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Prof, dr hab. Sylwia Okon £ ' ubli
Instytut Genetyki, Hodowli I Biotechnologii Roslin

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Ul. Akademicka 15, 20-950 Lublin

Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Marii Sobiech
pt.: ,Wielowymiarowa eksploracja molekularnych mechanizmow zwigzanych z

odpornoscig kukurydzy (Zea mays) na fuzarium”

Recenzje wykonano na podstawie uchwaty Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo
i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu nr XVII/1/2025 z dnia 26 czerwca 2025 1.
w oparciu 0 wymagania okre§lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz.U. z 2024 r. poz. 1571).

Podstawowe dane o Kandydatce

Pani mgr inz. Aleksandra Sobiech jest absolwentka Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu. Tytut zawodowy magistra inzyniera uzyskata 29 czerwca 2020 r. na podstawie pracy pt.
,Indukcja embriogenezy mikrospor w kulturach pylnikowych pszenicy”, ktérag wykonata w Katedrze
Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Doroty
Weigt. W 2021 roku Kandydatka rozpoczela ksztalcenie w Szkole Doktorskiej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu realizujagc badania pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Agnieszki
Tomkowiak oraz prof. dr hab. Jana Bocianowskiego.

Doktorantka jest wspdtautorka 13 publikacji naukowych o sumarycznym IF 46,108 i wartosci
punktowej 1340. Jest réwniez wspdlautorka 9 doniesien prezentowanych na konferencjach
krajowych i zagranicznych.

Pani mgr inz. Aleksandra Sobiech nie ubiegala si¢ uprzednio o nadanie stopnia doktora.

Informacje o ocenianej pracy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji praca doktorska pt.: ,,Wielowymiarowa eksploracja molekularnych
mechanizméw zwigzanych z odporno$cia kukurydzy (Zea mays) na fuzarium” zostata wykonana w
Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin na Wydziale Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii

Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Agnieszki
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Tomkowiak oraz prof. dr hab. Jana Bocianowskiego. Stanowi ona zbi6r czterech, spojnych
tematycznie artykutéw naukowych, opublikowanych w czasopismach przypisanych do dyscypliny
rolnictwo i ogrodnictwo. Prace naukowe, bedace przedmiotem dysertacji tj.:

o Sobiech, A.; Tomkowiak, A.; Bocianowski, J.; Szymanska, G.; Nowak, B.; Lenort, M. [dentification
and Analysis of Candidate Genes Associated with Maize Fusarium Cob Resistance Using Next-
Generation Sequencing Technology. International Journal of Molecular Sciences. 2023, 24, 16712.

e Sobiech, A. Molekularne mechanizmy odpornosci na fuzariozg kolb kukurydzy. Fragmenta
Agronomica 2023, 40(1), 14-24.

o Sobiech A, Tomkowiak A, Bocianowski J, Nowak B, Weigt D, Kurasiak-Popowska D, Kwiatek M,
Mikolajezyk S, Niemann J, Szewczyk K. Application Marker-Assisted Selection (MAS) and
Multiplex PCR Reactions in Resistance Breeding of Maize (Zea mays L.). Agriculture. 2022;
12(9):1412

e Sobiech A, Tomkowiak A, Nowak B, Bocianowski J, Wolko L, Spychata J. Associative and Physical
Mapping of Markers Related to Fusariumin Maize Resistance, Obtained by Next-Generation
Sequencing (NGS). International Journal of Molecular Sciences. 2022; 23(11):6105.

zostaly opublikowane w latach 2022-2023 w renomowanych czasopismach naukowych o zasiegu
migdzynarodowym. Trzy prace, prezentujagce wyniki badan prowadzonych w ramach pracy
doktorskiej ukazaty si¢ w czasopismach International Journal of Molecular Sciences i Agriculture,
ktére s3 indeksowane w bazie JCR (Journal Citation Reports). Jedna praca ma charakter
przeglagdowy i prezentuje zagadnienia zwigzane z problematyka odpornosci kukurydzy na grzyby z
rodzaju Fusarium. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. Z o$wiadczen
wspotautor6w zamieszczonych w 13 rozdziale opracowania wynika, ze Pani mgr inz. Aleksandra
Sobiech brala udzial w opracowaniu koncepcji badan i projektu doswiadczen, przygotowaniu
krytycznego przegladu literatury, zaplanowaniu zalozen metodycznych i przeprowadzeniu badan.
Brala rowniez udzial w analizie i interpretacji wynikéw oraz opracowaniu manuskryptéw. Szeroki i
aktywny udzial w prowadzeniu prac i powstawaniu manuskryptéw $wiadczy o duzej roli i
zaangazowaniu Doktorantki w pracg naukowa na wszystkich etapach, od planowania prac az do
opublikowania wynikéw.

Artykuly naukowe zawarte w rozprawie doktorskiej mgr inz. Aleksandry Sobiech zostaty
wezesniej poddane procesowi recenzji podczas ich akceptacji przez redakcje odpowiednich
czasopism. W zwigzku z tym, moja funkcja jako recenzenta ogranicza si¢ do oceny formalnej
autoreferatu opracowanego przez Doktorantkg, a takze do analizy merytorycznej przeprowadzonych
badan zawartych w rozprawie oraz ich spojnosci logicznej.

Praca doktorska Pani mgr Aleksandry Sobiech liczy 181 stron i jest uporzadkowana wedlug
ogolnie przyjetego podziatu dla tego typu opracowan. Zawiera takie elementy jak: Wykaz prac
naukowych wchodzqcych w sklad rozprawy dokiorskiej, Wykaz stosowanych skrétéw, Streszczenie

w jezyku polskim i angielskim, Wprowadzenie, Hipoteza badawcza i cel pracy, Material i metody,
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Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski, Bibliografia, Spis tabel i rycin, Opublikowane prace
wechodzgee w sklad rozprawy, Oswiadczenia wspdlautoréw. Dodatkowo rozdzialy Wprowadzenie,

Material i metody oraz Wyniki sa podzielone na podrozdzialy, ktére ulatwiajg analizg tresci

zawartych w pracy Oraz oceng jej spojnosci.

Wybdr tematyki badar i ocena rozprawy doktorskiej

Kukurydza jest jednym z podstawowych gatunkow zb6z uprawianym na swiecie. Jest to
gatunek szeroko wykorzystywany i majacy ogromne znaczenie gospodarcze. Jednakze jest on,
podobnie jak inne zboza narazony na atak patogendw, ktére w znacznym stopniu ograniczajg jakos¢ i
ilo§¢ uzyskiwanych plonéw. Jednym z gléwnych patogenow atakujacych kukurydze sa grzyby z
rodzaju Fusarium, ktére moga wywotywa¢ rézne choroby, takie jak zgnilizna korzeni, siewek, todyg
czy kolb. Ponadto grzyby te produkujg mykotoksyny stanowigce duze zagrozenie dla zdrowia i zycia
ludzi i zwierzat. Uzyskiwanie wysokich plonow, wolnych od zanieczyszczen grzybowych jest zatem
ogromnym wyzwaniem dla hodowcoéw kukurydzy, zwlaszcza przy ograniczeniach dotyczacych
érodkéw chemicznych dopuszczonych do uzytku w uprawie. Duzego znaczenia nabiera zatem
wprowadzanie do uprawy genotypéw odpornych. Z tego wzgledu uwazam, ze tematyka podjeta w
rozprawie doktorskiej jest bardzo aktualna i wazna, badania przeprowadzone przez mgr inz.
Aleksandre Sobiech wpisuja si¢ doskonale w rozwdj dyscypliny naukowej rolnictwo i ogrodnictwo,
jak rowniez majg ogromne znaczenie w hodowli kukurydzy, nie tylko poznawcze, ale rowniez
aplikacyjne.

Streszczenie pracy wprowadza w problematyke badawczg poruszong w rozprawie doktorskiej.
Autorka wskazuje na duze znaczenie wybranej tematyki, przedstawia cel badaf oraz wskazuje
metody, jakie wybrala do osiagniecia tego celu. Przedstawia réwniez najwazniejsze wyniki
przeprowadzonych badan.

Rozdziat Wprowadzenie ma przejrzysta strukturg, zostal podzielony na podrozdziaty
dotyczace: a) produkcji kukurydzy, b) charakterystyki grzybow z rodzaju Fusarium i zagrozen
zwigzanych z ich wystgpowaniem, c¢) mechanizméw odpornosci roslin na patogeny, d)
charakterystyki metod molekularnych wykorzystywanych w hodowli kukurydzy. Informacje zawarte
w tym rozdziale bardzo dobrze wprowadzajg czytelnika w tematyke rozprawy doktorskiej. Autorka
podkresla role kukurydzy jako jednego z gtéwnych gatunkéw zb6z bedacego podstawa gospodarki
zywnosciowej. Nawigzuje réwniez do zagrozen i wyzwan w hodowli i uprawie kukurydzy,
wskazujac grzyby z rodzaju Fusarium jako jeden z glownych czynnikéw biotycznych
ograniczajacych ilos¢ i jakos¢ plonéw. Doktorantka opisuje rdwniez mechanizmy obrony roslin

przed patogenami wskazujac na ich réznorodno$¢ i zlozonosé. Wskazuje rowniez, ze w
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przypadku porazenia grzybami z rodzaju Fusarium duze znacznie dla zwigkszenia odpornosei roslin
rubsza owocnia. W dalszej czgsci
d molekularnych wspierajgcych

o metode pozwalajgcg na

odgrywaja cechy fenotypowe np. wezesno$é kwitnienia czy g
rozdzialu Doktorantka plynnie przechodzi do wskazania meto
hodowle kukurydzy. Opisuje sekwencjonowanie nNowej generacji jak

dokladne i precyzyjne analizy genomu roslin, skupia sie na markerach DArTseq, ktore wykorzystala

w swojej pracy doktorskiej. Przedstawia rowniez analizy GWAS i mapowanie QTL jako narzgdzie

do identyfikacji genéw powigzanych z odpornoscig o wielogenowym podiozu. Doktorantka

wskazuje rowniez, ze w hodowli zbdz, w tym kukurydzy wazne jest przyspieszanie procesu selekcji
form odpornych poprzez zastosowanie narzedzi biologii molekularnej w postaci markerow
powigzanych z dang cecha, ktore umozliwiaja precyzyjny i szybki wybor odpowiednich genotypow.

Opisane we wstepie zagadnienia pozwolity na sformutowanie hipotezy badawczej i celu
pracy doktorskiej. Hipoteza badawcza przedstawiona przez Doktorantke zaklada, ze
wielowymiarowa analiza wybranych gen6w i powigzanych z nimi regionow pozwoli na lepsze
zrozumienie mechanizmu odpomo$ci kukurydzy na grzyby 2z rodzaju Fusarium, oraz
wyselekcjonowanie genéw odpowiedzialnych za odpornos¢. Zatem gléwnym celem rozprawy
doktorskiej mgr inz. Aleksandry Sobiech jest wieloptaszczyznowa analiza genetycznych
mechanizméw zwiazanych z odpornoscig kukurydzy na grzyby z rodzaju Fusarium powodujace
fuzarioze kolb. Cele szczegolowe przedstawione przez Doktorantk¢ to: 1. identyfikacja nowych
markeréw silicoDArT i SNP sprzezonych z genami warunkujacymi odpornos$é roslin kukurydzy na
grzyby z rodzaju Fusarium, 2. zaprojektowanie starteréw stuzacych do identyfikacji
wyselekcjonowanych markeréw sprzezonych z genami kandydujacymi warunkujgcymi odpornose¢, 3.
optymalizacja procedur diagnostycznych shuizacych do identyfikacji nowych markeréw
molekularnych na materialach referencyjnych, 4. okredlenie poziomu ekspresji wybranych genéw
kandydujacych zwiazanych z odpornoscia, 5. wybor potencjalnych genéw niosacych odpornos¢ na
Fusarium spp. u kukurydzy sposréd genow kandydujacych.

W rozdziale Material i metody, Autorka opisuje material badawczy wykorzystany w
przedstawionych badaniach. Doktorantka analizowata 560 genotypow kukurydzy, wsréd ktérych
znajdowalo si¢ 252 linie wsobne i 308 mieszaicow pokolenia F. Materiatem badawczym byly
réwniez 52 genotypy referencyjne podatne i odporne na grzyby z rodzaju Fusariun.

W opisie metod badawczych Autorka przedstawia wszystkie metody jakie wykorzystata w
swoich badaniach dzielac je na zadania zwigzane z prowadzeniem do$wiadczen polowych i oceng

porazenia badanych form przez grzyby z rodzaju Fusarium, identyfikacja markeréw

molekularnych sprzezonych z potencjalnymi genami odpornoéci na Fusarium spp. oraz analizg
ekspresji wybranych genéw kandydujgcych. W opisie doswiadczen polowych Doktorantka\
B
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sawarla bardzo szczegolowy opis warunkéw meteorologicznych wplywajacych na rozwoj
analizowanych patogenow, moim zdaniem takie dane, Iacznie z wykresami mozna umiesci¢ w opisie
wynikéw zwigzanych z oceng porazenia kukurydzy przez grzyby z rodzaju Fusarium, gdyz majg one
duzy wplyw na rozwdj patogenow i nasilenie objawéw chorobowych. W podrozdziale
.Fenotypowanie” Autorka przedstawia jedynie metodyke oceny odpornosci kukurydzy, zatem tytul
rozdzialu powinien byé zmieniony adekwatnie do opisu. W analizie wynikow znajdujg sie
informacje dotyczace korelacji migdzy stopniem odpornoéci a cechami plonotworczymi — jesli takie
cechy byly analizowane, nalezy bardziej uszczeg6towié metodyke badan. Ocena stopnia porazenia
ro$lin przez patogeny grzybowe powinna byé odniesiona do poziomu porazenia obserwowanego w
probach kontrolnych. Czy w przeprowadzonych przez Doktorantke eksperymentach zostaty
uwzglednione odpowiednie genotypy kontrolne, ktore umozliwityby wiarygodne okre$lenie stopnia
porazenia w badanych prébach?

Kolejna czes¢ metod badawczych dotyczy identyfikacji markeréw molekularnych.
Metodyka z tego zakresu jest dokladnie opisana, powinna by¢ jedynie uzupelniona o sposob
przeprowadzenia analizy GWAS, ktéra umozliwita wybor markeréw molekularnych powigzanych z
analizowang cecha. W dalszej czesci Autorka przedstawia metody wykorzystane do konwersji
markeréw silicoDArT i SNP w markery bazujace na PCR. Ta czg$¢ opisu metod powinna by¢
uzupelniona o nastepujace dane: 1. parametry jakie zastosowano do zaprojektowania starterow, 2.
wartosei Tm dla zaprojektowanych starterow (w tabeli 3 podany jest jedynie skiad mieszaniny
reakcyjnej). Ponadto Doktorantka przedstawia skiad mieszaniny dla reakcji multiplexPCR, jednakze
w opisic wynikéw nie znalaztam informacji o przeprowadzeniu takich analiz, proszg zatem
Doktorantke o wyjasnienie tej rozbieznosci podczas obrony.

W kolejnych podrozdziatach Doktorantka przedstawia metodyke dotyczaca analizy
ekspresji wybranych genéw kandydujacych poczawszy od uzyskania préb po inokulacj¢ w
odpowiednich punktach czasowych, izolacj¢ RNA, wybor genéw referencyjnych i przeprowadzenie
reakcji RT-qPCR.

W ostatnim podrozdziale opisu metod badawczych Doktorantka przedstawia wszystkie
metody statystyczne wykorzystane w rozprawie.

W rozdziale Wyniki Autorka oméwita wyniki opublikowane w pracach wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej (Publikacje 1,2 i 4) oraz wyniki analiz wykonanych dla 186 mieszancow F1.
Wyniki obserwacji polowych dotyczacych stopnia porazenia analizowanych genotypow sg bardzo
dokladnie opisane, jednakze w celu poprawy spojnosci opisu nalezaloby uja¢ wszystkie wyniki
na wspdlnych wykresach lub zestawi¢ takie wykresy obok siebie. Odnosniki do publikacji

utrudniaja poréwnanie wynikéw. Opis wynikéw powinien by¢ uzupetniony o krotkie
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przedstawienie danych z tabeli 8 np. dotyczacy wskazania, ktore genotypy referenc
ca pos$wieca analizie

yjne uznano za

odporne, a ktére za wrazliwe. W opisie wynikow Doktorantka duzo miejs

podobienstwa genetycznego pomiedzy badanymi liniami. Wyniki te majg duze znaczenie, ze

wzgledu na mozliwos¢ bardziej precyzyjnego wyboru form rodzicielskich w programach

hodowlanych, dlatego uwazam, ze ta czgs¢ pracy powinna byé rowniez uwypuklona w celu badan.
mapowanie

h, ktore

Ponadto, wizualizacja wynikow tej czgsci badafn powinna byé ujednolicona. Fizyczne
markeréw istotnie powigzanych z odpornosceig umozliwilo Doktorantce wybor tyc
zlokalizowane byly wewnatrz genéw. Markery te byly przedmiotem dalszych prac zwigzanych z
projektowaniem starteréw na potrzeby selekcji MAS. W opisie wynikow w podrozdziale 7.4.4 oraz
tabeli 11 Doktorantka przedstawia wyniki dla markeréw SSR, ISSR i STS zaczerpnigtych z

literatury, jaki byt cel stosowania tych markerow? Bardzo prosz¢ Doktorantkg o rozwinigcie tej

czesci pracy podczas obrony. Prosze réwniez o doprecyzowanie, dlaczego analizowano markery

molekularne zwigzane jedynie z odpornoscia kukurydzy na £ verticillioides (tabela 12 1 13).

Analiza poziomu ekspresji wybranych genéw po inokulacji patogenem potwierdza ich udzial
w odpowiedzi ro$liny na infekcjg. Dobrym uzupetnieniem wynikow a zakresu funkcji genéw byla by
analiza szlakéw metabolicznych, w ktdre zaangazowane s3 zidentyfikowane geny np. z
wykorzystaniem baz GO (Gene Ontology) lub KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes),
rozszerzenie dysertacji o takie wyniki zwigkszyloby jej sp6jnos¢ z postawiona hipotezg i zatozonym
celem badan. Biorac pod uwage przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki, hipoteza badawcza
powinna byé przeredagowana, gdyz przeprowadzone badania nie nawigzuja do mechanizméw
odpornosci, a wskakuja jedynie na potencjale geny zaangazowane w odpowiedz roslin kukurydzy na
infekcje grzybami z rodzaju Fusarium. Nie mniej jednak przedstawione wyniki majg bardzo duze
znaczenie zardwno poznawcze jak i aplikacyjne, a na uwagg zastuguje fakt szerokiego podejscia do
analizy gendéw zaangazowanych w odpowiedz obronng ro$lin oraz wskazanie genotypodw o wysokiej
odpornoéci, jak réwniez opracowanie metody pozwalajacej na oceng tej odpornosci na poziomie
analiz DNA.

W kolejnym rozdziale autoreferatu Doktorantka przedstawia obszerng dyskusj¢ uzyskanych
wynikéw z wynikami innych autoréw. Dyskusja napisana jest w poprawny sposob, pozwala odnies¢
wyniki Doktorantki do innych, opublikowanych prac badawczych.

W rozdziale dziewigtym Autorka podsumowala badania wykonane w ramach rozprawy i
przedstawita 10 wnioskow. Zwigzek miedzy przeprowadzonymi badaniami a wyciggnigtymi
wnioskami i spostrzezeniami dziala jak klarowna Sciezka, ktéra zapobiega nieporozumieniom i
blednym interpretacjom, wyjasniajac kazde odkrycie i zapewniajac spdjnos¢ przekazu. Dlatego
tez uwazam, Ze rozdzial ten powinien byé uzupelniony o wnioski plyngce z prowadzonych‘: ;
X
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do$wiadczen polowych. Ponadto kolejnoé¢ przedstawiania wnioskéw powinna by¢ spojna Z

kolejnoscig przedstawiania wynikéw w calej dysertacji, na przyklad whioski 9 i 10 powinny by¢

przedstawione wezesniej niz wnioski dotyczace ekspresji genow.

Whioski przestawione w dysertacji powinny byé odpowiedzig na postawione cele badawcze.
W jednym z nich Doktorantka zaklada optymalizacj¢ procedur diagnostycznych stuzacych do
identyfikacji nowych markeréw powigzanych z odpornoécig. Opis prac prowadzacych do osiggnig¢cia
tego celu oraz wnioski dotyczace tego zakresu nie zostaly przedstawione w dysertacji. W zwigzku z
tym, bardzo prosze Doktorantke o uzupetnienie tych informacji podczas publicznej obrony.

Ocenie poddalam réwniez jakosé strony edytorskiej oraz poprawno$¢ jezykowa dysertacji.
Praca zostala napisana poprawnym jezykiem, jednakze zawiera liczne bledy stylistyczne i literowe,
ktorych nie da sie uniknaé przy tak duzych opracowaniach. Chcialbym wyraznie zaznaczyC, Ze
wszystkie uwagi i komentarze, ktére prezentuj¢ w ramach tej recenzji, majg charakter
konstruktywnej dyskusji i sa jedynie propozycjami do ewentualnych rozwazan czy ulepszen. Nie
zmienia to faktu, Ze oceniam te prace bardzo wysoko i doceniam jej wartos¢ naukowg oraz wklad,
jaki wnosi do dyscypliny naukowej rolnictwo i ogrodnictwo.

Podsumowujac analize merytoryczng wynikéw badan zaprezentowanych w  niniejszej
rozprawie doktorskiej, stwierdzam, ze dostarczyly one nowych danych z zakresu odpornosci
kukurydzy na grzyby z rodzaju Fusarium. Uzyskane przez Doktorantke wyniki maja istotne
znaczenie dla lepszego zarzadzania zasobami genetycznymi i wykorzystania ich w programach
hodowlanych w celu podnoszenia odpornoéci kukurydzy, a tym samym uzyskiwania lepszych
plonéw. Ponadto wyniki badafi przedstawionych przez Doktorantke wskazujg na koniecznosc
poglebiania wiedzy dotyczacej mechanizméw odpornosci na grzyby z rodzaju Fusarium, aby mozna

bylo z wieksza efektywnoscia prowadzi¢ hodowlg tego gatunku.

Wniosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa mgr inz. Aleksandry Sobiech pt.:
., Wielowymiarowa eksploracja molekularnych mechanizméw zwigzanych z odpornoscig kukurydzy
(Zea mays) na fuzarium” spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz.U. z 2024 r. poz. 1571) stawiane
rozprawom doktorskim, dlatego tez wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i

Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr inz. Aleksandry

Sobiech do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.
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