ABSTRACT

Winter rye, despite the fact that it is of relatively small importance on a global scale, is
one of the basic cereals in Polish agricultural production. The economic importance of rye in
Poland is strongly related to its frost resistance and low soil requirements. It is primarily a
fodder grain, but it also finds many other applications, e.g. in the grain milling industry, in the
production of green mass or as a source of renewable energy. From the mid-80s of the 20th
century, rye hybrid varieties began to be registered, which are characterized by better
uniformity and significantly higher yield potential. Seed production of hybrid varieties of rye
applies the phenomenon of cytoplasmic male sterility (CMS), which makes it possible to
obtain sterile plants without manual castration. In winter rye, we distinguish two types of
sterilizing cytoplasm: Pampa (CMS-P) i Vavilov (CMS-V). The cytoplasm of Vavilov
includes sources of cytoplasmic male sterility such as: CMS-C, CMS-R, CMS-S and CMS-G,
which are generally considered genetically identical. Almost all registered hybrid varieties of
cultivated rye (Secale cereale L.) are based on CMS-P. The Pampa cytoplasm reveals a strong
sterilizing effect, and thus it is difficult for breeders to effectively restore male fertility in
hybrid varieties. Therefore, it would be worth introducing more varieties with an alternative
type of sterilizing cytoplasm into cultivation - CMS-V. Wider use of the Vavilov cytoplasm
would result in an increase in genetic diversity within hybrid varieties of rye, and at the same
time, in the obtained hybrids, restoring male fertility should not be a problem. The
intensification of breeding work on hybrid varieties based on the CMS-V system will be
supported by a more accurate understanding of the genetic mechanisms responsible for
fertility/sterility control.

In this paper, research was undertaken with the aim of: extending the knowledge on
the occurrence of sterilizing cytoplasms in European populations of winter rye, assessing the
frequency of nuclear sterility/fertility alleles in European populations of winter rye, and
determining the chromosomal location of minor nuclear genes controlling the restoration of
male fertility in the C cytoplasm.

As part of expanding knowledge about the occurrence of different types of cytoplasm
in rye populations, four Polish population varieties and five European historical populations
were tested using SCAR molecular markers (seeds of varieties not cultivated for several
decades were obtained from gene banks). The results showed the absence of Pampa-type
sterilizing cytoplasm in European historical winter rye varieties - only plants with Normal and

CMS-Vavilov cytoplasms appeared in them. In Polish population varieties, the same two



types of cytoplasm occurred, but in two varieties (Dafikowskie Diament and Stanko) the
presence of Pampa cytoplasm was additionally found. In the Dankowskie Diament cultivar,
plants with CMS-P constituted the dominant part of the population (only one of the tested
plants had cytoplasm other than Pampa).

In order to estimate the frequency of nuclear sterility/fertility alleles in European
populations of winter rye, test crosses were carried out with male sterile lines 541C (with C
cytoplasm) and 541P (with Pampa cytoplasm), followed by visual phenotypic evaluation of
the resulting hybrids. In total 2419 hybrid plants with Polish populations and European
historical populations of winter rye as pollinators were assessed. Hybrids with sterilizing C
cytoplasm generally showed more effective fertility restoration than hybrids with CMS-P. The
individual rye populations studied differed more or less significantly in terms of their ability
to restore male fertility. This was particularly noticeable in hybrids with the Pampa
cytoplasm: the cultivars Dafikowskie Amber and Dankowskie Diament, and to a slightly
lesser extent Armand, were more effective in restoring male fertility than the Horyzo cultivar
and the historical populations.

The mapping of minor genes involved in the restoration of male fertility in rye hybrids
with cytoplasm C, was performed using the mapping population [544C x MOt|BCI and its
subsequent generations obtained by backcrossing, and then (from the BC3 generation) also
inbreeding (F2-F5 generations). Pre-selection of paternal components used for hybridization,
which was performed with the use of SCAR molecular markers, resulted in the fact that the
examined generations of the mapping population did not contain the main restorer gene Rfcl
located on the long arm of the 4R chromosome. Thanks to this, the pollination in some of
plants observed in each subsequent segregating generation resulted from the presence of
secondary restorer genes, allowing the use of produced plant material as a mapping
population to determine the location of these genes. In the first stage of the study, molecular
analyzes of the [544C x MOt]BC1 mapping population were carried out using 274 PCR-based
markers (271 COS markers and 3 SCAR). As a result of these analyses, one polymorphic
marker (c892) was identified on chromosome 2R, showing a correlation with the fertility
restoration. Next, analyzes of the [544C x MOt]BC3F3 and [544C x MOt|BC3F4 hybrid
populations were performed using the DArTseq technology and the non-parametric Kruskal-
Wallis test, and the results indicated chromosome 2R and 5R as the locations of minor
restorer genes. The phenotypic effect of a gene located on chromosome 2R appears to be

significantly greater than that of a gene located on chromosome 5R.
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STRESZCZENIE

Zyto ozime, mimo iz w skali swiatowej ma stosunkowo niewielkie znaczenie, to
stanowi jedno z podstawowych zb6z w polskiej produkcji rolniczej. Znaczenie gospodarcze
zyta w Polsce silnie wigze si¢ z jego mrozoodpornodcig i niewielkimi wymaganiami
glebowymi. Jest ono przede wszystkim zbozem paszowym, ale znajduje réwniez wiele innych
zastosowaii m.in. w przemysle zbozowo-mtynarskim, w produkcji zielonej masy czy tez, jako
zrodlo odnawialne energii. Od potowy lat 80-tych XX wieku zaczeto rejestrowaé odmiany
mieszancowe zyta, ktére charakteryzujg sie lepszym wyréwnaniem i wyraznie wiekszym
potencjatem plonotwérczym. Produkcja nasienna odmian mieszaficowych zyta wykorzystuje
zjawisko cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (CMS), dzieki ktéremu mozliwe jest
otrzymanie roslin sterylnych bez recznego kastrowania. U zyta ozimego wyrdzniamy dwa
typy cytoplazm sterylizujgcych: Pampa (CMS-P) i Vavilovii (CMS-V). Do cytoplazmy
Vavilovii zaliczamy Zrodta cytoplazmatycznej meskiej sterylnosei takie jak: CMS-C, CMS-R,
CMS-S i CMS-G, ktore powszechnie uznaje sie za genetycznie tozsame. Prawie wszystkie
zarejestrowane odmiany mieszaficowe zyta uprawnego (Secale cereale L.) oparte sg na CMS-
P. Cytoplazma Pampa wykazuje silne dziatanie sterylizujace, a co za tym idzie nastrecza
hodowcom trudnosci przy skutecznym przywracaniu meskiej plodnosci w odmianach
mieszancowych. Dlatego tez warto byloby wprowadzié do uprawy wigkszg liczbe odmian z
alternatywnym typem cytoplazmy sterylizujacej - CMS-V. Szersze wykorzystanie cytoplazmy
Vavilovii spowodowatoby zwickszenie zréznicowania genetycznego w obrebie odmian
mieszaficowych zyta, a jednoczesnie w uzyskiwanych mieszaficach przywrécenie meskiej
plodnosci nie powinno stanowié trudnogci. Intensyfikacii prac hodowlanych nad odmianami
mieszaficowymi opartymi o system CMS-V sprzyjaé bedzie doktadniejsze poznanie
genetycznych mechanizméw odpowiedzialnych za kontrole ptodnosci/sterylnosci.

W niniejszej pracy podjeto badania zmierzajace do: poszerzenia wiedzy na temat
wystgpowania cytoplazm sterylizujgcych w europejskich populacjach zyta ozimego, oceny
frekwencji jadrowych alleli sterylnosci/ptodnogei w europejskich populacjach zyta ozimego
oraz okreslenia chromosomowej lokalizacji pobocznych gendw jadrowych kontrolujgcych
przywracanie meskiej ptodnodci w cytoplazmie C.

W ramach poszerzenia wiedzy o wystepowaniu réznych typdw cytoplazm w
populacjach zyta, za pomocg markerdéw molekularnych SCAR przebadano cztery polskie
odmiany populacyjne i pigé europejskich populacji historycznych (nasiona nieuprawianych od

kilkudziesigciu lat odmian otrzymano z bankéw gendéw). Wyniki wykazaty brak obecnosci



cytoplazmy sterylizujgcej typu Pampa w europejskich odmianach historycznych zyta ozimego
— pojawialy si¢ w nich wylgcznie rodliny z cytoplazmami Normalng i CMS-Vavilovii. W
polskich odmianach populacyjnych wystepowaly te same dwa rodzaje cytoplazm, ale w
dwoch odmianach (Dafikowskie Diament i Stanko) stwierdzono dodatkowo obecnogé
cytoplazmy Pampa. W odmianie Dankowskie Diament rosliny z CMS-P stanowity
dominujgcg czedé populacji (tylko jedna z badanych roglin miata cytoplazme inng niz Pampa).

W celu oszacowania frekwencji jadrowych alleli sterylno$ci/plodnosci w europejskich
populacjach zyta ozimego przeprowadzono krzyzowania testowe z udzialem meskosterylnych
linii 541C (z cytoplazmg C) i 541P (z cytoplazma Pampa), a nastgpnie wzrokowg ocene
fenotypowsg uzyskanych mieszancéw. Ocenie poddano 2419 roglin mieszancowych z polskimi
odmianami oraz z europejskimi populacjami historycznymi zyta ozimego w roli zapylaczy. U
mieszaficow z cytoplazmg sterylizujacg C generalnie obserwowano efektywniejsze
przywracanie plodno$ci niz u mieszancéw z CMS-P. Poszczegdlne badane populacje zyta
r6znity si¢ mniej lub bardziej znacznie pod wzgledem zdolnogci do przywracania meskiej
plodnosei. Szczegolnie wyraznie dawalo si¢ to zauwazy¢ w przypadku mieszancow z
cytoplazmg Pampa: odmiany Dankowskie Amber i Dankowskie Diament oraz w nieco
mniejszym stopniu Armand byly efektywniejsze w przywracaniu meskiej plodnosci niz
odmiana Horyzo oraz populacje historyczne.

Mapowanie pobocznych genéw zaangazowanych w przywracanie meskiej ptodnoéci
w mieszaficach zyta z cytoplazmg C wykonano wykorzystujac populacje mapujacy [544C x
MOt]BC1 oraz jej kolejne generacje otrzymywane na drodze krzyzowania wstecznego, a
nastgpnie (od pokolenia BC3) réwniez chowu wsobnego (pokolenia F2-F5). Preselekcja
komponentéw ojcowskich uzytych do krzyzowania, ktérg wykonano z uzyciem markeréw
molekularnych SCAR spowodowata, ze badane pokolenia populacji mapujgcej nie posiadaty
glownego genu restorerowego Rfc! zlokalizowanego na dtugim ramieniu chromosomu 4R.
Dzigki temu pylenie czgsci rodlin obserwowane w kazdym kolejnym segregujacym pokoleniu
wynikato z obecnosci pobocznych genéw restorerowych pozwalajac na uzycie wytworzonego
materiatu ro$linnego, jako populacji mapujgcej do okredlenia lokalizacji tych genow. W
pierwszym etapie badaf przeprowadzono analizy molekularne populacji mapujacej [544C x
MOt]BC1 z wykorzystaniem 274 markeréw opartych o metod¢ PCR (271 markeréw typu
COS i 3 SCAR). W wyniku tych analiz na chromosomie 2R zidentyfikowano jeden
polimorficzny marker (c892) wykazujacy korelacje z cechg plodnogci. Nastepnie
przeprowadzono analizy populacji mieszaficowych [544C x MOt|BC3F3 i [544C x
MOt]BC3F4 wykorzystujac technologie DArTseq oraz nieparametryczny test Kruskala-



Wallisa i uzyskano wyniki wskazujgce na chromosomy 2R oraz 5R, jako lokalizacje
pobocznych genow restorerowych. Efekt fenotypowy dziatania genu zlokalizowanego na

chromosomie 2R wydaje sie by¢ znaczaco wigkszy niz genu z chromosomu 5R.

Stowa kluczowe: zyto, cytoplazmatyczna meska sterylno$¢, CMS- C, poboczne geny restorerowe,
markery COS, DArTseq
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr inz. Martyny Sobezyk
pt. ,, Wyst¢powanie genéw meskiej sterylnosci w wybranych populacjach zyta
ozimego oraz poszukiwanie markerow molekularnych sprzezonych z pobocznymi
genami przywracajacymi plodnosé w systemie CMS-C”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Martyny Sobczyk zostata
zrealizowana pod kierunkiem Pana dr hab. inz. Stefana Stojalowskiego, profesora ZUT
w Katedrze Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin, Wydzialu Ksztaltowania Srodowiska
i Rolnictwa, Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.

Obiektem badan prowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej jest ozima forma zyta
zwyczajnego (Secale cereale 1..). Gatunek ten jest wazng rosling uprawng w Europie Srodkowej
1 Wschodniej, a jego znaczenie gospodarcze jest szczegolnie istotne w Polsce. Przystosowanie
zyta do wzrostu w warunkach glebowych niekorzystnych dla innych zbdz, duza tolerancja na
stresy biotyczne 1 abiotyczne, mozliwo$¢ uprawy w warunkach minimalnych naktadow
produkcyjnych, a takze popyt na ziarno sprawiajg, ze pomimo obserwowanego w poprzednich
dekadach spadku, areal jego uprawy w Polsce utrzymuje si¢ w ostatnim czasie na mniej wiecej
stalym poziomie 700 — 800 tys. ha. Ziarno zyta ze wzgledu na walory odzywcze i prozdrowotne
wynikajgce m.in. z zawartosci blonnika pokarmowego, mineraléw takich jak cynk, zelazo czy
potas, a takze szeregu zwigzkow bioaktywnych jest cennym surowcem w przemysle
spozywczym. Prace hodowlane, a szczegdlnie wprowadzenie do uprawy odmian
mieszancowych, przyczynily si¢ do postepu w plonowaniu. W Polsce nadal w uprawie
dominujg odmiany populacyjne pomimo, ze na liscie odmian roslin rolniczych COBORU
przewazaja odmiany mieszancowe. Warunkiem uzyskania odmian mieszancowych jest
dysponowanie szerokim wachlarzem kompatybilnych linii me¢skosterylnych, dopelniajgcych
i restorerowych. Obecnie w rejestrze odmian dominujg odmiany oparte na systemie meskiej
sterylnosci typu Pampa, jak zaznacza Doktorantka, prowadzi to do zawezenia zmiennosci
genomow cytoplazmatycznych. Co prawda genomy mitochondrialny i chloroplastowy
sg niewielkie, a liczba kodowanych przez oba genomy genow jest roéwniez znikoma,
w porownaniu z genomem jgdrowym, niemniej jednak wspotczesna wiedza nie pozwala nam
jednoznacznie stwierdzi¢, czy dzialania zawezajgce zmiennos$¢ genomow organellarnych nie
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doprowadzg do katastrofalnych dla gatunku uprawnego skutkoéw. Stad rozwigzanie jakie
przedstawia Doktorantka, polegajace na wykorzystaniu alternatywnego dla Pampa systemu
Vavilovii, a dokladniej cytoplazmy typu C, wydaje si¢ w dalszej perspektywie niezwykle
wazne i pozgdane. Zastosowanie systemu Pampa w hodowli nowych odmian mieszancowych
jest stosunkowo proste z uwagi na rozpowszechnienie materialow posiadajacych ten typ
cytoplazmy. Od kilkudziesigciu lat wyprowadzane sa jednoczesnie linie dopelniajgce
i restorerowe, a towarzyszy temu duze doswiadczenie naukowcow i hodowcow w pracy z tym
systemem warunkowania meskiej sterylnosci. Zastosowanie cytoplazm typu Vavilovii jest
malo popularne i ma charakter niszowy stad zasob wiedzy na temat jego zalet i wad oraz
sposobdw przezwyciezania problemow w pracy w tym systemie jest ograniczony. Tym bardziej
nalezy podkreslic¢ istotny wklad Doktorantki oraz pracownikow Katedry Genetyki, Hodowli
i Biotechnologii Roslin ZUT w Szczecinie, w tym wychowankdw Prof. Mirostawa Lapinskiego
— pioniera tej tematyki badawczej, w rozwdj zagadnienia jakim jest wykorzystanie cytoplazm
innych niz Pampa w tworzeniu odmian mieszancowych zyta. Reasumujgc, tematyka badawcza
podjeta przez doktorantke jest bardzo aktualna i znaczaca dla dyscypliny naukowej rolnictwo
i ogrodnictwo.

Struktura pracy

Rozprawe doktorskg mgr inz. Martyny Sobczyk stanowi monografia naukowa. Praca
liczy 122 strony. Wydzielono w niej rozdzialy typowe dla prac z zakresu nauk przyrodniczych
niemniej jednak poszczegolnym rozdzialom nie nadano numerdéw, co troche utrudnia
poruszanie si¢ po pracy. Na poczgtku rozprawy umieszczono wstep, w ktorym opisano
znaczenie gospodarcze zyta, omowiono zrddla cytoplazm sterylizujgcych oraz progres
w hodowli odmian mieszancowych zyta. Wstep stanowi syntetyczne wprowadzenie
w tematyke badawczg podjeta w pracy doktorskiej i sygnalizuje wszystkie istotne zagadnienia,

ktorych dotyczg prowadzone badania. Nastepnie przedstawiono hipotez¢ badawczg oraz

zwiezle i precyzyjnie sformulowano trzy cele pracy. Przeglad literatury liczy 17 stron. Autorka

w pieciu podrozdzialach omoéwila pochodzenie, systematyke, cechy morfologiczne
i fizjologiczne zyta, znaczenie gospodarcze zyta ozimego, zagadnienie cytoplazmatycznej
meskiej sterylnosci, hodowle odmian mieszancowych oraz zastosowanie markerow

molekularnych w pracach nad tym gatunkiem. Wykorzystany w pracy material i metody zostaty

szczegdlowo opisane w kolejnym rozdziale, ktory obejmuje 15 stron i 10 podrozdzialow.
Autorka opisuje w nich metodyke oceny plodnosei roslin, proces uzyskiwania mieszancow
i wyprowadzania populacji mapujacej, a takze metody laboratoryjne takie jak izolacja DNA
czy techniki markerowe SCAR, COS i DArTseq oraz sposob prowadzenia analiz
statystycznych i bioinformatycznych uzyskanych wynikow. Dodatkowo zmodyfikowany
protokodl izolacji DNA roslinnego metodg CTAB znajduje si¢ w rozdziale ,,Zalgczniki”.
Kolejny, liczacy 34 strony, rozdzial prezentuje wyniki i stanowi zasadnicza cz¢$¢ pracy.
W siedmiu podrozdzialach z 13 tabelami i 9 rysunkami oraz dodatkowo w 12 tabelach

umieszezonych na 18 stronach rozdzialu ,,Zalgczniki” Autorka opisuje wyniki eksperymentow.
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Strona2z7



UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lubline
Otrzymane rezultaty sg logicznie uporzadkowane i czytelnie przedstawione, a dotyczg kolejno
identyfikacji typu cytoplazm z wykorzystaniem markeréw SCAR, oceny zdolnosci wybranych
polskich i europejskich populacyjnych odmian zyta do przywracania plodnogci w systemach
CMS-C i CMS-P, identyfikacji i mapowania pobocznych jadrowych gendw restorerowych
w systemie CMS-C oraz opracowania markeréw dla tych genéw. Stanowigca kolejny rozdzial
dyskusja obejmuje 12 stron i w sposob syntetyczny, ale wyczerpujgcy dostarcza interpretacji
wynikow w oparciu o literature przedstawiajgc je w szerszym kontekscie. Wyodrgbniono w niej
trzy podrozdzialy, w ktorych Autorka komentuje wyniki dotyczace (1) identyfikacji cytoplazm
w europejskich populacjach zyta, (2) przywracania meskiej plodnosci przez odmiany
populacyjne zyta linom z cytoplazmg sterylizujagcg C i P oraz (3) identyfikacji genow
restorerowych w populacji mapujacej wytworzonej na potrzeby niniejszej pracy. Podobnie jak
pozostale czgsci rozprawy, ,,Dyskusja” zostala zorganizowana starannie i w przemyslany
sposob. W rozdziale ,,Podsumowania i wnioski” sformulowano 6 punktow stanowigcych
poprawng rekapitulacje uzyskanych wynikdéw. Zgodnie ze sformulowanymi celami
i hipotezami badawczymi wskazujg one na wystepowanie cytoplazm = sterylizujgcych
w odmianach wspolczesnych i ich brak w odmianach historycznych, wiekszg skutecznosé
odmian wspolczesnych, w porownaniu do historycznych w przywracaniu plodnosci,
szezegblnie w systemie CMS-C. Ponadto wlasciwie wyprowadzona populacja mapujgca, nie
zawierajgca glownego genu restorerowego Rfc/ umozliwila zaréwno identyfikacje dwoch
nieznanych wezesniej genow pobocznych odpowiedzialnych za przywracanie meskiej
plodnosci, jak rowniez opracowanie markera sprzezonego z jednym z tych gendéw polozonym
na chromosomie 2R. Kolejne dwa rozdzialy to streszczenie wraz ze stowami kluczowymi
w jezyku angielskim oraz jego wersja polskojezyczna. Nalezy zaznaczyc¢, ze streszezenie jest
zwigzle, klarowne i zawiera wszystkie niezbedne informacje, zas wersja w jezyku polskim
odpowiada wersji w jezyku angielskim. W nastepujacym kolejno rozdziale »Zalgezniki”
zamieszezono wspomniang juz wezesniej dodatkows dokumentacje uzyskanych wynikow.
Jako nast¢pne rozdzialy pojawiajg si¢ ,,Spis tabel” oraz ,,Spis rysunkow” wyszczegblniajgce po
17 elementow. Pracg konczy ,,Spis literatury” obejmujacy 155 pozycji pismiennictwa, glownie

angielskoj¢zycznych, —opublikowanych w  przewazajacej wickszosci po  roku  2000.
Wykorzystany przez Autorke zestaw publikacji niewatpliwie swiadczy o jej bardzo dobrym
przygotowaniu teoretycznym do prowadzenia badan.

Podsumowujgc oceng metodyczng rozprawy doktorskiej, stwierdzam, ze opracowano jg
prawidlowo. Oprécz kilku bledow interpunkcyjnych moja uwage zwrocily jedynie tzw.
wsieroty”, czyli pojedyncze litery, najczesciej spojniki, a takze przyimki czy liczebniki
pozostawione na koncu linijek tekstu. Warto pokresli¢, ze liczba bleddw edycyjnych jest
znikoma, co $wiadczy o duzej starannosci przygotowania manuskryptu.

Merytoryczna ocena pracy

Punktem wyjécia przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej byly nastepujace
hipotezy badawcze: (1) U zyta ozimego z cytoplazma sterylizujacg C, oprécz gldwnego genu
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restorerowego na chromosomie 4R, wystepuje jeden lub wiecej pobocznych genow
odpowiedzialnych za przywracanie meskiej plodnoscei. (2) Zlokalizowanie genéw pobocznych
i opracowanie sprzezonych z nimi markeréw molekularnych zwiekszy skuteczno$é prac
hodowlanych. (3) Obecnos¢ efektywnych genow przywracajagcych meskg plodnosé
w populacjach zyta jest oczekiwana tam, gdzie wystepujg cytoplazmy sterylizujgce. (4) Brak
wyst¢powania cytoplazmy sterylizujgcej w populacji powoduje, ze allele dopelniajgce (non-
restorer) nie podlegajg negatywnej selekcji. W celu weryfikacji postawionych hipotez
sformulowano nastepujace cele badawcze: (1) Poszerzenie wiedzy na temat wystepowania
cytoplazm sterylizujacych w europejskich populacjach zyta ozimego. (2) Ocena frekwencji
jadrowych alleli sterylnosci/plodnosci w wybranych europejskich populacjach zyta ozimego
(3) Okreslenie chromosomowej lokalizacji pobocznych genow jgdrowych kontrolujacych
przywracanie meskiej plodnosci w cytoplazmie C oraz proba identyfikacji sprzezonych z w/w
genami markerow molekularnych. Realizujac wytyczone cele Doktorantka uzyskala wyniki,
w ktorych dokonala: (1) identyfikacji cytoplazm sterylizujgcych oraz (2) oceny frekwencji
jadrowych alleli sterylno$ci/plodnosci w wybranych europejskich odmianach populacyjnych
zyta ozimego, a takze (3) okreslita chromosomowg lokalizacj¢ pobocznych genow jadrowych
kontrolujgcych przywracanie meskiej plodnosci w cytoplazmie C oraz opracowala marker
molekularny dla jednego z tych genow. Badania wymagaly od Autorki opracowania nowych
metodyk 1ogromnego nakladu pracy, zardbwno na etapie eksperymentow polowych, jak
i laboratoryjnych.

Za najwazniejsze osiggni¢cia rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Martyny Sobczyk
uznaj¢: (1) Stwierdzenie obecnosci réznych typdéw cytoplazm w polskich i europejskich,
historycznych i wspolczesnych odmianach populacyjnych zyta z wykorzystaniem markerow
SCAR. (2) Wykazanie, zgodnie z wczesniejszymi hipotezami, braku obecnosci cytoplazmy
sterylizujgcej typu Pampa w europejskich odmianach historycznych zyta ozimego.
(3) Stwierdzenie obecnosci roznych typow cytoplazm w obrebie poszezeg6lnych badanych
odmian zyta. (4) Oszacowanie frekwencji jadrowych alleli sterylnosci/plodnosci i wykazanie
zréznicowania w polskich i europejskich odmianach populacyjnych zyta ozimego pod
wzgledem zdolnosci do przywracania meskiej plodnosci. (5) Wykazanie efektywniejszego
przywracania plodnosci u mieszancow z cytoplazmg sterylizujgcg C, niz u mieszancow
z CMS-P. (5) Zmapowanie dwdch pobocznych gendow zaangazowanych w przywracanie
meskiej plodnosci w mieszancach zyta z cytoplazmg C na chromosomach 2R i 5R
z wykorzystaniem populacji mapujacej pozbawionej gldwnego genu restorerowego Rfcl
zlokalizowanego na dlugim ramieniu chromosomu 4R. (6) Identyfikacja markera COS (c892)
wykazujacego sprzgzenie z genem zlokalizowanym na chromosomie 2R, ktorego efektywnosé
restorerowg oszacowano jako znaczaco wigkszg niz genu z chromosomu 5R.

Uzyskane wyniki reprezentujg wysoki poziom naukowy, przedstawiajg duzg wartosé
poznawczg i mogg stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan m.in. analizy funkcjonalnej

zidentyfikowanych genéw. Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze zarowno uzyskane w pracy
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materialy, jak i opracowane markery bedg mogly by¢ wykorzystane w dalszych pracach nad
zytem (markery COS) lub w selekcji w pracach hodowlanych (c892). Nie tylko wartosé
merytoryczna i poznawcza, ale rowniez aplikacyjna pracy jest bardzo wysoka.

7. obowigzku recenzenta odnotowalam kilka uwag dotyczacych rozprawy doktorskie;:

I. W mojej ocenie w ,Przegladzie literatury” brakuje omodwienia rodzaju Secale,
szczegblnie, ze Autorka wspomina o mozliwosci identyfikacji cytoplazm sterylizujacych
w mieszancach miedzygatunkowych. W tekécie pojawiajg sie wzmianki o formach
jednorocznych i wieloletnich, o diploidalnych i tetraploidalnych, o gatunkach, ktére
prawdopodobnie uczestniczyly w formowaniu Secale cereale, tj. S. vavilovii,
S. anatolicum i S. montanum. Podawanie tego typu informacji narzuca pytanie
o kompozycj¢ rodzaju Secale i chociaz podstawows systematyke. Tytul podrozdzialu
pierwszego ..Przegladu literatury” wskazuje, Ze informacje na ten temat zawarto w tym
rozdziale, jednak wedlug mnie sg one niewystarczajgce.

2. Wydaje mi si¢ rowniez, ze w trzecim podrozdziale ,,Przegladu literatury” dotyczacym
cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci dobrze byloby zamiesci¢ informacje o meskiej
sterylnosci w ogéle, czyli o komponencie jadrowej i pozajagdrowej. Poza tym brakuje
w tym miejscu informacji, ktory z genomow organellarnych kontroluje meskg sterylnosé.
W calym ,,Przegladzie literatury” pojawia si¢ tylko jedno zdanie, ktore latwo przeoczyc¢:
CMS  jest efektem zaburzenia interakcji  pomigdzy genami  jadrowymi
a mitochondrialnymi.

3. W ,Przegladzie literatury” nie znalazlam dokladnego opisu sposobu rozmnazania form
z cytoplazma sterylizujgca, jak rowniez wyjasnienia czym sg linie dopelniajace
i restorerowe, w jaki sposob otrzymuje si¢ odmiany mieszancowe czy tez jaki jest sktad
takiej odmiany. Nie zauwazylam tez wyjasnienia dlaczego odmiany mieszaficowe sg
lepsze od populacyjnych, jaki jest ich udzial w zasiewach, czym ich uprawa rézni sie od
uprawy odmian populacyjnych itd. Prawdopodobnie dla 0sob zajmujgcych sie zytem te
informacje s oczywiste, stad rézne specjalistyczne pojecia uzywane s3 bez
wezesniejszego wyjasnienia. Poruszane w pracy zagadnienia sq jednak na tyle
skomplikowane, ze warto byloby je omowi¢ bardziej szczegdétowo.

4. W podrozdziale 2.7 rozdzialu ,Materialy i metody” na rys. 7 przedstawiono
elektroforegramy uzyskane w wyniku rozdzialu produktow markeréw SCAR cox1, nad6
i nad2. Na rysunku, ani w tekscie, nie podano jakiej wielkosci produktow nalezy sie
spodziewa¢ w przypadku réznych typéw cytoplazm. Trudno jest w zwigzku z tym
interpretowac¢ w kolejnym rozdziale wyniki uzyskane z udzialem tych markerow.

5. Jesli chodzi o metodyke mam réwniez zastrzezenia do zastosowanego w reakcjach PCR
stezenia dNTP. Standardowo do reakcji o podanej objetosci powinny zostaé dodane
4mM dNTP, a w tym przypadku dodawano az 12mM nukleotydéw (Tab. 1 i 3 ).
W zwigzku z tym w niektorych reakcjach niezbedne bylo podwyzszenie stezenia MgCl,
w celu uzyskania produktow amplifikacji, gdyz dNTPy laczgc si¢ z jonami Mg?* czynily
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je niedostepnymi dla polimerazy. Jestem rowniez zwolenniczkg podawania w metodyce
stgzen koficowych odezynnikow wykorzystywanych w reakcji PCR, a nie ich objetosci.
W rozdziale prezentujgcym wyniki za blad uwazam brak opisu zdje¢ elektroforegramow,
a wige brak podpisow poszczegdlnych Sciezek, przypisania fenotypow oraz wielkosci
amplifikowanych produktow, gdyz na zdjgciach widoczne sg produkty o réznej
intensywnosci i/albo wielkosci. Bardzo cigzko jest zinterpretowaé wyniki nawet jesli te
same zdjecia zapisane s3 w postaci tabel. Autorka nie komentuje réwniez przyczyn
powstawania dwoch  produktow w  probee nie  odpowiadajgcych  produktom
stwierdzonym u form rodzicielskich (Ryc. 16).

W rozprawie nie udalo si¢ unikna¢ bledow stylistycznych. Uzyto sformutowan, ktore
wmoim mniemaniu mozna by zredagowa¢ inaczej takich jak: .izolaty DNA”,
~wykazujgce bliskg korelacje™. ..zaobserwowano 38% wypadow”, ,,u jednego badanego
pojedynka”,. ,moze mie¢ jakis ewolucyjny wplyw”. Pojawilo sie kilka zdan, ktore sa
nicfortunnym skrétem myslowym np. .. dominujaca pozycje w strukturze zasiewow zyta
zaczyna zajmowaé cytoplazma Pampa”, ,,geny zlokalizowane w cytoplazmie”, ..(...)
zostaly wysiane do multidonic, z ktérych pobrano mlode liscie”, ,.na populacji mapujacej
(...) przeprowadzono analizy molekularne”, Ponadto w stosunku do tych samych odmian
stosowane sg wymiennie okreslenia ,.curopejskie odmiany populacyjne zyta ozimego”
oraz ,europejskie populacje zyta ozimego™. Czy rzeczywiécie s one rownowazne?

Pragne podkresli¢, ze powyzsze uwagi sa malo znaczace i nie wplywajg na mojg wysoce

pozytywng opini¢ na temat rozprawy i nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy, moga

by¢ jednak wykorzystane przed opublikowaniem wynikéw w czasopismach naukowych.

W trakcie obrony chcialabym uslysze¢ od Doktorantki odpowiedzi na pytania, ktore

sformulowatam w trakcie lektury recenzowanej pracy:

1.

Co lgczy geny Rfp oraz Rfc i czy postulowano jakie biatka s kodowane przez te geny?
A takze, jakie bialka kodowane sg przez geny mitochondrialne odpowiedzialne za
warunkowanie cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci?

Prosz¢ o skomentowanie stwierdzen zawartych w pracy: (1) Metoda DArTseq oferuje
rowniez relatywnie lepsze pokrycie genomu z wysokg powtarzalnoscig i generuje
markery z mniejszg ilo$cig brakujgcych danych w poréwnaniu z innymi metodami GBS.
(2) Pierwszy rodzaj pozyskiwanych danych markerowych (SilicoDArT) jest bardziej
liczny, natomiast drugi (SNP) jest bardziej informatywny. Z kontekstu wynika, ze to
drugie zdanie odnosi si¢ ogolnie do technologii DArTseq, a powinno jednak komentowac¢
wyniki uzyskiwane tg technologia w przypadku zyta. Zaznacze tylko, ze w przypadku
innych zboz sytuacja jest odwrotna.

Czy podjeto probe konwersji do warunkow specyficznego PCR markeréw DArTseq
sprzgzonych z fenotypowa oceng meskiej plodnosci? Jesli nie, to jakie techniki mozna
byloby wykorzysta¢ aby dostarczy¢ hodowcom/naukowcom latwe do zastosowania

narzedzie selekcyjne?
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Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg Pani mgr inz. Martyny Sobczyk oceniam
bardzo pozytywnie. Uwazam, ze temat podjety przez Doktorantke jest bardzo aktualny, a cele
badawcze sformulowano w sposéb jasny i prawidlowy. Dzicki zastosowaniu wlasciwych metod
wytyczone cele zostaly w pelni zrealizowane, postawione hipotezy badawcze zweryfikowane,
a uzyskane wyniki i wnioski znajduja pelne potwierdzenic w materiale dokumentacyjnym
przedstawionym w tabelach i na rysunkach. Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki majg
znaczenie aplikacyjne i moga w przyszlosci wspomace hodowle nowych mieszancowych
odmian zyta w oparciu o system CMS-C. Mogg réwniez przyczyni¢ si¢ do zwiekszenia
zroznicowania odmian tego gatunku pod wzgledem genoméw organellarnych, a by¢ moze
umozliwi¢ uzyskanie materialéow o lepszych parametrach uzytkowych, w tym wiekszej

plennosci czy odporno$ci na czynniki biotyczne i abiotyczne.

WNIOSEK KONCOWY

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Martyny
Sobezyk pt. ,,Wystgpowanie genéw meskiej sterylnosci w wybranych populacjach zyta
ozimego oraz poszukiwanie markerow molekularnych sprzezonych z pobocznymi genami
przywracajgcymi plodno$¢ w systemie CMS-C” spelnia kryteria okreslone w art.13 ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 1. poz. 1789), uwzgledniajac rozporzadzenie MNiSW z dnia
19 stycznia 2018 roku w sprawie szczegdlowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci
w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie
tytulu profesora (Dz.U. z 2018 r. poz. 261), zgodnie z art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. —
Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. 22018 r. poz.
1669). Dysertacja Pani mgr inz. Martyny Sobczyk stanowi oryginalne, kompleksowe
rozwigzanie problemu naukowego poszerzajgce aktualny stan wiedzy, prezentuje ogdlng
wiedz¢ Kandydatki w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo oraz wskazuje na umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Rolnictwo
1 Ogrodnictwo  Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w  Szczecinie
o dopuszezenie Pani mgr inz. Martyny Sobezyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, uznajgc bardzo wysoka warto$¢ naukows i aplikacyjna recenzowanej rozprawy
doktorskiej wnioskuj¢ o jej wyrdznienie.

D _/
G sl tE: S (-
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Lublin, dnia 31 sierpnia 2023 roku
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tel. +(48 22) 725 45 03 Radzikéw, dnia 16 sierpnia 2023 .
Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Martyny Sobczyk pt.:
» Wystepowanie genow meskiej sterylno$ci w wybranych populacjach zyta ozimego oraz
poszukiwanie markeréw molekularnych sprz¢zonych z pobocznymi genami przywracajacymi

plodnosé w systemie CMS-C”

Praca doktorska, ktdérej dotyczy niniejsza recenzja, zostata wykonana w Katedrze Genetyki,
Hodowli i Biotechnologii Roslin, na Wydziale Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Promotorem pracy jest Pan
dr hab. inz. Stefan Stojatowski, prof. ZUT. Recenzj¢ pracy wykonano na podstawie uchwaly Rady
Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo ZUT z dnia 30 czerwca 2023 r., zawierajgcej informacje
o powolaniu mojej osoby na recenzenta rozprawy doktorskiej. Przedstawiona do recenzji praca
doktorska ma charakter monografii naukowej, co dopuszcza artykut art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r.
poz. 1789) i rozporzadzenie MNiSW z dnia 19 stycznia 2018 roku w sprawie szczegdtowego trybu
i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym

oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. z 2018 r. poz. 261).

Zjawisko cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci to narze¢dzie do efektywnej produkcji nasion
mieszancowych, ktére w odniesieniu do odmian konwencjonalnych, charakteryzujg si¢ znacznie
wyzszym plonem. Odmiany mieszancowe posiadaja zalety charakterystyczne dla efektu heterozji, ale
réwniez mozna doszukaé sie w tym przypadku wad, takich jak kontrola firm hodowlanych nad
materialem siewnym i zagrozenie dla bior6znorodnosci poprzez zawezanie genetyczne. Niniejsza
praca wpisuje si¢ w nurt badan nad alternatywami dla systemu CMS-P, ktore mogg przyczynic si¢ do
poszerzenia zmienno$ci genetycznej form mieszancowych zyta oraz pozwoli¢ formom
mieszancowym, opartych na innych systemach CMS konkurowa¢ na rynku z odmianami bazujagcymi
na cytoplazmie typu ,Pampa”. Do takich alternatywnych systemow wykorzystujgcych
cytoplazmatyczno-genowg meska sterylnos¢ u zyta jest cytoplazma C odkryta przez prof.

Lapinskiego, na Akademii Rolniczej w Szczecinie (obecnie Zachodniopomorski Uniwersytet



Technologiczny). Badania promotora pracy doktorskiej, prof. Stefana Stojalowskiego nad tym
systemem wykazaly, ze gléwny gen jadrowy przywracajacy plodnosé w cytoplazmie C jest
zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 4R. Oceniana praca doktorska Pani mgr inz.
Martyny Sobczyk jest kontynuacjg tego programu badawczego i wychodzi naprzeciw kwestii
poznania genéw dodatkowych (pobocznych), ktore u zyta z cytoplazmg CMS-C majg takze istotny

wplyw na ekspresje omawianej cechy.

Praca doktorska Pan mgr inz. Martyny Sobczyk zawiera 122 stron i jest uporzadkowana
wedlug powszechnie stosowanego ukladu w tego typu opracowaniach. Rozprawa sklada sie
z nastepujgcych rozdziatow: Wstep, Hipoteza badawcza, Przeglad literatury z podrozdziatami,
Materiat i metody z podrozdziatami, Wyniki z podrozdziatami, Dyskusja podzielona na podrozdzialy,
Podsumowania i wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Zatgczniki (protokoty, spisy

markerow) oraz Spisy rycin, tabel, literatury.

Rozdzial zatytulowany ,,Wstep” wprowadza czytelnika w zakres tematyki podjg¢tej w pracy
doktorskiej. W nim, w sposdb syntetyczny i jasny opisano zagadnienia, ktore sg celem dysertacji.
Nastepnie, w rozdziale Hipoteza badawcza, Autorka przedstawita glowne zalozenie swojej pracy
doktorskiej, mowigce o tym, iz w genomie zyta ozimego z cytoplazmg sterylizujgca C, oprocz
gldwnego genu przywracajgcego meskg ptodnos$é na chromosomie 4R, wystepuje jeden lub wiecej
pobocznych gendéw restorerowych. W dalszej kolejnosci, co uwazam za bardzo dobre, Autorka
przedstawia cele pracy oraz sposoby testowania swojej hipotezy a takze korzysci plynace z jej badan

dla hodowli.

W kolejnym rozdziale dotyczacym przeglagdu piSmiennictwa, Pani mgr Martyna Sobczyk
omoOwita filogeneze zyta a takze cechy morfologiczne i fizjologiczne tego gatunku, znaczenie
gospodarcze tego zboza a nastepnie przedstawita przeglad literatury dotyczacy gltéwnego aspektu
pracy, tj. cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u zyta w ujeciu genetyczno-hodowlanym. Szeroko
a zarazem syntetycznie 1 przejrzy$cie opisala systemy CMS charakterystyczne dla zyta
z uwzglednieniem tych, wykorzystywanych w hodowli, charakteryzujac przy tym podstawy
genetyczne i fizjologiczne tych systemow oraz wskazujgc ich wady i zalety. Wg mojej oceny
olbrzymig warto$¢ poznawczg ma podrozdzial dotyczacy hodowli odmian mieszancowych zyta
ozimego, gdzie Autorka zaprezentowata przekroj i histori¢ prac badawczych nad tym zagadnieniem
w odniesieniu do najnowszych wynikow badan oraz aktualnej sytuacji ekonomiczno-prawnej rynku

hodowlano-nasiennego. W ostatnim podrozdziale Autorka opisala techniki molekularne



wykorzystywane do poszukiwania loci i regionéw genomu warunkujgcych wazne cechy
z perspektywy hodowli zyta ozimego, a w szczego6lnosci opisata rodzaje markerdéw molekularnych
wykorzystanych na potrzeby zweryfikowania hipotezy badawczej swojej pracy. Podsumowujac,
wysoko oceniam przeglad literatury tematu zawarty w niniejszej pracy doktorskiej. Po lekturze tego
rozdziatu stwierdzam, ze Autorka posiada rozlegly wiedze genetyczno-hodowlang. Imponuje zakres

pozycji literaturowych, wykorzystany do opisu zagadniefi poruszonych w pracy.

W rozdziale ,,Materialy i metody” Pani mgr inz. Martyna Sobczyk scharakteryzowala materialy
oraz metody badawcze wykorzystane w trakcie prowadzonych badan. Imponujgcy jest zakres
i stopien zaawansowania materialtow hodowlanych uzytych w pracy. Na podkreslenie zastuguje fakt
wykorzystania unikatowych materialow w postaci zréznicowanych pod wzgledem meskiej plodnosci
linii wsobnych zyta ozimego posiadajacych cytoplazme typu P i C, wychodowanych w Katedrze
Genetyki i Hodowli Roslin Akademii Rolniczej w Szczecinie przez profesora Mirostawa
Lapinskiego, ktérych hodowla byta kontynuowana przez promotora niniejszej pracy, prof. Stefana
Stojatowskiego, co znalazlo takze kontynuacj¢ w ramach badan bedgcych przedmiotem tej pracy
doktorskiej. Za godny podkreslenia uwazam opis prac polowych wykonanych na cele otrzymania
mieszancéw z odmianami populacyjnymi oraz utworzenia populacji mapujgcej. Warto podkreslié, iz
prace nad wytworzeniem tego zestawu konkretnych genotypdéw i form wymagaly wysokich
kwalifikacji, umiejgtnosci, oraz olbrzymich naktadéw czasu pracy wielu ludzi. Uwazam, ze obecnie,
w dobie badan prowadzonych gtéwnie na roslinach lub odmianach modelowych, nalezy podkreslaé
wage i celowos¢ badan z uzyciem materialbw wyprowadzonych w ramach konkretnego celu
badawczego, ktory oprocz aspektow poznawczych charakteryzuje sie takze walorami aplikacyjnymi
i cechami wdrozeniowymi. Oprocz materiatow wlasnych, w badaniach zastosowano takze odmiany
populacyjne zyta ozimego (Dankowskie Diament, Bosmo, Amilo, Stanko, Vjatka, Hungarian Giant,
Landsorte K9538, Svalofs St 52404, St. Wageningen), ktore wykorzystano w celu przeprowadzenia
analiz molekularnych dotyczacych identyfikacji analizowanych typdw cytoplazm. W dalszej czesci
rozdziatu Doktorantka opisata dwie metody oceny ptodnosci opierajgce si¢ na obserwacji kwitngcych
ktosow i wzrokowej ocenie efektywnosci ich pylenia oraz na efektywnosci zawigzywania ziaren
w izolowanych klosach. W kolejnych podrozdziatach oraz zalgcznikach czytelnik otrzymuje
kompletna i przejrzysta informacj¢ na temat metod i technik molekularnych zastosowanych w pracy
ze szczegblowym opisem zastosowanych procedur i protokotéw. Do identyfikacji typu cytoplazmy
w badanym materiale roslinnym Autorka zastosowala markery typu SCAR, natomiast do poszukiwan
genow restorerowych zastosowata markery COS oraz DArT, do analizy ktérych wykorzystata szeroki

wachlarz metod statystycznych i bioinformatycznych. Opisane w tym rozdziale procedury



umozliwily realizacje postawionych celéw i nie budzg zastrzezen od strony metodycznej.

Wyniki badan opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej sa wg mnie bardzo wartosciowe
i istotnie poszerzaja wiedze na temat wystepowania cytoplazm sterylizujagcych w europejskich
populacjach zyta ozimego. Badania pozwolily okreslic wystepowanie jadrowych alleli
sterylnoéci/plodnosci w europejskich populacjach zyta ozimego. Ponadto, rezultaty badan pozwolity
okresli¢ lokalizacje chromosomowe pobocznych genéw jadrowych kontrolujacych przywracanie
meskiej plodnosci w cytoplazmie C. Bardzo wysoko oceniam sposéb zaplanowania badaf, ktére
podzielono na nastepujace po sobie etapy w ujeciu przyczynowo skutkowym. Prace rozpoczgto od
analiz typow cytoplazmy u czterech rodzimych odmiany populacyjnych oraz pigciu historycznych
populacji zyta ozimego, przy uzyciu markerow SCAR, w wyniku ktérych Autorka wykazata, ze
w odmianach historycznych zyta ozimego nie wystepowala cytoplazma sterylizujgca typu Pampa, za
to stwierdzono u nich obecno$é dwéch rodzajéow cytoplazm: normalnej i CMS-Vavilovii. Natomiast
w rodzimych odmianach populacyjnych zyta ozimego, obserwowano te same dwa rodzaje cytoplazm,
lecz w dwoch odmianach (Dankowskie Diament i Stanko) oraz dodatkowo stwierdzono obecnos¢
cytoplazmy Pampa. Istotnym spostrzezeniem jest fakt, iz w odmianie Dankowskie Diament
dominujgcg czes$¢ populacji stanowity rosliny z cytoplazmg CMS-P.

W dalszej czeséci prac przeprowadzono unikalne krzyzowania testowe z udziatlem linii mesko-
sterylnych 541C (z cytoplazmg C) i 541P (z cytoplazma Pampa) w celu oceny fenotypdéw uzyskanych
mieszancow. Co istotne, w przypadku mieszancéw z cytoplazma sterylizujaca C Autorka odnotowata
skuteczniejsze przywracanie plodnosci w poréwnaniu do mieszancéw z cytoplazmg CMS-P. Co
wiecej, w przypadku mieszancoéw z cytoplazmg Pampa, poszczegdlne populacje zyta wykazywaty
zroznicowang zdolnos$¢ do przywracania meskiej ptodnosei. Z aplikacyjnego punktu widzenia, duzg
wage maja wyniki dowodzace, ze odmiany Dankowskie Amber, Dankowskie Diament i Armand byty
skuteczniejsze w przywracaniu meskiej plodnosci w poréwnaniu do odmiany Horyzo oraz populacji
historycznych.

W kolejnym kroku mgr inz. Martyna Sobczyk podjeta trud identyfikacji genow pobocznych,
zaangazowanych w przywracanie meskiej plodnosci w mieszancach zyta z cytoplazmg typu C.
W tym celu wykorzystala populacje mapujacg [544C x Mot] BC1 oraz rosliny kolejnych pokolen,
ktére otrzymano poprzez krzyzowanie wsteczne i chow wsobny. Z populacji tej usunigto gen
restorerowy Rfcl (4R) poprzez selekcje wspierang markerami SCAR, zatem obserwowane czgsciowe
pylenie roslin w kolejnych pokoleniach musiato by¢ warunkowane jedynie przez poboczne geny
restorerowe. Nastepnie Doktorantka przeprowadzila analizy populacji mapujacej [544C x Mot]BCl,
wykorzystujac 271 markeréw typu COS i 3 markery SCAR co zaowocowato identyfikacjg



polimorficznego markera (¢892) na chromosomie 2R, ktory wykazywat korelacje z cecha ptodnosci.
Autorka wykonala takze analizy populacji mieszaficowych [544C x Mot]BC3F3 i [544C
X Mot]BC3F4 przy uzyciu technologii DarTseq oraz testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa,
ktore potwierdzity lokalizacje pobocznego genu restorerowego na chromosomie 2R — 106 markeréw
oraz wskazaly takze chromosom 5R — 122 markery istotnie statystycznie zwigzane z przywracaniem
meskiej plodnosci, przy czym Doktorantka podaje, ze efekt fenotypowy genu z chromosomu 2R jest
znaczgco wigkszy w poréwnaniu do genu z chromosomu 5R. Do najwazniejszych osiggnieé w tej
czgsei analiz zaliczam identyfikacje 15 markerow zmapowanych na chromosomie 2R, ktore
wykazaly najwiekszg przydatnos¢ do selekeji - genotypoéw dopelniajacych meska sterylnosc
w systemie CMS-C. Dziewig¢ z tych pietnastu markeréw to markery dominujace SilicoDArT, ktore
ze wzgledu na brak mozliwosci odroznienia homozygot ojcowskich od heterozygot nie sg przydatne
do selekcjonowania form przywracajacych meskg plodnosé. Natomiast pozostate 6 markerdw SNP
moze by¢ przydatne do identyfikowania genotypow restorerowych. Przy czym, co warte
podkreslenia, Autorka wskazuje, ze gen Rf¢2 z chromosomu 2R nie jest wystarczajacy do pelnego
przywrocenia meskiej ptodnosci, zatem dobre linie ojcowskie muszg posiada¢ zarowno gen glowny

- Rfcl i poboczny - Rfc2.

Rozprawe doktorskg konezy dobrze skonstruowana, podzielona na trzy podrozdziaty, obszerna
dyskusja, w ktorej mgr inz. Martyna Sobczyk pordwnata uzyskane wyniki badan wiasnych z dostepnag
w literaturze wiedzg i konkluzjami innych badaczy. Rozdzial ten zostal przygotowany bardzo
starannie. Zawiera on odniesienia do kolejnych etapow wykonanych prac badawczych. Bardzo cenne
sg informacje dotyczace historii ewolucji i dystrybucji cytotypow zyta ozimego na $wiecie. W dalszej
czgsei rozdziatu Autorka zauwaza, ze w objetych badaniami odmianach populacyjnych, czestosé
wystepowania genotypéw zdolnych do przywracania meskiej plodnoéci w mieszaficach z cytoplazma
Pampa byla wyraznie wigksza niz to odnotowano dla odmian o charakterze historycznym, co moze
mie¢ zwigzek z rosngca popularnoscia cytoplazmy Pampa w polskich odmianach populacyjnych.
W ostatniej czesci  dyskusji Doktorantka podaje przyklady ortologii pomiedzy genami
odpowiadajgcymi za przywrocenie ptodnoscei istotnych gospodarczo gatunkéw, ktére podobnie jak
zyto sg przedstawicielami plemienia 7rificeae tj. pszenicy i jeczmienia. Wielowymiarowej dyskusji
poddata takze wyniki badan nad identyfikacja gendw restorerowych w populacji mapujgcej, ktore
zakonczyly si¢ sukcesem w postaci zlokalizowania pobocznego genu restorerowego Rfc2 na
chromosomie 2R. Istotna wydaje sie by¢ konkluzja, iz wyniki analiz dotyczace zaledwie jednej
populacji mapujacej nie mogg zostaé uznane za uniwersalne dla wyjasnienia genetycznego podioza

meskiej plodnosci/sterylnosci w systemie cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci typu C, ale stanowig



one wazng podstawe, ktore kierunkujg przyszlte badania, majace na celu poznanie tego zjawiska.

Podsumowaniem rozprawy jest 6 wnioskow, ktore przedstawiono w rozdziale ,,Podsumowania
i wnioski”. Konkluzje sa sformulowane poprawnie i w mojej ocenie znajdujg potwierdzenie

w przedstawionej dokumentacji wynikow oraz w dyskusji na bazie literatury tematu.

W trakcie analizy i recenzji niniejszej rozprawy doktorskie] nasunely mi si¢ pewne przemyslenia
oraz pytania do Doktorantki, ktore przedstawiam ponizej:

1. W przegladzie literatury opisano podstawowy model dziatania systemu CMS, gdzie wyréznia
sic dwa rodzaje cytoplazm: niesterylizujaca ,,N” (normalna) i sterylizujgca ,,S”. Wedlug tego
modelu geny cytoplazmatyczne indukujgce meska sterylno$é wspoéldziatajg z parg genow
jadrowych Rf. Dominujace allele genu Rf umozliwiaja przywrocenie meskiej pltodnosé¢
u potomstwa zawierajacego cytoplazme sterylizujacg ,,S”. Natomiast w hipotezie pracy, ktéra
nastepnie zostata udowodniona, wykazano, ze istniejg geny poboczne, z czego jeden,
zlokalizowany na chromosomie 2R wykazal istotny efekt fenotypowy. Czy moglaby Pani
zademonstrowaé model dziatania tego systemu CMS uwzgledniajgcy wspdldziatanie genu
gléwnego wraz z genami pobocznymi?

2. Czy $rodowisko zewngtrzne (interakcja ze érodowiskiem) ma wplyw na poziom ekspresji
CMS-C?

3. Czy przewiduje Pani konwersje zidentyfikowanych markeréw na markery PCR, ktore bylyby
latwe do wykorzystania przez laboratoria diagnostyczne firm hodowlanych?

4. Czy planowane jest zwigkszenie liczby populacji mapujacych oraz liczbg pojedynkow
w obrebie kazdej populacji mapujgcej w celu wyjasnienia genetycznego podloza meskiej

plodnosci/sterylnosci w systemie cytoplazmatycznej meskiej sterylnosei C (CMS-C)?

Whiosek koncowy
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Martyny Sobezyk istotnie poszerza zakres
wiedzy na temat systemow genowo-cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u roélin. Z uznaniem
pragne podkresli¢ kompleksowe podejscie Doktorantki do badanego zagadnienia oraz jej rozlegla
wiedze i szeroki wachlarz umiejetnosci, ktory pozwolil na wielowymiarowg analiz¢ obranego

problemu badawczego. Do kluczowych osiggnigé niniejszej pracy doktorskiej zaliczam:

1. Utworzenie subpopulacji mieszancowej, ktora nie posiadata gtownego genu restorerowego
Rfe, wskutek jego usunigcia poprzez preselekcje komponentéw rodzicielskich przy uzyciu

markeréw SCAR. W konsekwencji, segregacje fenotypowe w kolejnych pokoleniach (rosliny
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meskosterylne i meskoptodne) wynikaly z dzialania pobocznych genéw restorerowych,
a uzyskany unikalny material roslinny mogt stuzy¢ jako populacja mapujaca do identyfikacji

tych genow.

2. Identyfikacja markera COS (c892) na chromosomie 2R, korelujacego z cecha meskiej

plodnosci.

3. Lokalizacja nieznanych wczesniej genow bioracych udzial w procesie przywracania meskiej
plodnosci zyta z cytoplazma C. Te geny mialy charakter poboczny, o stosunkowo niewielkim

wplywie fenotypowym i zostaly zmapowane na chromosomach 2R oraz 5R.

Uwazam, ze podjety temat badawczy jest bardzo aktualny i wpisuje sie w aktualny nurt badan
zwigzanych z poznaniem podstaw genetyczno-fizjologicznych systeméw genowo-cytoplazmatycznej
meskiej sterylnosci oraz poszukiwaniem alternatyw dla systemu CMS-Pampa w hodowli zyta.
Poprzez zastosowanie unikalnego materialu roslinnego, wytworzonego na cele rozwigzania
podjg¢tego tematu badawczego, a takze dzigki uzyciu wlasciwych, nowoczesnych i zréznicowanych
metod badawczych, cele niniejszej pracy doktorskiej zostaly zrealizowane a wyniki i wnioski

potwierdzajg postawiong hipoteze badawcza.

Praca doktorska mgr inz. Martyny Sobczyk pt.: ,,Wystgpowanie genéw meskiej sterylnosci
w wybranych populacjach zyta ozimego oraz poszukiwanie markeréw molekularnych sprzezonych
z pobocznymi genami przywracajacymi ptodno$é w systemie CMS-C” spelnia wszystkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim, dlatego przedkladam wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

o dopuszczenie do dalszych etapow postepowanie w sprawie nadania stopnia doktora.

Ze wzgledu na wage uzyskanych wynikéw, w szczegdlnoscei zlokalizowanie nieznanych
wezesniej genow biorgcych udziat w procesie przywracania meskiej ptodnosci zyta z cytoplazma C
oraz znaczenie podjetego tematu badawczego dla hodowli tego gatunku stawiam wniosek

0 wyro6znienie niniejszej rozprawy doktorskie;.

Radzikéw, dnia 16 sierpnia 2023 roku.

Vhd Frpia



UCHWALA NR 19
Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 15 grudnia 2023 r.

w sprawie nadania mgr inz. Martynie Sobczyk
stopnia doktora

Na podstawie § 17b ust. 1 pkt 2 Statutu ZUT (uchwata nr 75 Senatu ZUT z dnia 28 czerwca 2019 .,
z poéin. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 2 i 3 pkt 2b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1669, z péin. zm.),
z art. 14 ust. 2 pkt 5 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r. poz. 1789, z p6in. zm.) oraz
z § 16 ust. 3 i 19 uchwaty nr 130 Senatu ZUT z dnia 29 maja 2023 r. (z p6zn. zm.) w sprawie
okreélenia sposobu postepowania w sprawie nadania stopnia doktora przez Rady Dyscyplin
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie uchwala sig, co nastgpuje:

§1.
Rada Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie nadaje mgr inz. Martynie Sobczyk stopiert doktora w dziedzinie nauk rolniczych,

w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

§2.

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczgcy Rady Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo
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UCHWALA NR 20

Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 15 grudnia 2023 r.

w sprawie wyroznienia rozprawy doktorskiej mgr inz. Martyny Sobczyk

Na podstawie § 17b ust. 1 pkt 2 Statutu ZUT (uchwata nr 75 Senatu ZUT z dnia 28 czerwca 2019 r,,
z péin. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 i 3 pkt 2b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1669, z p6zn. zm.),
z § 3 pkt 4 rozporzadzenia Prezesa Rady Ministrow z dnia 21 maja 2019 r. w sprawie kryteriow
i trybu przyznawania nagréd Prezesa Rady Ministrow oraz wzoru wniosku o ich przyznanie (tekst
jedn. Dz. U. z 2023 r. poz. 368) oraz z § 14 uchwaty nr 130 Senatu ZUT z dnia 29 maja 2023 r.
(z p6ézn. zm.) w sprawie okre$lenia sposobu postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
przez Rady Dyscyplin Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

uchwala sie, co nastepuje:

§1.
Rada Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie wyrdinia rozprawe doktorska mgr inz. Martyny Sobczyk, pt. , Wystepowanie genow
meskiej sterylnoéci w wybranych populacjach zyta ozimego oraz poszukiwanie markerow
molekularnych sprzezonych z pobocznymi genami przywracajacymi ptodnos¢ w systemie CMS-C”.

§2.

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjgcia.

Przewodniczacy Rady Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo
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dr hab. inz! Pawet Milczarski, prof. ZUT
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