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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Kuszewskiej pt. ,,Ocena
zréznicowania genetycznego populacji mapujacych jako podstawa
konstrukeji mapy genetycznej Salix ssp.” Praca zostala wykonana w
Katedrze Genetyki, Hodowli Ro$lin i Inzynierii Biosurowcéw pod
kierunkiem dr. hab. inz. Jerzego Przyborowskiego prof. UWM.

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy szerokiej problematyki zwiazanej z
mozliwoscig wielostronnego wykorzystania gatunkéw nalezacych do rodzaju Salix ssp., do
produkcji biomasy jako alternatywne Zrédla energii, charakteryzujacych sie odpowiednimi
wiasciwosciami drewna lub przeznaczonymi do produkcji wyrobéw meblarskich a takze w
celach farmakologicznych.

Doktorantka zwrécita uwage na realne mozliwosci uzyskiwania na drodze genetyczno-
hodowlanej wyzszego plonu biomasy poprzez poznanie dziedziczenia cech struktury plonu.
Otrzymanie odpowiednich mieszaficow migdzygatunkowych o wysokiej odpornosci na
patogeny prowadzi¢ bedzie do uzyskanie materialtéw wyjsciowych i wyprowadzenia odmian
przydatnych do zakladania odpowiednich szybko rotujacych plantacji, przydatnych dla
przemyshu.

Wyhodowanie odpowiednich odmian jest zadaniem dlugofalowym, wymagajacym
znajomosci skomplikowanej i nie do kofica opracowanej systematyki rodzaju Salix. Z jednej
strony tatwos¢ pozyskiwania mieszaficow miedzygatunkowych, zdolno$é rozmnazania
wegetatywnego, ale z drugiej strony specyfika biologii kwitnienia i zapylania (czesto
dwupiennos¢) stawiaja badacza przed trudnym wyzwaniem. Otrzymanie odpowiednich
populacji mapujacych, ktére umozliwig poznanie sposobu dziedziczenia waznych cech jest
niezbednym krokiem i nietatwym zadaniem.

Wykorzystanie metod biotechnologicznych umozliwia nie tylko wyprowadzenie roslin

z niedojrzatych zarodkéw przy wykorzystaniu kultur in vitro, ale takze zastosowanie



odpowiednich markeréw molekularnych i powigzanie ich z poligenicznymi cechami struktury
plonu (OTL). Ma to istotne znaczenie w tworzeniu nowych lepiej plonujacych odmian z rodzaju
Salix ssp., ktére s3 najczgsciej mieszaficami miedzygatunkowymi mogacymi mieé
wszechstronne zastosowanie.

Uwazam, ze podjgte przez mgr Anng Kuszewska badania s3 wazne i interesujace pod
wzglgdem wartosci poznawczych i aplikacyjnych oraz bardzo dobrze wpisuja sic w obecne
trendy badawcze.

Oceniana praca doktorska obejmuje 144 strony, w tym 26 tabel, 21 rysunkéw, 8
fotografii. Praca zawiera nastepujace rozdziaty: Na poczatku pracy zamieszczono spis tresci,
spis rysunkéw, tabel i fotografii oraz stosowane skroty. Na tre$é pracy sktadaja sie: Wstep i Cel
Pracy, Przeglad PiSmiennictwa, Materiat Badawczy i Metody, Wyniki, Dyskusja Wynikéw,
Whioski, Aneks zawierajacy: tabele sekwencji markerow RAPD oraz ISSR wykorzystanych w
badaniach wiasnych, wyniki cech struktury plonu (liczba pedéw, $rednica pedu wiodacego,
wysokos¢ pedu wiodacego) dla populacji mapujacych P4 i PS5, schematy 31 grup sprzezen
wygenerowanych na podstawie analiz roslin dla obu populacji mapujacych oraz fotografie
doswiadczen z plantacji i podczas prowadzonych pomiaréw biometrycznych. W rozdziale
Literatura podano wykaz cytowanej literatury (w wigkszosci obcojezycznej), ktory zawiera 250
pozycji. Na koficu pracy zostaly przedstawione streszczenie pracy w jezyku polskim oraz
angielskim.

Poszczegblne rozdzialy zostaly podzielone na podrozdzialy co bardzo poprawito
czytelnos¢ zawartych informacji i umozliwito przedstawienie tresci rozprawy jako logiczna
cato$¢. Praca zostata napisana poprawnym jezykiem.

Tytut pracy odpowiada tresci rozprawy. Po wstepie Autorka przedstawita jasno

sprecyzowane cele badan, ktore byly konsekwentnie realizowane w kolejnych etapach badan.

Przeglad PiSmiennictwa zostal podzielony na 4 gtéwne kierunki zagadnien. Pierwszy
dotyczy problematyki zwigzanej z zagadnieniami pozyskiwania biomasy i samymi roslinami
energetycznymi. Autorka omawia podstawowe sktadniki drewna (celuloze, hemicelulozg oraz
ligning) i mozliwosci uzyskiwania z nich cennych biopaliw (bioetanol lignocelulozowy,
bioetanol czy biodiesel oraz borowodér czy biobutanol). Zwigkszanie upraw szybkorosnacych
roslin bioenergetycznych moze stanowié substytut wyczerpujacych sie paliw kopalnych.
Autorka zwrdcita uwage na mozliwo$¢ pozyskiwania surowca energetycznego z trzech grup

roslin — drzewa i krzewy, trawy oraz byliny. Najwazniejsze cechy to dynamiczny przyrost



ped6éw rocznych, duza liczba nowych odrostow na karpie i odpornosé na patogeny oraz wysoka
wartos¢ opalowa.

Doktorantka nastepnie oméwita w sposob przystepny skomplikowana i nie do kofica
opracowana systematyke rodzaju Salix L. Przedstawila rozmieszczenie geograficzne
podrodzajéw, problem poziomu ploidalnodei, biologie kwitnienia i zapylania. Oméwita
zagadnienia zwigzane z tworzeniem mieszancéw miedzygatunkowych w warunkach
naturalnych. Zaznaczyta, ze w Polsce opisano okoto 30 gatunkéw nalezacych do rodzaju Salix.
W tym gatunek wierzby wiciowej, ktéry uwazany jest za perspektywiczny z przeznaczeniem
na cele energetyczne. Autorka przedstawita rowniez charakterystyke botaniczna Salix vinimalis
oraz S. schwerinii, gatunki i ich mieszafce najczesciej wykorzystywane w europejskich
programach badawczych. Wazna problematyka hodowli Salix zostata przedstawiona bardzo
obszernie, co jest zrozumiale, poniewaz wiaze si¢ bezposrednio z realizacja postawionych
celéw pracy. Dotychczasowe osiagnigcia zwigzane z wybranymi systemami markeréw DNA i
zastosowanie ich w analizach molekularnych oraz mapowaniu genetycznym rodzaju Salix
zostaly szczegélowo opisane w podrozdziale 4. W tabeli 3 autorka podata zestawienie
dotychczas opublikowanych wynikéw badan dotyczacych mapowania u réoznych gatunkow z
rodzaju Salix. Wyraznie wida¢, ze doktorantka $wietnie jest zorientowana w omawianych
zagadnieniach, co wigze si¢ bezposrednio z celem przedstawionej do oceny pracy.

Caly, obszerny rozdziat Przeglad Pi$miennictwa zostat napisany interesujaco i przybliza
najwazniejsze dotychczasowe osiagnigcia, ktorych wyniki mozna spotka¢ w $wiatowej

literaturze.

Kolejny rozdziat pracy doktorskiej Material Badawczy i Metody dotyczy otrzymania
populacji mapujacych pokolenia P4 i P5. Szczegdtowy opis wybranych form rodzicielskich i
przedstawiony w sposéb klarowny na schemacie (ryc. 4) dokladne pochodzenie obu populacji
mapujacych. Rosliny mieszaficowe pokolenia F; oraz badanych populacji zostaty
wyprowadzone dzieki zastosowaniu kultur in vitro niedojrzatych zarodkéw. Z kazdego
mieszanca otrzymane rosliny rozmnozono réwniez wykorzystujac kultury in vitro co pozwolito
na utworzenie klonéw. Nastepnie autorka przedstawita szczegblowo sposob zalozenia

doswiadczen polowych oraz wykonane pomiary biometryczne.

W podrozdziale Metody Badan Molekularnych w sposéb klarowny zostaly
omowione: izolacja genomowego DNA, ocena jakosciowego i ilosciowego DNA oraz sposéb
doboru starteréw RAPD-PCR i ISSR-PCR a takze kryteria wyboru do dalszych analiz 58



starterow RAPD i 5 starterow ISSR. Zostaly szczegblowo oméwione zastosowane analizy
statystyczne dla danych biometrycznych, analizy wariancji, oceny zaleznosci pomiedzy
cechami i wielowymiarowa analize sktadowych gléwnych. Opracowanie wynikow analiz
molekularnych zostato doktadnie opisane a zastosowane odpowiednich programéw umozliwito
okreslenie indeksu zmiennosci, poziomu heterozygotycznosci, procentu loci polimorficznych i
liczbg alleli a zastosowanie programu AMOVA pozwolilo na oceng zmiennosci molekularne;j.
W dalszym ciagu tego rozdzialu przedstawiono w jaki sposéb przeprowadzono konstrukcje
map genetycznych. Kolejno oméwionym krokiem byla identyfikacja QTL-i, co w efekcie
umozliwito Autorce przedstawienie graficznie dla kazdej z analizowanych cech, mapy sprzezen

oraz loci cech ilosciowych.

Rozdziat Wyniki zostat opisany na 27 stronach i podzielony na podrozdzialy co
pozwolito na potgczenie w grupy kolejno uzyskane wyniki, tworzac czytelny uktad. Ten
obszerny rozdzial zostat napisany przystgpnie. Warunki meteorologiczne panujace w okresie
trwania doswiadczenia zostaly szczegélowo omoéwione, a na rysunku 11 oraz w tab. 51 6
przedstawiono przebieg zmiennosci temperatur i opadéw z okresu 2010 — 2017. Dane te majg
bezposredni zwigzek z oméwionymi wynikami dotyczacymi zmiennoscei analizowanych cech,
cech biomasy i plonu biomasy badanych populacji. Autorka szczegbtowo omodwita otrzymane
wyniki cech struktury plonu dla roslin pokolenia P4 i P5 w kolejnych latach badan. Ciekawe
s wyniki wielowymiarowej analizy cech: wysokosci roslin, $rednicy pedu, rozkrzewienia i
masy roslin populacji mapujgcej P5. Umozliwito to wskazanie procentowego udziatu cech w
catkowitej zmiennosci.

Otrzymane wyniki analiz molekularnych obu populaciji mapujacych, ktére doktadnie
zostaly opisane w calym podrozdziale 6.3. $wiadcza o bardzo dobrym opanowaniu zagadnien
genetyki molekularnej przez doktorantke. Wyréznienie grup sprzezen, czyli przeprowadzenie
mapowania genetycznego, okreslenie zmiennosci i podobienstwa genetycznego, grup sprzezen
obu populacji mapujacych i co najwazniejsze okreslenie liczby QTL-i zwigzanymi z cechami

struktury plonu wskazuje, ze cel pracy zostat osiagniety.

Bardzo ciekawie zostata przeprowadzona Dyskusja Wynikéw. Mgr Anna Kuszewska
W interesujacy sposob przeprowadzita konfrontacje wynikow wlasnych badan z osiggnigciami
innych autoréw zamieszczonymi przewaznie w najnowszych publikacjach. Sposdb

przedstawienia tego rozdziatu potwierdza duza znajomosé tematyki badawczej, a takze



wnikliwa analiza wtasnych wynikéw badan potwierdza Jej predyspozycje do dalszej pracy
naukowe;j.
Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka sformutowata 9 wnioskéw, ktore sa
zwigzane z postawionym celem pracy i odzwierciedlajg bardzo dobrze uzyskane wyniki badan.
Na szczegélne podkreslenie zastuguje powigzanie w logiczng catos¢ kolejnych

rozdzialow: Wyniki, Dyskusja Wynikéw i Wnioski.

Uwagi

Analizujgc rozprawe doktorska zanotowatam kilka uwag i niescistosci. Pierwsza uwaga
dotyczy stosowanego przez Autorke terminu ,,0kres wegetacyjny.” Nie jest to okreslenie
wiasciwie, ktére zostato zastosowane do prowadzonych obserwacji badanych roslin, czyli
~-okresu wegetacji”. Okres wegetacyjny - to okreslenie dotyczy catego okresu, kiedy mamy do
czynienia z wegetacja. Druga uwaga dotyczy - kultury in vitro - powinny by¢ pisane kursywa,
poniewaz jest to termin pochodzacy z taciny. Trzecia uwaga dotyczy czesto uzywanego przez
autorke okreslenia ,,przynalezniony” np. do rodzaju, czy jak w tytule na rys. 19 — chyba lepiej
stosowac termin ,,nalezacy” czy ,,zaliczany™. W tabeli 1 Autorka podaje przyktady mieszancow
miedzygatunkowych i gatunkéw rodzicielskich a nie samych krzyzowan, jako procesu
technicznego co wynikatoby z tytutu. Drobne uwagi dotycza pomytek, ktore bez trudu powinny
by¢ usuniete przy przygotowywaniu pracy do druku. Autorka czesto stosuje skrot odm. zamiast
catego stowa odmiana, ktéra nie posiada skrotu. Na str. 9 przy wykazie skrotow InDel ang.
Insertion/Deletion powinno by¢ Polymophism. Aktorka w roznych miejscach w pracy uzywa
termin6w: sztobry, zrzezy, sadzonki moim zdaniem to ostatni termin Jest bardziej prawidtowy.

W spisie literatury nalezatoby uwzglednié koniecznie stosowane zasady np. dotyczace
kolejnosci zamieszczania danych bibliograficznych w przypadku tego samego pierwszego
autora (jeden autor, dwéch autoréw i wielu autoréw). Nastepna uwaga dotyczy nazw czasopism
w ktorych ukazata si¢ cytowana publikacja, zawsze powinny by¢ napisane duzymi literami.
Bledy zauwazytam w kilku pozycjach (22, 28, 50, 72,76,80, 104, 109, 120,129,139, 149, 153,
153, 161, 176, 187, 196, 207, 209, 225, 230, 231, 234, 237, 239, 244).

Podsumowujac, chciatabym podkresli¢, ze mgr inz. Anna Kuszewska wykazata sie
bardzo duza wiedza w zakresie podjetej tematyki, znajomoscia pismiennictwa i metod
badawczych oraz umiejetnoscia opracowywania i interpretacji wynikéw, co $wiadczy o Jej

bardzo dobrym przygotowaniu do pracy naukowej. Zauwazone niedociggnigcia, bledy i



sugestie maja charakter pomocniczy a przy przygotowywaniu pracy do druku w czasopismie
naukowym, mogg by¢ tatwo skorygowane lub uzupetnione.

Przedstawiona do recenzji praca jest bardzo interesujaca stanowi ciekawe rozwigzanie
problemu naukowego, a uzyskane wyniki majg bardzo duze znaczenie dla nauki oraz dla

praktyki.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny praca spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, ktore zostaly okreslone w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (DZ.U. z 2003 r.,
Nr 65, poz.595, z pézniejszymi zmianami). Wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo
i Ogrodnictwo, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie pani mgr.

inz. Kuszewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

e, VQMMULV ﬂ@‘é

Prof. dr hab. Ewa Sawicka-Sienkiewic



