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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Bartosza Nowaka pt. ,,Wielowymiarowa analiza
molekularnych mechanizméw zwigzanych z plonowaniem kukurydzy zwyczajnej Zea mays”
wykonanej, pod kierunkiem Prof. UPP dr hab. Agnieszki Tomkowiak z Katedry Genetyki i
Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

Recenzje wykonano na zlecenie prof. dr hab. Andrzeja Blecharczyka — Przewodniczacego
Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo, Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu w oparciu 0 pismo RNDRIO-13/4000/2024 z dnia 15.04.2024. Pismo to zawierato
informacj¢ o powolaniu mojej osoby na recenzenta rozprawy doktorskiej Pana mgr inz.
Bartosza Nowaka.

Pan mgr inz. Bartosz Nowak jest absolwentem Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroctawiu, Wydzialu Przyrodniczo-Technologicznego, kierunku Rolnictwo, specjalnosci
Agronomia, gdzie w 2019 roku uzyskat tytut zawodowy magistra inzyniera. W trakcie studiow
Pan mgr inz. Bartosz Nowak pracowat w Biurze Doradztwa Rolniczego w Kobylinie w latach
2015-2016 oraz w firmie Limagrain Central Europe gdzie w latach 2016-2020 byt technikiem
doswiadczalnym prowadzac do$wiadczenia z kukurydza i rzepakiem ozimym. Od 2020 roku
pracuje jako hodowca w firmie Hodowla Ro$lin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR.
Jest autorem 7 publikacji, szes¢ z nich opublikowano w czasopismach z listy JCR. W trzech
artykutach Doktorant jest pierwszym autorem, w grupie tych prac znajduja si¢ artykuly
wykorzystane do przygotowania rozprawy doktorskiej. Dotychczas nie ubiegat si¢ o nadanie
stopnia doktora.

Rozprawa doktorska mgr inz. Bartosza Nowaka dotyczy mozliwo$ci wykorzystania
metod biotechnologicznych oraz markerow molekularnych do wyjasnienia mechanizméw
zwigzanych z plonowaniem kukurydzy. Mamy tu istotny aspekt poznawczy ale réwniez
aplikacyjny. Dzigki postgpowi biologicznemu mozna wprowadza¢ do uprawy odmiany o
wyzszym potencjale plonowania wynikajagcym z poprawy wydajnosci wieloaspektowych
procesow plonotworczych (na poziomie komérkowym, tkankowym oraz organéw roslinnych)
1 lepszym wykorzystaniu naktadow na agrotechniczne czynniki produkcji. W takim razie
mozemy traktowa¢ prace Pana Magistra jako bardzo istotny element ekologiczny w tworzeniu
ogolnego postepu rolniczego poprzez promowanie postepu biologicznego w produkeji
ro$linnej. To bardzo podnosi warto$¢ przedstawionego do recenzji autoreferatu bazujacego na
cyklu czterech publikacji.

Kandydat trafnie wybral do testowania hipotez badawczych kukurydze jako bardzo
istotny gatunek roslin uzytkowych, bedacy grupie czterech gatunkéw zywiacych $wiat
(dostarczajacych cztowiekowi ponad 60% biatka i energii). To kolejny dowod na duze
znaczenie tego gatunku w aspekcie spolecznym i ekologicznym a przed postgpem
biologicznym w branzy hodowlanej i nasiennej kukurydzy staje ogromne wyzwanie
dopasowania uprawianych odmian kukurydzy do wymagan spolecznych, rynkowych oraz do
zmieniajacych si¢ warunkéw Srodowiskowych (np. globalne ocieplenie 1 okresy suszy).
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Obecnie w hodowli kukurydzy wykorzystywane sg roznorodne techniki badawcze bazujgce na
genetyce molekularnej, dzigki nim mozliwe jest identyfikowanie regionéw genomu
zwigzanych w waznymi cechami uzytkowymi roslin jak np. plon i jego jako$¢. Kandydat
zastosowatl do testowania swoich hipotez badawczych bardzo dobrze dobrang metodyke z
zakresu fenotypowych badan polowych, laboratoryjnych, bioinformatycznych i statystycznych
a wyniki badan zostaty dobrze udokumentowane.

Efekty swoich badan Pan mgr inz. Bartosz Nowak opublikowal sam badz wraz z
wspotautorami w nastepujacych artykutach:

1.Nowak B., Tomkowiak A., Bocianowski J., Sobiech A., Bobrowska R.,
Kowalczewski P., Bocianowska M., 2022. The Use of DArTseq Technology to ldentify
Markers Linked to Genes Responsible for Seed Germination and Seed Vigor in Maize. Int. J.
Mol. Sci. vol. 23(23), https://doi10.3390/ijms232314865. (IF 2021: 5,600; Punktacja MEIN:
140)

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(5),
https://doi.org/10.3390/genes13050848. (IF 2021: 3,500; Punktacja MEIN: 100)

3.Nowak B., 2023. Wykorzystanie metod biotechnologicznych w hodowli kukurydzy.
Fragm. Agron. 40(1) 2023, 25-32, doi: 10.26374/fa.2023.40.3. (IF 2022: brak, Punktacja
MEIN: 40)

4 Nowak B., Tomkowiak A., Sobiech A., Bocianowski J., Kowalczewski P. L.,
Spychata J., Jamruszka T.. 2024. Identification and analysis of candidate genes associated with
yield structure traits and maize yield using next-generation sequencing technology. Genes vol.
15 (1), https://doi.org/10.3390/genes15010056. (IF 2023: 3,5; Punktacja MEiIN: 100)

Sumaryczny IF prac Kandydata wchodzacych w sktad rozprawy to 12,60, natomiast

sumaryczna liczba punktow ministerialnych (wg roku opublikowania) to 380. Pozostaty
dorobek publikacyjny Pana mgr inz. Bartosza Nowaka to prace w trzech czasopismach z listy
JCR (dwie prace w International Journal of Molecular Sciences 2022 oraz 2023 i Agriculture
2022) o tacznej punktacji MEiN 380 oraz IF 14,8.
Chciatbym tu uwypukli¢, ze wigkszos¢ prac zostata opublikowana w prestizowych
czasopismach znajdujacych si¢ w wykazie JCR 1 posiadajg wysokie wspotczynniki wplywu.
Ponadto prace te przeszty proces estymacji przez recenzentow wybranych przez redakcje
czasopism bedacych profesjonalistami w danej dziedzinie. Stad tez w swojej recenzji chciatbym
skupi¢ si¢ na uktadzie rozprawy doktorskiej i spojnosci prezentowanego w kazdym artykule
tematu jako rozwigzanie ogolnego problemu badawczego.

Hodowla ro$lin to nauka zajmujaca si¢ interpretacja i wykorzystaniem zjawisk
genetycznych w celu modelowania witasciwosci biologicznych roslin ale jest to tez dziatalnos¢
prowadzaca do wygenerowania i utrzymania nowych odmian ro$lin uprawnych. Pan mgr. inz.
Bartosz Nowak podjat si¢ trudnego =zadania identyfikacji skutecznych markerow
molekularnych lub regionow QTL sprz¢zonych z plonowaniem kukurydzy, cechami struktury
plonu, zdolnoscig kietkowania ziarniakow i wczesnym wigorem kukurydzy w oparciu o
techniki sekwencjonowania nowej generacji (NGS) w potaczeniu z mapowaniem asocjacyjnym
i fizycznym. Juz tak zarysowane cele badawcze sugerujg aspekt poznawczy i aplikacyjny
przedstawionego cyklu badawczego. Ale dodatkowa wartoscig aplikacyjna podjetych analiz
molekularnych jest potencjalne wykorzystanie zidentyfikowanych markeréw SilicoDArt i SNP
do ustalenia stopnia genetycznego podobienstwa linii wsobnych w sytuacji gdy brak informacji
na temat petnego rodowodu linii lub informacje sa fragmentaryczne, a dzigki temu mozna
bedzie ograniczy¢ koszty zwigzane z krzyzowaniem diallelicznym 1 badaniem specyficznej
wartosci kombinacyjnej (SCA). Wytypowane nowe specyficzne markery molekularne moga
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by¢ nastepnie potencjalnie wykorzystane we wstepnej selekcji form wyjsciowych do
krzyzowan i prac hodowlanych. Dodatkowe cele badawcze to: 1. mapowanie fizyczne, ktore
polega na podaniu rzeczywistej pozycji zidentyfikowanych markerow i genow ktore sg z nimi
sprzg¢zone,2. charakterystyka wytypowanych genow kandydujacych determinujacych plon
ziarna, zdolno$¢ kietkowania ziarniakow i1 wczesny wigor kukurydzy, 3. projektowanie
starterow stuzacych do identyfikacji wybranych markeréw SilicoDArT i SNP sprzezonych z
genami cech uzytkowych jak plon ziarna, zdolno$¢ kietkowania ziarniakow 1 wczesny wigor
kukurydzy.

Poznanie zwigzku pomiedzy loci cech waznych gospodarczo a markerami cech

uzytkowych moze pomodc w trafniejszym wyborze osobnikéw do dalszych etapéw hodowli.
Stad tez duzg zaletg podjetego przez Pana mgr inz. Bartosza Nowaka problemu badawczego
jest nie tylko jego aspekt poznawczy ale i praktyczny.
Wykorzystanie technik molekularnych w badaniach wspomagajacych hodowle kukurydzy jest
realizowane w dwu duzych obszarach. Pierwszy obszar to techniki analizy genomu oparte o
sekwencje DNA, a drugi obszar to techniki z zakresu inzynierii genetycznej prowadzace do
zwigkszenia zmiennos$ci genetycznej kukurydzy. Tworzenie organizmow transgenicznych w
oparciu o techniki molekularne daje mozliwo$¢ tworzenia nowych kreacji genetycznych i
transferu gendéw z nawet odleglych jednostek systematycznych do kukurydzy jak np. gen
kodujacy syntaz¢ EPSPS rozktadajaca glifosat, ktory pochodzi z bakterii Salmonella spp.

Natomiast postepy w dziedzinie sekwencjonowania nowej generacji (NGS) genomow
umozliwily wykorzystanie tej techniki do poznania sekwencji DNA wielu ro$lin uprawnych w
tym kukurydzy. W grupie tych technik Kandydat przytacza pirosekwencjonowanie 454,
technika Solex, platforma SOLID, Polonator czy HeliScope Single Molecule Sequencer.
Doktorant opisuje rowniez rozwo6j technik sekwencjonowania z wykorzystaniem systemu
[lumina ktére daly poczatek m.in. technologii DArTseq, ktora zostatla wykorzystana w
przedstawionym do recenzji cyklu badawczym. W technice DArTSeq dzigki zastosowaniu
trawienia restrykcyjnego uzyskuje si¢ krotsze odcinki ktore nastgpnie dajg krotsze odezyty co
zmniejsza ztozono$¢ genomu 1 utatwia analizy. Dzigki technice DArtTSeq mozna uzyska¢ dwa
zbiory danych, a mianowicie ten zawierajacy markery dominujace oraz drugi zawierajacy
markery kodominujagce z zaznaczonymi polimorfizmami SNP (single nucleotide
polimorphism). W metodzie tej mozliwe jest uzyskanie nawet trzykrotnie wigcej markerow
dominujacych niz klasyczna DArT, co podnosi tez warto$¢ recenzowanej pracy gdyz Kandydat
w badaniach wlasnych zastosowat technike DArTSeq. Technologia DArT byla wykorzystana
w wielu programach hodowlanych do selekcji komponentéw do krzyzowan natomiast technika
DArTSeq nie byla dotychczas czgsto stosowana do analizy rodzimych materiatow
hodowlanych kukurydzy. Ten fakt jest dowodem na nowatorskie podejscie do tematu
badawczego 1 podnosi warto$¢ badan Kandydata.

Dane wygenerowane dzigki wspomnianym technikom pozwalajg na identyfikacje regionow
genomu powigzanych z cechami fenotypowymi w tym z cechami ilosciowymi jak plon i jego
jakos¢. Kolejne wazne narzedzie badawcze wymieniane przez Doktoranta to mapowanie
asocjacyjne, ktore byto mozliwe dzigki zastosowaniu nowych technologii sekwencjonowania
do poznania referencyjnego genomu kukurydzy. Badania asocjacyjne catego genomu (GWAS)
umozliwily analiz¢ zmienno$ci genetycznej oraz identyfikacje zwigzku pomigdzy cecha a
podstawowa zmienno$cig genetyczng poprzez wykorzystanie historycznych zdarzen
rekombinacji. W dalszej czesSci Kandydat przybliza nam typy mapowania asocjacji czyli

mapowanie asocjacji catego genomu (GWAS) oraz mapowanie asocjacji genow
kandydujacych. Kukurydza jest gatunkiem obcopylnym, co w duzym stopniu determinuje sktad
genetyczny populacji, cechuje si¢ ona duza heterozygotycznoscig a genom kukurydzy jest
wysoce polimorficzny. W oparciu o metody biologii molekularnej wykryto i zlokalizowano
loci determinujace cechy uzytkowe kukurydzy jak plon i cechy struktury plonu, a regiony QTL



zwigzane z plonem i jego komponentami sg rozlokowane w calym genomie na réznych
chromosomach. Zastosowanie markeréw molekularnych w selekcji pozwolitoby na precyzyjne
typowanie roslin do dalszych prac hodowlanych.

Poza selekcja w oparciu o markery (MAS) w hodowli kukurydzy stosowana jest
rowniez selekcja genomowa (SG), a podstawg tej metody jest bardzo doktadne fenotypowanie
ros$lin, np. linii kukurydzy, a nastgpnie wykorzystanie metod statystycznych i
bioinformatycznych z gruntowng wiedzg na temat genomoéw roslin. W oparciu o rozne
parametry oblicza si¢ genomowa szacunkowa warto$¢ hodowlang (GEBV) im jest ona wyzsza
tym bardziej wartosciowy jest komponent do krzyzowania. Metody statystyczne przydatne w
tego typu opracowaniach to liniowa nieobcigzona predykcja (BLUP), RR BLUP (z
zastosowaniem regresji), GBLUP czy metoda Bayesian.

Bardzo waznym kierunkiem rozwoju analizy genomu kukurydzy poza identyfikacja
nowych markerow oraz regionéow QTL, jest poszukiwanie metod doboru komponentow
rodzicielskich do hodowli heterozyjnej. Klasyczne podejscie opiera si¢ na badaniu ogolne;j
warto$ci kombinacyjnej linii (GCA) 1 specyficznej wartosci kombinacyjnej (SCA). W tym
drugim kierunku istotne jest wykrycie zwigzku pomiedzy plonem mieszanca F1 a
heterogennoscia loci-markerow jego form rodzicielskich. Wykazanie takiego zwigzku byloby
bardzo pomocne dla hodowli heterozyjnej gdyz moglo by ograniczy¢ kosztowne procedury
empiryczne jak np. krzyzowanie w uktadach diallelicznych.

Podsumowujac powyzsze stwierdzenia, mysle ze podjecie badan majacych na celu
wytypowanie a nastepnie wykorzystanie nowych markerow molekularnych do wstepnej
selekcji komponentow rodzicielskich do krzyzowan i dalszych prac hodowlanych jest wysoce
uzasadnione biorgc pod uwage zaréwno aspekty poznawcze jak 1 mozliwosci aplikacji
uzyskanych wynikow w praktycznej hodowli kukurydzy.

Ocena i uwagi dotyczace poszczegolnych rozdzialow

W przedstawionej do recenzji pracy znajduja si¢ wszystkie elementy typowe dla
rozpraw doktorskich zatem spetnia ona wymagania formalne i merytoryczne stawiane tego typu
opracowaniom. Obejmuje ona 147 stron druku, a tekst uzupetnia 6 tabel, oraz 4 ryciny, ktore
rzetelnie obrazujg wykonane do§wiadczenia, choc sg tylko skondensowang formg wykonanych
badan. Praca opiera si¢ na cyklu 4 publikacji ktore sa dostgpne w catosci na stronach 83-147 i
w pracach tych mozemy znalez¢ szczegotowe opracowania tabelaryczne oraz ryciny. W toku
wywodu Autor cytuje 119 pozycji literatury. Recenzowana rozprawa doktorska zostata
napisana w sposob staranny i przejrzysty.

Rozprawg doktorska otwiera ,,Wykaz artykutow naukowych wchodzacych w sktad
zbioru”, a nastepnie ,,Wykaz pozostalych artykutow naukowych, nie wchodzacych w sktad
zbioru” oraz dane naukometryczne. Dalej spis tresci, po ktorym Autor umiescit ,,Streszczenie i
stowa kluczowe” w jezyku polskim 1 angielskim.

W rozdziale 3. ,,Wstep” liczacym 7,5 strony Autor zawarl informacje na temat wyzwan
stojacych przed hodowla kukurydzy, mozliwoscig zastosowania metod molekularnych w
selekcji materiatéw hodowlanych, oraz typowania komponentow rodzicielskich do hodowli
heterozyjnej. W rozdziale tym Kandydat opisuje metody sekwencjonowania nowej generacji
(NSG), selekcje genomowa oraz metody statystyczne wykorzystywane do obliczenia
wspoélczynnika genomowej szacunkowej wartosci hodowlanej (GEBV). Rozdzial ten w bardzo
logicznym wywodzie przybliza czytelnikowi problemy hodowli roslin zwigzane z selekcja
poligenicznych cech uzytkowych i interakcji genotypu z szeroko pojetym srodowiskiem. Zostat
on opracowany starannie 1 wnikliwie, uwzgledniajac przyktady zastosowania metod
sekwencjonowania nowej generacji 1 mozliwoscig generowania markeré6w molekularnych
metodami DArT i DArTSeq w analizie r6znorodnos$ci genetycznej i struktury populacji réznych
grup roslin uzytkowych.



Kandydat prawidtowo i jasno przedstawil hipoteze badawczg i cel pracy doktorskiej, ta
pierwsza zaktada mozliwo$¢ wykorzystania technik sekwencjonowania nowej generacji (NGS)
potaczonych z mapowaniem asocjacyjnym i fizycznym do identyfikacji skutecznych markerow
molekularnych lub regionow QTL sprzezonych z plonem, cechami struktury plonu, zdolno$cia
kietkowania ziarniakéw 1 wigorem kukurydzy.

Doktorant zaprezentowat sze$¢ celow szczegdlowych, ktore pogrupowatbym w
nastepujace obszary:

1. Wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji (NGS) do wygenerowania
markeré6w molekularnych SilicoDArT i SNP a na ich podstawie okreslenie stopnia
spokrewnienia pomi¢dzy analizowanymi genotypami Kukurydzy

2. ldentyfikacja powyzszych typéw markerow sprzezonych z genami wybranych cech
uzytkowych (plon ziarna, zdolno$¢ kietkowania ziarniakéw, wczesny wigor kukurydzy),
mapowanie fizyczne genow 1 sprzg¢zonych z nimi markerami oraz charakterystyka
wytypowanych genéw kandydujacych

3. Projektowanie starterow stuzacych do wykrycia wybranych markeréw SilicoDArT i
SNP sprzezonych z genami kandydujagcymi determinujacymi wybrane cechy uzytkowe
kukurydzy (plon ziarna, zdolno$¢ kietkowania ziarniakdw, wczesny wigor) oraz zastosowanie
reakcji PCR do testowania wybranych markerow w referencyjnych genotypach kukurydzy. Cel
pracy koresponduje z tematem pracy, zatozeniami metodycznymi oraz wnioskami.

Kolejny rozdzial ,,Materiat roslinny i metodyka badan” przedstawiony na str. 19-24
zostal podzielony na dwa podrozdziaty. W pierwszym znajdujemy obszerny opis materialu
roslinnego jakim byty 392 genotypy kukurydzy, w tym 250 linii wsobnych, 122 mieszance F1
oraz 20 genotypow referencyjnych dobrze i slabo plonujacych. Materiat ten zostat
wykorzystany do przygotowania publikacji 1,2,4. Analizowany material roslinny pochodzit z
dwu firm hodowlanych: 1. Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR, 2. Matopolska
Hodowla Roslin Sp. z o. 0. Ponadto linie posiadaty dwa typy ziarna flint i dent i pochodzity z
réznych rejonow geograficznych (Francja, Hiszpania oraz USA), co daje mozliwo$¢
przebadania wigkszej puli genowej, tu nalezy podkresli¢ 1 pochwali¢ trafny dobor materiatu do
badan.

Metody do$wiadczalne zostaly opisane w podrozdziale 5.2. bardzo wyczerpujaco,
poczawszy od metod fenotypowania (5.2.1.), w publikacji 1 (ocena zdolnosci kietkowania,
energii kietkowania, zywotno$ci ziarniakow, test wigoru siewek, oraz w warunkach polowych
wielko$¢ wschodow, szybko$¢ 1 jednorodnosc¢). Nastepnie w publikacji 2 14 znajdujemy wyniki
oceny fenotypowej takich cech jak: dtugo$¢ kolby, srednica kolby, dtugo$¢ rdzenia, $rednica
rdzenia, liczba rzedéw ziarna, liczba ziaren w rzedzie, masa tysigca ziaren (MTZ) oraz plon.
Doswiadczenia zostaly zalozone w adekwatnych uktadach doswiadczalnych pozwalajacych na
eliminacje btedu doswiadczalnego i prawidlowe wnioskowanie.

Nastepnie opisano procedury izolacji DNA (5.2.2.), a potem genotypowanie
zaprezentowane w publikacji 1,2,4 przeprowadzone w oparciu o technologi¢ DArTSeq ktore
wykonata firma Diversity Arrays Technology Pty Ltd. z Australii, ale doktorant przedstawia
skrocony opis metodyczny tego etapu w cyklu, a doktadng metodyke przywotuje publikacja 11 2.
Kolejne moduty metodologiczne to: ,,Analizy statystyczne i mapowanie asocjacyjne” nastepnie
,Mapowanie fizyczne”, ,,Analiza funkcjonalna sekwencji gendw”, ,,Projektowanie starterow dla
zidentyfikowanych markerow SilicoDArT 1 SNP, sprzezonych ze zdolnoscia kietkowania
ziarniakow, wigorem siewek oraz cechami struktury plonu i plonem kukurydzy”, czy
,ldentyfikacja wybranych markerow SilicoDArT i SNP sprzgzonych z genami kandydujacymi,
warunkujacymi plon kukurydzy wraz z jego komponentami” i ,,Elektroforeza”. Rozbudowana
cze$¢ metodyczna §wiadczy o szerokim warsztacie metodologicznym Doktoranta ale rowniez
jest dowodem iz kolejne etapy badan wynikaty w logiczny sposob z pytan ktore pozostawiaty
poprzednie wyniki badan.



Kolejny rozdziat ,,Wyniki” obejmuje 15 stron, przedstawia w sposob uporzadkowany i
jasny wykazujac zrealizowanie zatozonego celu. Kandydat podzielit opis uzyskanych wynikow
zgodnie z zakresem merytorycznym eksperymentow poszczegolnych publikacji.

Wyniki przedstawione w podrozdziale 6.1. ,,Doswiadczenie polowe 1 analizy
fenotypowe” zawieraja wyniki analiz pomiaréw biometrycznych 392 genotypow tacznie takich
cech jak zdolno$¢ kietkowania ziarniakow i wigor siewek kukurydzy (Publikacji 1) oraz plon
i jego komponenty: dtugos$¢ kolby, $rednica kolby, dlugos$¢ rdzenia, $rednica rdzenia, liczba
rzedow, liczba ziaren w rzedzie, masa ziaren z kolby, masa 1000 ziaren (Publikacja 2 i 4). W
podrozdziale 6.2. ,,Genotypowanie i mapowanie asocjacyjne” Doktorant skonfrontowat wyniki
badan fenotypowych z wynikami sekwencjonowania NSG (otrzymano tgcznie 81602 markery
molekularne SilicoDArT i SNP). Po kolejnych rundach selekcji markerow gdzie kryterium byta
istotno$¢ markera dla obu cech jednocze$nie (zdolnos$¢ kietkowania ziarniakdw 1 wigor siewek
kukurydzy) oraz najwyzsza istotno$¢ statystyczna Doktorant wraz z Zespolem wybrat 20
najbardziej istotnych markeréw, ktére nastepnie zostaly wykorzystane do mapowania
fizycznego aby okresli¢ ich potozenie na mapie genetycznej. W przypadku analizy elementow
plonu i jego struktury (Publikacja 2) wykorzystano te same wyniki sekwencjonowania NSG a
liczbe markeréw molekularnych zawezono do 16, gdzie kryterium byta istotnos$¢ dla czterech
analizowanych cech jednoczesnie w dwu lokalizacjach (Kobierzyce i Smolice). W wyniku
kolejnej tury sekwencjonowania NSG (Publikacja 4) Kandydat wraz z zespotem uzyskat 92614
markeréw molekularnych (SilicoDArT 1 SNP) a nastepnie po zastosowaniu kilkuetapowe;j
selekcji ograniczono ich ilo§¢ do 20 markerdéw, biorgc pod uwage tylko takie ktore byty
sprzezone z tymi samymi cechami w obu lokalizacjach (Kobierzyce i Smolice).

Nastepny etap badan Doktoranta to mapowanie fizyczne zaprezentowane w rozdziale
6.3. W rozdziale tym opisano konsekwentnie analizy sekwencji wybranych markeréw
molekularnych, bazujac na dostgpnych bazach danych wytypowano sze$¢ markerow ktore
znajduja si¢ wewnatrz genow, z duzym prawdopodobienstwem, ze te geny kandydujace moga
mie¢ wptyw na zdolno$¢ kietkowania i wigor siewek kukurydzy (publikacja 1). W grupie 16
markerow istotnie zwigzanych z cechami struktury plonu (dlugo$¢ kolby, srednica kolby,
dhugos¢ rdzenia, srednica rdzenia, liczba rzedow, liczba ziaren w rzedzie, masa ziaren z kolby,
masa 1000 ziaren, plon) 6 znajdowalo si¢ wewnatrz gendéw a dla 10 ustalono lokalizacje i
przedstawiono potozenie wzgledem najblizszych gendéw (publikacja 2). Kandydat wraz z
Zespotem wybratl nastgpnie 20 markerow statystycznie istotnych w obu punktach badawczych,
ustalit dla 19 polozenie oraz ustalit ze 6 markerow SNP znajduje si¢ wewnatrz
scharakteryzowanych gendéw (publikacja 4). Kolejnym krokiem byto zaprojektowanie
starterow dla identyfikacji markeréw zwigzanych z analizowanymi cechami (publikacje 1,2, 4).

W rozdziale 7. Podsumowanie mozemy znalezé w zasadzie skondensowang wersje
dyskusji co przy pracy przygotowanej w oparciu o cykl publikacji nie byto konieczne, liczy
on 8,5 strony. Jest to na pewno na plus dla pracy, pomimo tego iz w Rozdziale 11 rozprawy (od
st 83 do 147) mozemy znalezé szczegblowe dyskusje zwigzane z wynikami
sekwencjonowania NSG i mapowania (asocjacyjne i fizyczne). Pan mgr inz. Bartosz Nowak
podsumowat wyniki badan w formie 10 wnioskoéw, ktére mozna pogrupowa¢ w nastepujace
obszary: 1. Wytypowanie w sumie 56 markeréw (SilicoDArT i SNP) istotnie zwigzanych ze
zdolnoscig kietkowania, wczesnym wigorem kukurydzy oraz plonem 1 jego elementami
(wniosek 2,4,6). 2. Ustalenie markeréw znajdujacych si¢ wewnatrz gendw i wyjasnienie
zwigzku tych genoéw z kietkowaniem ziarniakow, wigorem siewek np. marker SilicoDArT
(2,435,278) zlokalizowany na chromosomie 1 — wewnatrz genu syntazy sacharozy; marker
zwigzany z plonem kukurydzy np. SilicoDArT (11,657) znajdujacy si¢ na chromosomie 5,



wewnatrz genu aminotransferazy asparaginianowej; czy tez marker SNP (28629) zwigzany z
cechami struktury plonu znajdujacy si¢ na chromosomie 8 wewnatrz genu receptoropodobne;j
kinazy biatkowej (RLK) (wnioski 3,5,7). 3. Identyfikacja markerow o potencjalnym znaczeniu
praktycznym np.: w selekcji genotypoéw cechujacych si¢ dobrymi wschodami i wysokimi
plonami, podziat genotypow na grupy heterotyczne i typowanie linii rodzicielskich do
krzyzowan heterozyjnych, wytypowanie markerow SNP (28629, 29294) dobrze r6éznicujacych
genotypy pod katem plonowania i tym samym o potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym w
hodowli kukurydzy na wysoki plon.

Whioski sg sformutowane rzetelnie, w petni uzasadnione 1 adekwatne do uzyskanych
wynikéw. Drobna uwaga moze dotyczy¢ wnioskow 3,5,7 sg one zbyt szczegotowe 1 powtarzaja
informacje z rozdzialu ,,Podsumowanie” gdzie mamy juz podane lokalizacje markeréw
wewnatrz genow ponadto podano funkcje tych gendw. Natomiast jako calo$¢ recenzowana
rozprawa posiada wszystkie elementy okreslone w Ustawie i zostata napisana w przejrzysty i
prawidlowy pod katem uktadu rozdziatdéw sposob. Mam jednak pewne uwagi i sugestie
dotyczace rozdziatu Podsumowanie. Uwagi te b¢da zarazem moimi pytaniami do ewentualnego
przedyskutowania i ustosunkowania si¢ przez Kandydata. Biorgc pod uwage potencjat
aplikacyjny przedstawionych w pracy metod molekularnych w jakim stopniu metody te moga
usprawni¢ prace hodowcy w nastgpujacych obszarach:

1. Typowanie form rodzicielskich do hodowli heterozyjnej.

2. Czy uzyskane wyniki mogtyby zastapi¢ ocene ogolnej i swoistej wartosci kombinacyjnej?
Jak wiadomo ocena ogolnej warto$ci kombinacyjnej (OWK, GCA), ma na celu wytonienie linii
dobrych a nastepnie ocena swoistej warto$ci kombinacyjnej (SWK, SCA) wylonienie linii
najlepszych. To jednak wymaga duzych naktadow finansowych zwigzanych z krzyzowaniem
w uktadach diallelicznych. W zwiazku z tym czy wedlug Doktoranta przedstawione metody
molekularne moga pomdc w tym obszarze?

3. Formy rodzicielskie mogg by¢ selekcjonowane w oparciu o dystans genetyczny pomiedzy
nimi, okreslany przez polimorfizm markerow DNA. Prosz¢ o podanie przyktadow zaleznos$ci
migdzy dystansem genetycznym a efektem heterozji.

Kolejny rozdziat rozprawy doktorskiej to ,,Spis literatury” (rozdziat 9.) zawierajacy 119 pozycji
z czego 99% to literatura anglojezyczna, $ciSle zwigzana z przedmiotem rozprawy. Nastepny
rozdziat 10 ,,O$wiadczenia doktoranta oraz wspolautorow dotyczace ich wkiladu w
przygotowanie opublikowanych artykutéw naukowych” zawiera oswiadczenie Pana mgr inz.
Bartosza Nowaka 0 samodzielnym napisaniu rozprawy i o§wiadczenia wspotautorow dotyczace
ich udziatu w powstaniu publikacji. Tu mata krytyczna uwaga, gdyz w tym rozdziale byloby
wskazane zamieszczenie sumarycznej informacji na temat udziatu Doktoranta w powstaniu
prac. Oczywiscie informacje takie mozemy znalez¢ w dotaczonych publikacjach (str. 83-147).
W publikacji | Kandydat jest pierwszym autorem pracy a jego udziat polegat na wspotudziale
w przygotowaniu koncepcji badan, nastepnie w szerokim ujeciu wykonaniu technicznym
(metodyka, oprogramowanie, cz¢$¢ graficzna) i kontroli merytorycznej. W publikacji II udziat
ten polegal na szeroko ujetej analizie danych eksperymentalnych i kluczowym dla ustalenia
zwigzku markeréw z waznymi cechami uzytkowymi fenotypowaniu oraz przygotowaniu
manuskryptu i pracach korekcyjnych. W publikacji 3. Kandydat byt jedynym autorem, jest to
praca przegladowa podsumowujaca mozliwosci wykorzystania metod biotechnologicznych w
hodowli kukurydzy. W publikacji IV Pan mgr inz. Bartosz Nowak jest pierwszym autorem a
jego udziat polegal na opracowaniu zestawu danych eksperymentalnych do analiz i walidacji
danych oraz uzyskanych wynikéw. To istotne informacje z formalnego punktu widzenia, na
podstawie ktorych wnioskuje o wiodacym udziale Doktoranta w powstaniu publikacji
wykorzystanych do przygotowania rozprawy doktorskiej.



Whiosek koncowy

Praca doktorska Pana mgr inz. Bartosza Nowaka zostala wykonana poprawnie pod wzgledem
metodycznym, a wartos$¢ jej wynikow oceniam bardzo wysoko. Uzyskane wyniki wnosza nowe
oryginalne wartoSci poznawcze w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i
ogrodnictwo. Autor posiada umiej¢tnosci wykorzystania zaawansowanych metod
molekulrych i wlasciwego ich zastosowania na réznych populacjach kukurydzy - rosliny o
bardzo duzym znaczeniu ekonomicznym. Kandydat wykazal si¢ rowniez umiejetnosciami
wiasciwej interpretacji uzyskanych wynikéw. Prezentowane wyniki badan spelniajg rowniez
wazny formalny wymog spdjnosci tematycznej, gdyz oscyluja wokél analiz molekularnych i
probie wyjasnienia mechanizméw zwiazanych z plonowaniem kukurydzy zwyczajnej w
polaczeniu z wieloaspektowg oceng cech fenotypowych. Poziom edytorski rozprawy jak
rowniez jej styl, poprawnos¢, przejrzystosé i jednoznacznos$é oceniam pozytywnie.

Praca doktorska mgr inz. Bartosza Nowaka spelnia warunki stawiane pracom
doktorskim okres$lone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2021 r., poz. 478) i wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie
Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorgc pod uwage
wysokg wartos¢ naukowg prezentowanej rozprawy oraz potencjalne znaczenie aplikacyjne
prezentowanych marker6w molekularnych wnioskuje o wyrdznienie dysertacji. W
uzasadnieniu chcialbym doda¢ réwniez rozbudowany modut badan fenotypowych z duza
iloscig przebadanego materiatu rodlinnego (linie, mieszafice) testowane w roznych
lokalizacjach, oraz zastosowanie zaawansowanych technik molekularnych w celu wyjasnienia
mechanizméw wyplywajacych na plonowanie kukurydzy. To trafne polaczenie klasycznych
metod fenotypowych z metodami molekularnymi stwarza mozliwo$¢ wykorzystania wynikow
badan Doktoranta w praktycznej hodowli kukurydzy.




