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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Sosnowskiej pt.
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Opis rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr Katarzyny Sosnowskiej zostala
wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Teresy Cegielskiej-Taras, promotorem
pomocniczym byla dr inz. Laurencja Szata. Praca skfada si¢ z trzech artykutéw naukowych
opublikowanych w latach 2014-2017, w czasopismach z listy JCR:

1. InVitro Celluar & Developmental Biology — Plant (IF214=0,981; 20p MNiSzW),

2. Breeding Science (1F3016=1,792; 30p MNiSzW)

3.  Euphytica (IF3016=1,626; 35p MNiSzW).
Publikacje te zawieraja spojny tematycznie zestaw badan nad resynteza rzepaku. Sa autorstwa
od 2 do 8 osob, a Doktorantka jest pierwszym autorem w dwoch z nich. Do pracy dofaczone
sq o$wiadczenia autoréw, wskazujace na znaczacy udzial mgr K. Sosnowskiej w powstaniu
tych publikacji. Autorka wykonywata czgs¢ eksperymentalng prac, brala udzial w
obliczeniach statystycznych oraz opracowywala wyniki przeprowadzonych badan.

W recenzowanej pracy oprocz trzech wymienionych wyzej publikacji, stanowigcych
jej glowny element, znajdujq si¢ rozdzialty wprowadzajace i porzadkujace wiedz¢ na temat
pochodzenia, hodowli i zasobow genetycznych rzepaku. Tytul pracy zostal prawidlowo
sformutowany, a poszczegélne rozdziaty, ktorych jest XI przedstawione sa w logicznej
kolejnosci. Sa to: wykaz publikacji wchodzacych w sklad rozprawy, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, przeglad literatury, cel badan, krotkie omodwienie wynikow,
podsumowanie i wnioski oraz spis literatury. Powstata w ten sposdb wartosciowa rozprawa, o
spojnej tematyce badan nad poszerzeniem zmiennosci genetyczne rzepaku i wykorzystaniem
otrzymanych mieszancow oddalonych w hodowli heterozyjnej u tego gatunku.

Tematyka badan i ich znaczenie

Rzepak ma duze znaczenie gospodarcze w Polsce i na $wiecie, jest gatunkiem, u
ktorego postep biologiczny w wyniku hodowli jest najbardziej spektakularny wsrod roslin
rolniczych. Uprawiane odmiany zwane podwdjnie ulepszonymi (,,00”), charakteryzuja si¢
niska zawartoscia kwasow tluszczowych nasyconych, bez kwasu erukowego oraz niska
zawartoscia glukozynolanéw, co ma duze znaczenie w dietetyce, a takze w przemysle
paszowym. Programy hodowlane rzepaku opieraja si¢ przede wszystkim na tworzeniu
mieszancOw heterozyjnych. W procesie tym wykorzystywane sa rdézne techniki
biotechnologiczne, ktére wspomagaja tworzenie nowych odmian. W hodowli rzepaku duzym
problemem jest zawezenie zmiennosci genetycznej wskutek dziesigtkow lat intensywnej
selekcji i braku dzikich form. Zmieniajace si¢ wraz z potrzebami rynku kierunki hodowli
wymuszaja poszukiwanie nowych zrédel zmiennosci genetycznej i w ten trend wpisuje si¢
tematyka badan przedstawiona w recenzowanej rozprawie.



Szczegolowe cele rozprawy, material i metody badawcze, wklad Doktorantki

Celem badan byto uzyskanie zréznicowanych genetycznie resyntetyzowanych linii
rzepaku (RS), nastepnie uzycie ich w programach hodowlanych oraz wykazanie
zroznicowania genetycznego pomigdzy obiektami otrzymanymi w wyniku resyntezy a
odmianami i liniami rzepaku znajdujacymi si¢ w hodowli.

Mgr Katarzyna Sosnowska i zespot wspoétautorow prowadzili prace nad resynteza

rzepaku z wykorzystaniem r6znych podgatunkéw nalezacych do B. oleracea i B. rapa. Rola
Doktorantki zwigzana byla z wyprowadzeniem materialu roslinnego do doswiadczen
opisanych w publikacjach. A bylo to zadanie zmudne i czasochlonne. Wyjsciowym
materialem byly bowiem 2 podgatunki Brassica oleracea (jarmuz i kapusta brukselska) oraz 3
podgatunki B. rapa (rzepik, kapusta chinska i kapusta pekinska) reprezentowane przez rézne
odmiany. Uzycie ich do dwukierunkowych krzyzowan pozwolilo otrzymac szereg
zroznicowanych genetycznie mieszancow resytetyzowanych (RS) rzepaku, ktére we
wszystkich trzech publikacjach byly podstawa do badan. Mieszance RS powstaty w wyniku
zastosowania technik zapylania in vivo lub in vitro, a nastgpnie wykorzystania techniki
embryo rescue. Badania te dowiodly, ze resynteza rzepaku poprzez hybrydyzacj¢
miedzygatunkowa z wykorzystaniem technik in vitro jest dobra droga do otrzymania
mieszancow RS. Metodyke otrzymywania amfidiploidalnych form rzepaku opublikowano w
artykule nr 1) pt. Application of in vitro pollination of opened ovaries to obtained Brassica
oleracea L. x B. rapa L. hybrids (2014). Ponadto w badaniach tych Autorka wykazata si¢
znajomoscia metod cytologicznych. Podczas analiz embriologicznych rozwoju zarodkow
mieszancowych obserwowala zaburzenia w rozwoju bielma oraz obecnos¢ zdegenerowanych
woreczkow zalazkowych. Badania te wniosty nowe informacje do opisu trudnosci w
otrzymywaniu mieszancoéw oddalonych.
Otrzymane mieszance RS zostaly wlaczone do hodowli poprzez krzyzowanie z liniami
restorerami zawierajacymi gen Rfo zwigzany z CMS ogura, ktéra u rzepaku stuzy do
tworzenia mieszancow heterozyjnych. Otrzymane linie RS krzyzowano z liniami restorerami,
a mieszance F1 uzyte zostaly jako rosliny donorowe do androgenezy. Otrzymata w ten sposob
szereg zroznicowanych genetycznie linii DH semi-resyntetyzowanych (semi-RS). Z nich, z
zastosowaniem analiz biochemicznych wyselekcjonowano takie, ktore posiadaty gen restorer
Rfo a zawarto$¢ kwasu erukowego i glukozynolanéw odpowiadala normom odmian
dwuzerowych”. Taki sposob postepowania byt nowatorski i w hodowli rzepaku zastosowany
po raz pierwszy. W schematach hodowli rzepaku publikowanych w swiatowej literaturze,
autorzy zwracajg uwage, ze linie RS z powodu niekorzystnych cech agronomicznych nie
moga by¢ bezposrednio zastosowane w hodowli i musza by¢ poddane kolejnym,
kilkakrotnym krzyzowaniom wstecznym. Autorka w celu stabilizacji genetycznej swoich linii
semi RS uzyla systemu haploidyzacji, a nastgpnie diploidyzacji otrzymujac linie DH. Metoda
ta pozwolita na skrocenie czasu otrzymania form charakteryzujacych si¢ waznymi cechami
jakosciowymi oleju i S$ruty rzepakowej, zawierajacych ponadto gen restorer.  Stan
homozygotyczny tych form pozwolil uzy¢ je w hodowli heterozyjnej. Jedna z takich linit DH
semi-RS wykorzystano w doswiadczeniach wstepnych jako komponent mieszanca F1 i
otrzymano znaczny efekt heterozji. Ten sposob postgpowania w procesie hodowlanym
opisano w kolejnej publikacji (nr 2) pt. Development of new restorer lines for CMS ogura
system with the use of resynthetsized oilseed rape (Brassica napus L.) (2016).

Otrzymanie tak szerokiego spektrum genetycznie zréznicowanych materialow
roslinnych bylo zadaniem, ktore od Doktorantki wymagalo znajomosci biologii, genetyki i
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dziedziczenia cech u rzepaku, metod hodowli i technik krzyzowan, ale takze metod in vitro,

za pomoca ktorych pokonano bariery krzyzowalnosci migdzygatunkowej oraz otrzymano

linie podwojonych haploidow.

Hodowla nowych odmian mieszancowych wymaga posiadania materiatu
charakteryzujacego si¢ odpowiednim dystansem genetycznym. Z duzym udzialem
Doktorantki, w publikacji nr 3) pt. Genetic relationships among resynthesized,
semiresynthesized and natural Brassica napus L. genotypes, (2017) przedstawiono wyniki
oceny polimorfizmu DNA w obrgbie 100 obiektow. Byly wsrdd nich 33 linie RS (otrzymane
w wyniku 15 kombinacji krzyzéwkowych B. oleracea x B. rapa), 6 linii DH semi-RS, 49
odmian i linii hodowlanych rzepaku oraz 12 form rodzicielskich do resyntezy. Z uzyciem
markeréow AFLP i analiz statystycznych oceniono zmiennos$¢ genetyczna, wydzielono grupy
jednorodne genetycznie oraz okreslono dystans genetyczny pomigdzy grupami badanych
populacji. Waznym dla praktycznej hodowli rzepaku jest wyciagnigty z tych badan wniosek o
genetycznej odmiennosei linii RS i DH semi-RS od rzepaku naturalnego, ktérego liczne
formy uzyto w doswiadczeniu. W tym zadaniu Doktorantka wykazata si¢ znajomoscia technik
molekularnych oraz specjalistycznych metod analizy statystycznej.

Tak wigc, Pani mgr Katarzyna Sosnowska w przedstawionych badaniach wykazata si¢
wiedza z wielu dziedzin nauk biologicznych oraz znajomoscia technik im towarzyszacych i
umiejetnie wykorzystata je w pracy naukowej.

Za najwazniejsze osiggnigcia Doktorantki w ocenianym zestawie publikacji uwazam:

e Opracowanie metodyki otrzymania mieszancéw RS rzepaku z wykorzystaniem kultur in
vitro (zapylenie in vitro, embryo rescue). Otrzymang przez Autorke efektywnosé
tworzenia roslin mieszancowych wynoszaca 13% uwazam za duze osiaggnigcie, a wyniki
analiz embriologicznych rozwoju zarodkow mieszancowych za bardzo interesujace.

e Otrzymanie licznej grupy linii RS, ktére stanowig pule nowych, zrdéznicowanych
genetycznie genotypéw B. napus. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze do otrzymania
mieszancéw RS Autorka uzyla zréznicowanych genetycznie form botanicznych i odmian
nalezacych do gatunkdw ancestralnych, co dalo szansg¢ na zwigkszenie roznorodnosci.

e Wprowadzenie do hodowli metody (opracowanej ze wspotpracownikami), ktora pozwala
poprzez linie DH semi-RS, na introgresj¢ genéw z otrzymanych nowych genotypéw RS
do istniejacych linii i odmian rzepaku. Jest to metoda nowatorska w hodowli rzepaku,
ktora pozwolita skroci¢ czas otrzymywania form o wartosciowych cechach, z
wprowadzonym genem restorerem Rfo.

e Ustalenie polimorfizmu i wykazanie dystansu genetycznego (technika AFLP) pomiedzy
liniami RS, DH semi-RS oraz naturalnymi liniami i odmianami B.napus, B.oleracea i
B.rapa co znacznie utatwi dobdr komponentéw rodzicielskich w hodowli heterozyjne;j.
Przedstawione osiagni¢cia sa wazne z punktu widzenia badan nad resyntezq rzepaku i

poszerzeniem zmiennosci genetycznej tego gatunku. Oprdécz aspektu naukowego nalezy

zwrdci¢ uwage, ze badania te maja takze duze znaczenie dla praktycznej hodowli rzepaku.

Uwagi, ktore nasunety mi si¢ podczas czytania pracy sa nieliczne i stanowig raczej pytania do

Doktorantki:

e Wisrod trzymanych materiatéw roslinnych (linii RS i DH-semiRS) znajdujg si¢ formy o
bardzo zrdéznicowanej zawartosci kwaséw ttuszczowych czy glukozynolanéow. Uwazam,
ze jest to cenny material do realizacji nowych kierunkéw hodowli, ktore wymusza
zmieniajace si¢ preferencje i wymagania przemystu chemicznego, spozywczego czy
paszowego. Czy w tym zakresie beda prowadzone dalsze badania?
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e Majac tak wiele mieszancow RS warto by opracowa¢ publikacje¢ pokazujaca
kompleksowo ich zrdznicowanie morfologiczne, biochemiczne, cytologiczne,
molekularne.

e Do otrzymania mieszancéw RS zastosowano 2 techniki zapylen in vivo i in vitro.
Pierwsza z nich jest opisana w Sosnowska i in. 2010, a druga w Sosnowska i Cegielska-
Taras 2014. Czy metody te =zostaly poréwnane na tym samym materiale
doswiadczalnym, ktora z nich jest latwiejsza, a ktora bardziej efektywna? Obydwie
metody w swojej drugiej czg¢sei maja izolacje zarodkow. Czy nie wystarczytyby kultury
izolowanych zalazkow?

e Pojecie ,,zapylenie in vitro odcietych zalazni” jest nieprecyzyjne, moze lepiej w polskiej
nomenklaturze nazwac je zapylanie in vitro wewnatrzzalazniowe lub $rodzalazniowe?

e Linie nazwane semi-RS sa liniami DH, proponuj¢ zachowanie przedrostka DH takze w
nazewnictwie polskim, gdyz to precyzuje status genetyczny otrzymanych linii. W
publikacji nr 2) sa opisane jako semi-RS DH lines, natomiast w nr 3) jako semi-RS lines.

e Paki kwiatowe odkaza si¢ (nie sterylizuje) (str 25).
Moje uwagi zawarte w recenzji nie umniejszaja w zadnym stopniu poznawczego i

praktycznego znaczenia omawianej pracy.
Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Sosnowskiej pt.
.,Rozszerzenie puli genowej Brassica napus L. poprzez resyntez¢ rzepaku ozimego™ jest
nowatorska i wartosciowa pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym. Wykonane
badania stanowiag bowiem wazny przyczynek do poznania barier krzyzowalnosci
miedzygatunkowej 1 jej przelamywania. Autorka przedstawila skuteczny sposéb na
poszerzanie zmiennos$ci genetycznej i wprowadzita metod¢ hodowli, ktéra utatwia otrzymanie
form pozadanych dla hodowli heterozyjnej rzepaku, najwazniejszej rosliny oleistej w Polsce.

Praca zawiera prawidlowo udokumentowane wyniki i §wiadczy o tym, ze Doktorantka
bardzo dobrze zna metody klasycznej hodowli krzyzowkowej, techniki kultur in vitro, oraz
najnowsze techniki biologii molekularnej i potrafi prawidlowo wykorzysta¢ je w badaniach
naukowych. Opracowanie daje podstawy do dalszych badan oraz aplikacyjnego
wykorzystania otrzymanych nowych form w programach hodowli rzepaku.
Reasumujac, stwierdzam, ze oceniana praca spelnia wszystkie Kkryteria stawiane
rozprawom doktorskim przez Ustawe z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz stopniach 1 tytule w zakresie sztuki, okreslone w artykule 13 Ustawy. (Dz. U.
Nr 65, poz. 595, z poézn. zm.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin-PIB o dopuszczenie mgr Katarzyny Sosnowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na poznawczy 1 aplikacyjny charakter
przeprowadzonych badan oraz fakt, ze zostaly opublikowane w czasopismach naukowych o
uznanej renomie miedzynarodowej z zakresu biologii i hodowli roslin wnosz¢ o wyrdznienie
tej rozprawy doktorskie;j.
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