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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Fiust nt:
»Markery genetyczne mrozoodpornosci i tolerancji na susze u jeczmienia”

Praca doktorska pani mgr inz. Anny Fiust zostala przedstawiona do recenzji w formie
manuskryptu obejmujgcego 182 strony i zawiera 30 tabel oraz 16 rycin. Cytowanych jest okoto 350
pozycji literatury i sa to przede wszystkim oryginalne publikacje gtéwnie anglojezyczne oraz prace
przegladowe i podreczniki akademickie. Pod wzgledem edytorskim manuskrypt pracy zostat bardzo
starannie opracowany, co wskazuje m.in. na dobra znajomos¢ programoéw edytorskich. Tekst pracy
podzielono na rozdziaty zgodnie z przyjeta dla dysertacji doktorskich strukturg tekstu tj. przeglad
literatury, cel pracy, material i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, spis literatury oraz streszczenie w
jezyku polskim i angielskim.

Autorka wykonata prace Katedrze Fizjologii Ro$lin Wydzialu Rolniczo-Ekonomicznego
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollgtaja w Krakowie pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina
Rapacza, a promotorem pomocniczym byla dr Madgalena Wojcik-Jagta. W przeprowadzonych
doswiadczeniach Autorka w pelni wykorzystala mozliwosci warsztatu badawczego jakie miata do
dyspozycji, a w tym przede wszystkim dostep do nowoczesnych i powszechnie stosowanych metod
badawczych poréwnywalnych z metodami stosowanymi w badaniach prowadzonych w laboratoriach
zagranicznych oraz dostgp do nowoczesnej aparatury o $wiatowym standardzie, co niewatpliwie miato
wplyw na rzetelnos¢ uzyskanych wynikow. Niewatpliwie dobra podstawg do sformutowania tematu
pracy i celow badawczych byt fakt, ze badania byly wykonane w zespole o wysokiej pozycji zarowno
w krajowym jak i europejskim srodowisku naukowym. Doswiadczenia byly wykonywane w
klimatyzowanych szklarniach i komorach wzrostowych fitotronu Uniwersytetu Rolniczego w
Krakowie, w ktérych byla mozliwos¢ kontrolowania, programowania i monitorowania wszystkich
waznych parametréw klimatycznych oraz w tunelu ogrodniczym. Praca doktorska mgr inz. Anny Fiust
wykonana zostala w ramach projektu ,,Innowacyjny system selekcji jgczmienia i pszenzyta w oparciu
o osiagniecia fenomiki i genomiki—-Genmark™ realizowanego w ramach Programu Badan Stosowanych
finansowanych przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (PBS1/A8/1/2012). Badania byly réwniez
wspotfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach programu PRELUDIUM
(2013/09/N/NZ9/01588) oraz przy udziale srodkéw pochodzacych z projektu ,,Doctus — Matopolski
fundusz stypendialny dla doktorantow” wspétfinansowanego ze srodkow Unii Europejskiej.

Wzrost ilosci i jakosci plonu roslin uprawnych bedzie mozliwy przez ,,postep biologiczny” w
rolnictwie, gdyz mozliwosci poprzez zwigkszenie nakladow na uprawe, nawozenie i ochrong roslin sg
ograniczone. Ten cel moze by¢ osiagniety poprzez wprowadzenie nowych odmian charakteryzujacych
si¢ m.in. zwigkszong tolerancja na stresy srodowiskowe. Klimatyczne anomalie wystgpuja obecnie
czedciej i przejawiaja sie m.in. wzrostem $redniej temperatury oraz wahaniami wielkosci i dystrybucji
opadow, a to powoduje, ze niekorzystne dla srodowiska skutki ekologiczne, a dla gospodarki znaczace
straty ekonomiczne. W Polsce czesto mamy do czynienia z wystgpowaniem suszy oraz okresami
niskich mrozowych temperatur, ktére obejmuja znaczne obszary upraw. Te fakty oraz ograniczanie
terenow rolniczo uzytecznych i wzrost kosztéw produkcji stymuluja potrzebe badan podstawowych,
ktére moga zapobiegaé kryzysowi zywno$ciowemu. Temat praca doktorskiej miesci si¢ w zakresie
biologii molekularnej, ktéra w ostatnich latach przezywa bardzo szybki rozw6j oraz w naukach
biologicznych, medycynie i rolnictwie. Nie sprawdzily si¢ przewidywania profesora Gunthera Stenta z
Uniwersytetu w Berkeley, ktory w latach szes¢dziesigtych XX wieku wyrazat poglad, ze w zwigzku z
poznaniem podstawowych probleméw dziedziczenia i kodu genetycznego biologia molekularna nie
bedzie miala wigkszego znaczenia, bo material genetyczny jest ,statyczny” i ze moga w nim
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zachodzi¢ zmiany dajace si¢ przewidzie¢ w mutacjach i rekombinacjach. Ten poglad zostat jednak
szybko zweryfikowany w momencie odkrycia plazmidéw, co stwarzalo nowe mozliwosci
manipulowania i konstruowania genomu. Od tego czasu biologia molekularna jest jedng z najszybciej
rozwijajacych dyscyplin, a liczba informacji dotyczaca stow kluczowych i zrealizowanych lub
realizowanych na $wiecie projektow badawczych wg. Web of Science wynosi kilkadziesiat tysigcy.
Klasyczne metody selekcji w kierunku zwigkszenia odpornosci na suszg i niskie temperatury sg czgsto
malo skuteczne wobec poligenicznego modelu dziedziczenia, a alternatywnym rozwigzaniem dla niej
jest wykorzystanie metod molekularnych. W badaniach Autorka wykorzystata markery fizjologiczne i
molekularne. Markery fizjologiczne wspomagaja selekcje roslin posiadajacych poszukiwane cechy,
jest to jednak zadanie praco- i czasochlonne, wymaga, wielu do§wiadczen, uwzglednianie réznych faz
wzrostu i rozwoju roslin oraz powtarzalnych warunkéw $rodowiska. Natomiast markery molekularne
sa bardziej uniwersalne, gdyz nie ulegaja modyfikacji pod wptywem czynnikow srodowiska, a
selekcja jest niezalezna od fazy rozwojowej rosliny.

Uwagi szczegolowe

W rozdziale zatytulowanym ,,Przeglad literatury” Autorka przedstawia problematyke podjetych badan.
W tym rozdziale pracy Autorka zamieszcza informacje dotyczace:

botanicznych i rolniczych cech wybranego do badan gatunku Hordeum vulgare L.

fizjologicznych i molekularnych podstaw wrazliwosci na stresy suszy i mrozoodpornosci
molekularnych markeréw selekcji (MAS, SSR, DArT) jako alternatywy dla konwencjonalnych metod
selekeji

mapowania asocjacyjnego jako narzedzia do wyznaczania zaleznosci pomigdzy markerem i cecha
bioinformatycznych sposobéw analizy sekwencji genomowych

ilosciowej oceny poziomu ekspresji genow technikg Real-Time PCR

Cytowana w tym rozdziale literatura wskazuje na dobra znajomos¢ problematyki badawczej
prowadzonych przez krajowe i zagraniczne osrodki naukowe. Lektura tego rozdziatu wskazuje na
usytuowanie podjetej tematyki badawczej w aktualnym stanie wiedzy oraz potwierdza stusznos¢
podjecia tych badaf. Autorka zwraca réwniez uwagg¢ na problemy, ktore obecnie nie s3 w pefni
poznane i wyjasnione. Lektura tego rozdziatu pozwala czytelnikowi wyrobi¢ sobie opini¢ co do
stusznosci podjecia badan i ich usytuowanie w aktualnym stanie wiedzy.

W rozdzial zatytutowanym "Cel pracy” Autorka przedstawia giowne zatozenia podjete]
tematyki, ktore koncentrowaly sig:
na opracowaniu skutecznych molekularnych wskaznikoéw przeznaczonych do praktycznego
wykorzystania w selekcji jeczmienia jarego o zwigkszonej odpornosci na stresy suszy glebowej i
mrozoodpornosci
zageszezenie rejondéw QTL dla cech fizjologicznych zwigzanych z odpornoscig na suszg u polskich
genotypéw jeczmienia jarego na podstawie nowych wskaznikéw wyznaczonych na podstawie
zaleznosci wskaznik-cecha
identyfikacji charakterystyki i oceny poziomu ekspresji potencjalnych genéw mrozoodpornosci
przeprowadzonej na podstawie sekwencji markeréw DArT dla parametréw mrozoodpornosci.

Gléwnym celem badan byta identyfikacja systeméw markerowych przeznaczonych do praktycznego
wykorzystania w selekcji roslin jeczmicenia jarego o zwigkszonej odpornosci na stres suszy glebowe;
oraz jeczmienia ozimego o zwigkszonej odpornosci na stres niskich (mrozowych) temperatur.

W rozdziale ,Material i Metody” Autorka podaje informacje dotyczace doswiadczen tj. badan
wstepnych, materiatu roslinnego, schematéw do$wiadczen i badanych obiektéw a takze warunkéw
wzrostu roslin, oceny fenotypowej reakeji roslin poddanych dziataniu suszy i niskich temperatur oraz
stosownych  laboratoryjnych  fizjologicznych wskaznikow wrazliwosci na badane stresy. W
przeprowadzonych doswiadezeniach materialem roslinnym byta odmiany, zaawansowane rody oraz
linie DH i SSD. Wykorzystano populacje 1214 genotypéw j¢czmienia jarego i 142 genotypow
jeczmienia ozimego dostarczane przez firmy hodowlane w ramach projektu ,, GENMARK?”.



Nastepnie szczegélowo i starannie przedstawia metodyke stosowang do analizy profilu
genetycznego markeréw molekularnych, izolacji rodlinnego DNA, analizy polimorfizmu markerow
STS i SSR, mapowania asocjacyjnego parametrow wrazliwosci na susze jeczmienia jarego,
bioinformatycznej analizy sekwencji wybranych markerow DArT tolerancji suszy i mrozoodpornosei
jeczmienia, analizy poziomu ekspresji gendéw kandydatdéw mrozoodpornoéci jeczmienia, wyboru
genéw referencyjnych i metody Real-Time PCR. Autorka w tym rozdziale szczegélowo podaje
informacje o wykorzystanej aparaturze i stosowanych odczynnikach. Na zakonczenie tego rozdziatu
Autorka omawia wykorzystane metody statystyczne wykorzystane przy opracowaniu wynikow
pomiarow i analiz.

Rozdziat ,,Wyniki” Autorka podzielita na 5 podrozdzialéw, w ktérych omawia:

e molekularne markery wrazliwosci na stres suszy jeczmienia jarego poprzez analize
polimorfizmu markeréw molekularnych i ich korelacje z rolniczymi i fizjologicznymi
wskaznikami wrazliwosci na susze glebowa.

e genotypowanie materialéw roslinnych metoda DArTseq i zaggszczanie rejondéw genomowych

jeczmienia jarego markerami uzyskanymi w wyniku mapowania asocjacyjnego

analize polimorfizmu markeréw mrozoodpornoéci jeczmienia

identyfikacje genow tolerancji na podstawie sekwencji markeréw DArT

bioinformatyczna charakterystyke markerow tolerancji suszy jgczmienia jarego

identyfikacji genéw zimotrwalosci jeczmienia ozimego w oparciu o sekwencje markerow DArT

ocene aktywnosci genéw kandydujacych o zréznicowanym stopniu wrazliwosci na niskie

temperatury.

W rozdziale ,,Wyniki” Autorka wykazala, ze zatozony cel badan byl konsekwentnie realizowany.
W kolejnych podrozdziatach prezentuje uzyskane wyniki obserwacji i pomiarow w do$wiadczeniach
polowych i szklarniowych. Autorka wykazata, ze tolerancja jeczmienia jarego na stres suszy glebowej
lub jeczmienia ozimego na dziatanie niskich mrozowych temperatur jest waznym zagadnieniem
naukowym dla fizjologéw i hodowcéw, a ze wzgledu na rolnicze znaczenie tego gatunku stanowi
istotny problem ekonomiczny. Ze wzgledu na swoja biologi¢ jeczmien jest intersujacym obiektem
badawczym charakteryzujacym sig duza genotypowg i fenotypowg zmiennoscia.

W prezentowanej w pracy wykorzystano analize¢ polimorfizmu markerow molekularnych
technikag PCR po ich konwersji z systemem DArT. Uzyskane wyniki oznaczen genotypowych
korelowano z wynikami oceny fenotypowej roslin jeczmienia przeprowadzonej na podstawie
laboratoryjnych testow wrazliwosci na mrozoodpornos¢ i suszg. Dla fenotypowej charakterystyki
badanych genotypéw wykorzystano wyniki do$wiadczen polowych z trzech sezondw wegetacyjnych
prowadzonych niezaleznie przez firmy hodowlane.

Wykonana w badaniach analiza 19 polimorficznych loci sprzgzonych z tolerancjg na stres suszy
pozwolita na wskazanie zestawu trzech markerow DArT: bPb-6721, bPb-6450 i bPb-1312
przydatnych w selekcji jeczmienia o zwigkszonej tolerancji na ten stres. Ponadto, wykazano istotne
korelacje obecnosci trzech markeréw: bPb-6721, bPb-6399 i bPb-7786 z odpornoscia na choroby
jeczmienia jarego powszechnie limitujace plon jeczmienia. Szczegdlna przydatnosé w selekcji roslin o
wysokim potencjale plonotwérczym w warunkach suszy wykazano dla markera bPb-7786. W
badaniach opracowano réwniez zestaw trzech markeréw mrozoodpornosci jgczmienia ozimego: bPb-
1593, bPb-7975 i bPb-1815, ktére moga by¢ wykorzystywane w programach hodowlanych w celu
identyfikacji genotypéw o wysokiej mrozoodpornosci. Potwierdzono przydatnos¢ dwéch markerow
DArT w eliminacji osobnikéw wrazliwych na stres mrozu. Przeprowadzono takze probe zageszezenia
rejonéw QTL dla cech fizjologicznych zwiazanych z tolerancjg suszy u polskich genotypow
jeczmienia jarego nowymi markerami wyznaczonymi na podstawie asocjacji marker-cecha.
Zidentyfikowano 16 nowych markeréw DArTseq i 19 SNP istotnie asocjowanych z parametrami
tolerancji suszy, ktére wykorzystano do zageszczenia 5 rejondw chromosomowych jeczmienia: 2H,
3H, 4H, SH i 6H. W badaniach przeprowadzono bioinformatyczng analiz¢ sekwencji markerow DArT
dla parametrow mrozoodpornosci jeczmienia ozimego w kontekscie ich podobiefistva do genéw
potencjalnie zaangazowanych w ksztattowanie réznic w odpornosci na mroz. Przeprowadzona analiza
poziomu ekspresji proponowanych sekwencji u czterech genotypéw o skrajnie zroznicowanej
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mrozoodpornosci, pozwolila na wskazania trzech, dotychczas niezidentyfikowanych u jeczmienia
genéw: ATPase, DDM]I i BIG, jako kandydujacych na geny zwiazane z mrozoodpornoscia.

Tre$¢ prezentowana w rozdziale ,,Dyskusja” Autorka ukierunkowata na relacje pomigdzy uzyskanymi
wynikami a aktualnym stanem wiedzy dotyczacym badanych zagadnien tj.

molekularnych markeréw tolerancji na stres suszy u jeczmienia jarego oraz stres mrozoopornosci u
jeczmienia ozimego

zageszezanie rejondw loci cech ilosciowych zwigzanych z genetycznie uwarunkowang wrazliwoscia
jeczmienia jarego na stres suszy glebowej

bioinformatycznej analizie —sekwencji DArT jako zrédto informacji o potencjalnych genach i
wykorzystania markerow DArT w identyfikacji genow mrozoodpornosci u jgczmienia ozimego.

Uzyskane przez Autork¢ wyniki badan zostaly podsumowane w postaci pigciu dobrze
udokumentowanych wnioskéw. Przy sformutowaniu wnioskéw Autorka wykazata zarowno
krytycyzm jak i nalezyta ostrozno$¢. Wydaje sig, ze przy przygotowaniu publikacji konieczne bgdzie
uzupeienie dyskusji o bardziej szczegdtowe rozpatrzenie tych zagadnien ktore obecnie nie sg jeszcze
w pelni poznane i wyjasnione jak rowniez do ustosunkowania sie do rozwigzan alternatywnych i
wymagajacych dalszych badan. Przypuszczam, ze ze wzgledu na wnioski aplikacyjne praca wzbudzi
zainteresowanie praktykéw i zastuguje na promocj¢ w srodowiskach zajmujacych si¢ praktyczna
hodowla jeczmienia. W zalaczonym spisie literatury Autorka uwzglednita okoto 350 pozycji. Obok
autorow zagranicznych Autorka cytuje prace autoréw polskich co wskazuje na zainteresowanie tymi
zagadnieniami w krajowych oérodkach badawczych.

Mam drobna uwage dotyczaca stosowanej przez Autora nomenklatury dotyczacej stanu
uwodnienia opartego o metody wagowe tj. oznaczania swiezej (Fm), suchej (Dm) masy i masy w
stanie catkowitej turgorescencji (Tm). Wg klasycznej definicji WC (water content) jest roznicg
pomiedzy $wieza a sucha masa, a jednostka sa gramy H,0. Natomiast RWC (relative water content)
jest stosunkiem réznicy pomigdzy $wieza a sucha masa (licznik), w mianowniku najczesciej $wieza
masa, a czasami sucha masa, nicktrzy takze do mianownika wstawiaja powierzchnie. To co Autorka
przyjmuje za RWC to tak naprawde jest RT (relative turgidity). Licznik RT jest identyczny jak w
przypadku RWC natomiast w mianowniku zamiast $wiezej masy (Fm) jest masa w stanie petnego
turgoru (Tm). Metodg oznaczania RT opracowat P. E. Weatherley w latach pigédziesigtych XX wieku.
RT jest wskaznikiem fizjologicznie bardziej obiektywnym niz RWC, gdyz informuje o potencjalnych
mozliwosciach tkanki do wysycenia woda. Wg. klasycznej metody oznaczenie Tm uzyskiwano po
umieszczeniu na 24 godziny tkanki w wodzie w temperaturze +4° C (w tej temperaturze woda ma
najwickszg gestosé) oraz przy stabym oswietleniu. Nalezy rowniez wskaza¢, ze odwrotnoscig RT jest
WD (water deficit), ktory informuje w jakim stopniu potencjalne mozliwosci tkanki odbiegaja od
stanu aktualnego. H. D. Barrs w I tomie monografii Kozlowskiego (Water Deficit and Plant Growth)
zamiescit artykut przegladowy, w ktérym krytycznie ocenit rozne wskazniki uwodnienia okre$lane
metodami wagowymi. Miedzy innymi wykazal, ze dla oznaczenia Tm okres 24 godzin umieszczenie
tkanki w wodzie nie jest catkiem prawidtowy, gdyz najwyzsza wartos¢ Tm tkanka uzyskuje wezesniej,
a w nastepnej fazie cze$¢ pobranej wody wraca do roztworu. Osobiscie jestem zdziwiony
,zaniknicciem” wskaznika RT, a zamiast jego autorzy stosujg dwa rozne i odmienne wskazniki
nazywajac je RWC a to moze i jest powodem odmiennych konkluzji.

Podsumowanie recenzji

Manuskrypt pracy doktorskiej mgr inz. Anny Fiust zostat pod wzgledem edytorskim
poprawnie i starannie opracowany. Autorka w wykorzystala dostepne programy komputerowe
umozliwiajace redakcyjna prezentacj¢ wykresow, tabel. Dotaczona dokumentacja, ktorg Autorka
prezentuje w formie dobrze przygotowanych tabel i wykresow jest starannie opracowana. Strona
opisowa jest przejrzysta, a stosowane w badaniach metody statystyczne prawidtowe. Prawdopodobnie
ze wzgledu na wielowatkowo$¢ omawianych zagadnien nie catkowicie udato si¢ Autorce unikna¢
powtdrzen fragmentdw, ktére byly rozpatrywane w réznych miejscach rozdziatow "Wstep" i
"Dyskusja". Uwagi dotyczace probleméw redakeyjnych dostrzezone w manuskrypcie zaznaczytem w



tekécie do ewentualnego wykorzystania przy opracowaniu tekstu do publikacji w czasopismach
naukowych.

W mojej ocenie przedstawiony manuskrypt pod wzgledem formalnym i merytorycznym
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Rozprawa doktorska pani mgr inz. Anny Fiust
wnosi nowe elementy poznawcze i utylitarne wzbogacajace nasza wiedzg¢ i jest przykladem
zamknietego cyklu badawczego od koncepcji i hipotez przez staranny dobér materiatu roslinnego,
whasciwe metody oraz przedyskutowaniu wynikow wiasnych i ich konfrontacje z pogladami innych
autoréw. Na podstawie zalagczonej do manuskryptu dokumentacji mozna stwierdzi¢, ze znaczacy
dorobek ukazuje mgr inz. Anne Fiust jako zdolnego, samodzielnego pracownika naukowego o
skrystalizowanych zainteresowaniach. W Jej dotychczasowym dorobku znajdujemy oryginalne prace
poznawcze, a dostgpny warsztat badawczy pozwala na prowadzenie badan na poziomie nie
odbiegajacym od standardéw europejskich. Sprzyjajaca okolicznoscig dla dalszej naukowej
dziatalnosci naukowej sg kontakty nawiazane z krajowymi i zagranicznymi osrodkami badawczymi co
pozwala na powigzanie tematyki badan wlasnych z aktualnymi trendami swiatowymi. Sa dwie
przestanki pozwalajace patrze¢ z optymizmem na Jej dalszy rozwdj naukowy. Po pierwsze cele
skutecznej hodowli roslin tolerujacych stresowe warunki $rodowiska sa wazne i aktualne, a po drugie
wlasnymi i oryginalnymi pomystami wzmocni programy badawcze i hodowlane roslin.

Ze wzgledu na duze zaangazowanie Autorki w wykonywanych badaniach oraz znaczenie
uzyskanych wynikéw dla realizacji projektow Unii Europejskiej i Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego zwracam sie z prosba o rozwazenie mozliwosci wyréznienia pracy doktorskiej pani mgr
inz. Anny Fiust.

Podsumowujac oceng stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr inz. Anny Fiust spetnia
wszystkie wymagania okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2004 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr. 65 poz. 595) z po6zniejszymi
zmianami, stawiam wniosek do Rady Wydziatu Rolniczo-Ekonomicznego Uniwersytetu Rolniczego w
Krakowie o dopuszczenie pani mgr inz. Anny Fiust do nastepnych etapéw publicznej obrony.
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