR, skupiajgc sie na piramidyzacji genéw Lr i efektach fenotypowych
taczenia gendw. Opracowane protokoty multipleksowego PCR mogg znalezé zastosowanie
w praktyce hodowlane;j.
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Przy okazji recenzji dysertacji chciatabym pogratulowa¢ Doktorantce realizacji badan,
ktére uwazam za wazne dla rozwoju nauki o roslinach uprawnych. Wierze, ze uzyskane wyniki
mogg przyczyni¢ sie do postepu hodowlanego. Doceniam warsztat naukowy Kandydatki
i opanowanie przez nig réoznych zaawansowanych metod badawczych. Cieszy mnie tez fakt, ze
pani Aleksandra Noweiska zdecydowata sie podjg¢ prace w dziedzinie hodowli roslin, gdzie
bedzie mogta wykorzystywaé swoje dotychczasowe umiejetnosci, zdobyte i rozwijane juz od
momentu realizacji pracy magisterskiej. Zycze, aby konsekwencja w wyborze $ciezki zawodowej
przyniosta Pani satysfakcje, a takze by byta odpowiednio doceniana.

WNIOSEK KONCOWY

Zgodnie z wymogami art. 187 ustawy z dnia 20 marca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668) rozprawa doktorska mgr inz.
Aleksandry Noweiskiej przygotowana w formie dwéch artykutéw naukowych i monografii
prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie ,,Rolnictwo i Ogrodnictwo”
i dowodzi umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa doktorska
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Prace opiniuje pozytywnie, oceniajac
dysertacje jako spdéjne tematycznie, a zarazem kompleksowe i wartosciowe opracowanie
zagadnienia dotyczgcego genetycznego podtoza odpornosci pszenicy na rdze brunatng.

Wnosze do Rady Dyscypliny Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie
mgr inz. Aleksandry Noweiskiej do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.

Szczecin, 4 lutego 2025




