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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Kuszewskiej
pt. ,,Ocena zr6znicowania genetycznego populacji mapujacych jako podstawa
konstrukeji mapy genetycznej Salix spp.”
wykonanej w Katedrze Genetyki, Hodowli Ro$lin i Inzynierii Biosurowcow
pod kierunkiem promotora dr. hab. Jerzego A. Przyborowskiego, prof. UWM

Recenzja pracy doktorskiej zostala wykonana na podstawie pisma z dnia 23.11.2021
roku przestanego przez prof. dr. hab. Agnieszke Pszczotkowska Przewodniczaca Rady
Naukowej Dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo na Wydziale Rolnictwa i Le$nictwa
Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie, informujacego o wszczeciu przez ww.
Radg postgpowania o nadanie stopnia doktora mgr inz. Annie Kuszewskie;.

Poszukiwanie nowych oraz optymalizacja obecnie dostgpnych odnawialnych Zrodet
energii (OZE) nalezy do priorytetow dzialan wiekszosci gospodarek krajéw naszego globu.
Jest to podyktowane szybko postepujaca degradacja $rodowiska naturalnego
i katastrofalnymi skutkami powodowanymi nadmierna eksploatacja konwencjonalnych paliw
kopalnych. Wykorzystanie biomasy roslinnej o udoskonalanych parametrach plonotworczych
pochodzacej z niskonakladowych upraw roélin energetycznych, w tym z rodzaju Salix
pozyskiwanych w krotkich rotacjach (SRC), wpisuje sie w te, tak bardzo istotne dzialania.
Bogate zasoby genowe, duze zroznicowanie genetyczne w obrebie rodzaju Salix oraz
zlozono$¢ mechanizmu dziedziczenia istotnych pod wzgledem cech uzytkowych wzbudzaja
duze zainteresowanie badaczy poznaniem podloza ich dziedziczenia. Coraz nowocze$niejsze,
dostepne techniki biologii molekularnej, w tym oparte o rézne systemy markerowe pozwalaja
na skuteczng intensyfikacje proceséw hodowlanych w kierunku selekcji wysokoplonujacych
genotypow Salix oraz pozwalaja na stwierdzenie ich zrdznicowania genetycznego.

Dlatego tez, podjete przez mgr inz. Anne Kuszewska badania dotyczace powyzszych
zagadnien sq nie tylko ciekawe poznawczo, ale sa tez poszerzeniem wiedzy w zakresie
selekeji i hodowli nowych form Salix ukierunkowanych na produkcje biomasy o najlepszych
parametrach energetycznych. Poza tym, badania te maja niezwykle wazny aspekt utylitarny.
W zwiazku z powyzszym, uwazam wybor tematu recenzowanej rozprawy za bardzo trafny
1 jasno sprecyzowany.
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Ocena formalna pracy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Anny Kuszewskiej pt. Ocena
zroznicowania genetycznego populacji mapujacych jako podstawa Kkonstrukcji mapy
genetycznej Salix spp.” obejmuje 144 strony, w tym 26 tabel, 21 rysunkow, 8 fotografii oraz
250 pozycji literatury (w tym 232 pozycje anglojezyczne). Uklad pracy jest w zasadzie
typowy dla tego typu naukowych opracowan eksperymentalnych i powszechnie stosowany.
Nie budzi wigkszych zastrzezen. Sklada sie z wyodrebnionych rozdzialow, tj. ze wstepu
zakonczonego celem pracy, przegladu pi$miennictwa, materialu badawczego i metod,
wynikow (ich omowienia), dyskusji wynikow oraz wnioskéw. Dodatkowym rozdzialem
zaznaczonym w spisie tresci jest aneks, w ktorym zamieszczonych zostalo 15 tabel, 2 rysunki
oraz 3 fotografie.

Z kolei niewyodrgbnionymi czg$ciami zamieszczonymi na poczatku pracy sa spisy:
tabel, rysunkow i fotografii oraz skroty, a takze literatura (spis) oraz streszczenia w jezykach:
polskim 1 angielskim (abstract) zamieszczone na jej koncu.

Mam mate uwagi do tej czgSci. Uwazam, ze wszystkie tabele, rysunki i fotografie
zawarte w aneksie powinny by¢ umieszczone w rozdzialach, ktorych one dotycza. Praca
bylaby czytelniejsza. Aneks wowczas bylby zbedny. W spisie tresci doprecyzowalbym nazwy
rozdzialow: 5. Material badawczy i metody oraz 6. Wyniki, przez dodanie na koncu
rozdzialow stowa ,.badan”.

Ponadto, w spisie fotografii nr 2, 314 sa blednie podane strony ich zamieszczenia.

Ocena merytoryczna pracy

Tytul rozprawy doktorskiej jest jasno sformulowany i nawiazuje do zawartych w niej

tresci. We wstepie Doktorantka umiejetnie i bardzo obszernie (moze zbyt obszernie — 6 stron)
wprowadza czytelnika w tematyke badawczg oraz uzasadnia podjecie wybranego tematu. Na
koncu stawia do realizacji jeden gléwny cel badan, tj. stworzenia podstaw naukowych
stuzacych do zbudowania systemu selekcji wspieranego markerami molekularnymi
wykorzystywanego w hodowli tworczej Salix spp.. ze szczegdlnym uwzglednieniem
produkcyjnosci roslin.
Do zrealizowania celu glownego Autorka pracy postawita dodatkowo cztery cele
szczegolowe, tj. 1) zbadanie parametréw zréznicowania genetycznego przygotowanych pod
to populacji mapujacych; 2) okreslenie zmienno$ci podstawowych cech biometrycznych, jak
wysokos¢ roslin, rozkrzewienie, $rednica pedu wiodacego jako elementow struktury plonu
biomasy; 3) wygenerowanie mozliwie jak najwigkszej liczby powtarzalnych markerow DNA
0 wysokim polimortizmie w celu konstrukcji mapy genetycznej Salix; 4) identyfikacja QTL-i
zwigzanych z podstawowymi cechami plonotwérczymi biomasy.

Uwazam, ze cele szczegdlowe pracy zostaly poprawnie zredagowane, z niewielka
korekta jezykowa w przypadku celu 1), natomiast w celu glownym jest bardzo ogdlne
sformutowanie ,stworzenie podstaw naukowvych ..... ”. Co Doktorantka miala na mysli
stosujac taki ogdlnik?

Przeglad piSmiennictwa liczacy az 36 stron jest zgodny 2z tematem
przeprowadzonych badan. Autorka wykazala si¢ bardzo dobra znajomoscia literatury i duza
wiedza w tym przedmiocie. Na uwage zastuguje fakt, Ze rozdzial ten zostal napisany
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z wykorzystaniem, aktualnie najnowszej, dostepnej $wiatowej literatury, tj. z ostatniego
dziesigciolecia. Doktorantka zapoznala nas w ciekawy i analityczny sposéb z aktualng
wiedzg na temat poruszanych aspektow bedacych przedmiotem badan. Poruszyla wazny
aspekt gospodarczy wykorzystania wielu odmian i form hodowlanych rodzaju Salix do celéw
energetycznych i farmaceutycznych. Autorka pracy zwrocila takze uwage na ogromne
zroznicowanie genetyczne w obrgbie rodzaju Salix, ktore z jednej strony sprawia, Ze jest on
ciekawym materialem badawczym, a z drugiej strony ze wzgledu na wyjatkowa sktonnosé do
migdzygatunkowej hybrydyzacji utrudnia klasyfikacje konkretnych form. Ponadto, dokonata
szczegdlowe] charakterystyki odmian Salix viminalis L. i Salix schwerinii E.Wolf, na bazie
ktorych utworzono populacje mapujace P4 i PS5, bedace przedmiotem badan. Doktorantka
bardzo szczegotowo opisala problematyke zwiazana z kierunkami selekcji i hodowli Salix.
Wprowadzita czytelnika doglebnie i przejrzy$cie w zagadnienia dotyczace wykorzystania
markerow DNA w analizach molekularnych oraz w mapowaniu genetycznym rodzaju Salix.
Ten rozdzial napisany jest z ogromnym wyczuciem tematyki badawczej.

Jednakze, brakuje mi w przegladzie pismiennictwa, podstawowych, ale bardzo
waznych informacji, z punktu widzenia tematyki badan, zagadnien dotyczacych
wykorzystania techniki kultur in vitro w badaniach biologii molekularnej oraz w hodowli
i selekcji Salix. Tym bardziej, ze populacje mapujace P4 i P5 wykorzystane do badan
pochodzity z kultur in vitro.

Podstawa wykonania rozprawy doktorskiej i osiagniecia celu badawczego bylo
wieloletnie, jednoczynnikowe doswiadczenie polowe przeprowadzone w latach 2009-2017
w Stacji Dydaktyczno-Badawczej w Baldach UWM w Olsztynie, zalozone w zbalansowanym
ukladzie losowanych blokéw niekompletnych. Materialem badawczym byly populacije
mapujace (P4 i P5) utworzone na bazie potomstwa pochodzacego ze skrzyzowania dwoch
szwedzkich odmian begdacych potrdjnymi mieszancami ‘Tordis’ — EU 9288 oraz ‘Torhild” —
EU 5286. Populacje P4 tworzylo potomstwo powstate ze skrzyzowania losowo wybranych
form sposrod potomstwa Fi: zenskiej ‘Z1/84 oraz meskiej ‘Z1/13. Z kolei populacje P5
tworzylo potomstwo pochodzace ze skrzyzowania wstecznego pomigdzy zZenska odmiang
‘“Tordis’” i wybranym z pokolenia Fi komponentem meskim ‘Z1/13°. Wyprowadzenie obu
populacji mapujacych odbylo si¢ w warunkach kultur in vitro. Metodyke ta przedstawiono
bardzo ogodlnie.

Charakterystyka warunkéw wyprowadzenia populacji mapujacych, przebiegu

doswiadczenia polowego oraz opis materiatu badawczego, zastosowanych metod badawczych
1 statystycznych Autorka przedstawila w liczacym 14 stron rozdziale material badawczy
i metody.
Uklad doswiadczenia polowego, zastosowane metody pomiaréw biometrycznych oraz badan
molekularnych generalnie nie budza zastrzezen. Na szczegdlne podkreslenie zashuguje
obszerny zakres precyzyjnie i prawidlowo wykonanych badan molekularnych, do ktérych
zostaly adekwatnie dobrane metody, programy statystyczne i oprogramowania. Cennym jest
wytypowanie odpowiednich starteréw RAPD oraz ISSR, ktore postuzyly do dalszych badan
molekularnych, tj. konstrukcji map genetycznych. Wykonane badania w tym zakresie zostaty
przeprowadzone prawidlowo.
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Moje uwagi do tej czesci pracy dotycza wyjasnienia i doprecyzowania kilku kwestii:

1) nie podano terminu (lat) przeprowadzenia badan w laboratorium kultur in vitro,
dotyczacych wyprowadzenia pokolenia F; oraz populacji mapujacych;

2) jak dlugo namnazano skietkowane zarodki w kulturach in vitro tworzac populacje
klonow? (nalezy mie¢ na uwadze zmienno$¢ samoklonalng);

3) brak oznaczen dhugosci obiektéw na fot. 1.

4) brak opisu metodyki izolacji i zapylenia oraz ile dni po zapyleniu izolowano zarodki
1 dlaczego? (str. 54)

5) nie znajduj¢ informacji: z jakiego materiatu i jak pobrano sztorby (25 cm odcinki).
Material pochodzacy z kultur in vitro musial by¢ wcze$niej wysadzony do gruntu
w warunkach polowych. W jaki sposéb to si¢ odbywalo? Nalezaloby to wyjasnic.

6) jaka powierzchnig stanowily poletka z poszczegdlnymi populacjami?

7) nie podano czym i w jaki sposob dokonywano pomiaréw biometrycznych, tj.
wysokosci i srednicy pedu wiodacego oraz plonu populacji PS. Czy plon $wiezej masy
dotyczy pedu wiodgcego czy jest to Srednia masa wszystkich pedow z jednej karpy?

8) nieprecyzyjne jest okre$lenie terminu dokonania ww. pomiarow tj. ,,na koniec okresu
wegetacji”. Powinno podac¢ sie¢ dokladne terminy tych pomiarow, gdyz plon biomasy
zbiera si¢ w okresie zimowym.

9) dlaczego pomiary biometryczne pedow 2 i 3-letnich u populacji P4 wykonywano
w latach 2016-2017, zamiast 2013-2014, skoro zalozono doswiadczenie w roku 2011?
Natomiast u populacji PS wykonano pomiary w latach 2012-2013, gdyz zalozono
doswiadczenie w 2010 r.

10)niepotrzebnie Doktorantka uzywa terminu ,,rozkrzewienie” w odniesieniu do liczby
pedow. Rozkrzewienie rozumie si¢ jako proces tworzenia pedow, natomiast liczba
pedow jest cecha ilosciowq 1 tego okreslenia powinno sie uzywac.

11)podpisy pod fotogratiami 2,3 i 4 sg nieprecyzyjne pod katem terminu (powinien by¢
podany miesiac i rok).

Wyniki przeprowadzonych badan zostaly przedstawione analitycznie w21
stronnicowym rozdziale ‘wyniki’. Doktorantka, zgodnie z zaloZzeniami metodycznymi,
prawidlowo opisala oraz zinterpretowala uzyskane wyniki pomiarow biometrycznych oraz
badan genetycznych, ktére zamieScila w formie czytelnych tabel i rysunkow. Moje
zastrzezenia  budzi  fakt, Ze niektore tabele 1 rysunki sg zamieszczone
w aneksie, a nie w tekscie rozdzialu. Duzym ulatwieniem w opisie wynikéw badan byloby
umieszczenie wszystkich tabel i rysunkéw w tekScie tego rozdziatu, a nie umieszczad je
w aneksie na koncu pracy, o cym wezesniej wspominatem. W tabelach nr 7-18, dotyczacych
pomiarow biometrycznych, zamieszczonych w aneksie, brakuje podania jednostek (szt., cm,
mm). Powinny by¢ one umieszczone, albo w nagléwkach (podpisach) tabel, albo w kolumnie
tabeli opisujacej wyniki biometryczne. Czytelniejsze byloby tez umieszczenie grup
jednorodnych analizy statystycznej bezposrednio przy wynikach badan niz w oddzielnych
kolumnach. W tabeli 11. przy genotypie P4/27 sg zle przypisane grupy jednorodne. Szkoda,
ze Doktorantka nie wykorzystata wynikow analizy wariancji (grup jednorodnych) w opisie
cech biometrycznych poszezegdlnych genotypéw obu populacji mapujacych. Co prawda,



uzyskala praktycznie to samo poprzez prawidlowsq interpretacje wynikow z wyliczonych
rozktadow normalnych odnoszacych si¢ do tych cech.

Doktorantka prawidlowo scharakteryzowala warunki atmosferyczne na podstawie
danych temperatury powietrza i opadow w latach prowadzenia doswiadczenia polowego
w odniesieniu do srednich wieloletnich. Drobne zastrzezenia dotycza kwestii uzywania przez
Autorkeg pojecia ‘warunki wilgotnosciowe’ na réwni z ‘suma opadéw’ (str. 67, 89, 90). Nie
jest to jednoznaczne.

Wyniki badan dotyczace analiz molekularnych, tj. opisu zréznicowania genetycznego
populacji mapujacych P4 i PS5, konstrukeji mapy genetycznej oraz identyfikacji QTL-i na
bazie populacji P4 i na mapie populacji P5 zostaly prawidlowo przedstawione w postaci
poprawnie skonstruowanych tabel i rysunkéw. Opis wynikow nie budzi zastrzezen, jest
zwigzly i czytelny. Mozna jedynie znaleZé nieliczne bledy interpunkcyjne i redakcyjne.
Autorka wyraznie zaakcentowala i wskazala na te wyniki badan, ktére maja istotne znaczenie
z punktu widzenia zatozonego celu badawczego.

Dyskusja uzyskanych wynikéw zostala przeprowadzona profesjonalnie i zwigzle
oraz stosownie do zakresu przeprowadzonych badan. Autorka umiejetnie skonfrontowala
uzyskane wyniki z doniesieniami licznych, zaréwno polskich, jak i zagranicznych autoréw,
wykazujac si¢ bardzo obszerna wiedza z zakresu podjetej tematyki pracy. Konfrontujac
wlasne wyniki z doniesieniami innych badaczy, Doktorantka znalazla potwierdzenie
celowosci wykonanych analiz oraz doboru adekwatnych metod badawczych. Jako przyktad
podaje, ze wlasciwie dobrane markery RAPD i ISSR moga by¢ wykorzystane w analizach
molekularnych umozliwiajacych konstrukcje map genetycznych na bazie wygenerowanych
populacji mapujacych.

Ta czgs¢ pracy jest napisana przejrzystym i stylistycznie poprawnym jezykiem.

Podsumowaniem przeprowadzonych badan jest 9 poprawnie zredagowanych
wnioskéw (chociaz bardziej mozna je nazwa¢ podsumowaniem), ktore znajduja pelne
potwierdzenie w uzyskanych wynikach badan. Sa tez odpowiedzia na postawiony cel glowny
1 cele szczegdlowe pracy, chociaz nie w pelnym zakresie.

Nie znalaztem we wnioskach konkretnej odpowiedzi na postawiony cel gléwny, tj. co
tworzylo podstawy naukowe  stuzace do zbudowania systemu selekcji wspieranego
markerami molekularnymi wykorzystywanego w hodowli twoérczej Salix spp., ze
szczegOlnym uwzglednieniem produkcyjnosdci roélin (co nalezato pod tym sformulowaniem
rozumiec?
Whiosek 3. dotyczacy wplywu warunkow atmosferycznych na wzrost i rozwoj Salix jest
trochg zawily i malo czytelny, nie mozna go w pelni odnie$é¢ do przeprowadzonych badan
1 uzyskanych wynikow.
Brakuje mi wniosku praktycznego, odpowiedzi na pytanie - czy przeprowadzone badania
biometryczne i genetyczne na wygenerowanych populacjach mapujacych P4 i P5 daja szanse
1 nadziej¢ na dalsza skuteczng selekcj¢ rodzaju Salix w kierunku pozyskiwania coraz to
bardziej wydajnych pod wzgledem wielko$ci i jakoSci plonu biomasy, jako cennego surowca
energetycznego?

Rozprawg doktorska konczy literatura (spis), ktéra zostala przygotowana bardzo
starannie, z prawidlowo stosowanymi skrotami czasopism. Wszystkie pozycje cytowane
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w pracy sa odnotowane w piSmiennictwie. RoOwniez streszczenie w jezyku polskim
1 angielskim sa bardzo starannie przygotowane i nie budza zadnych zastrzezen.

Ocena koncowa

Podniesione przez mnie wszystkie uwagi i zapytania nie pomniejszaja warto$ci
poznawczych oraz aplikacyjnych recenzowanej rozprawy doktorskiej. Bardzo dobra
znajomos$¢ literatury przedmiotu, duza wiedza w zakresie omawianych zagadnien,
prawidlowe przeprowadzenie obszemych i wieloletnich badan oraz poprawne wnioskowanie
Swiadcza o dobrym naukowym przygotowaniu mgr inz. Anny Kuszewskiej. Autorka
zrealizowala postawione cele badawcze oraz wniosta nowe tresci poznaweze i utylitarne do
stanu wiedzy w zakresie wykorzystania technik molekularnych w selekeji wydajnych
genotypow z rodzaju Salix do celow energetycznych.

W Swietle oceny formalnej i merytorycznej oraz samej tresci pracy stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Anny Kuszewskiej odpowiada
wymogom stawianym rozprawom doktorskim zgodnie z Rozporzadzeniem MNiSW z dnia
18 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdlowego trybu i warunkow przeprowadzenia czynnosci
w przewodzie doktorskim, postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie
tytulu profesora (Dz.U. 2018, poz. 261).

W zwiazku z powyzszym stawiam wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny rolnictwo
i ogrodnictwo Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o przyjecie rozprawy mgr
inz. Anny Kuszewskiej oraz dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego
1 ubiegania sig o stopient doktora nauk rolniczych w powyzszej dyscyplinie.

dr hab. ipz (ébe[, prof. nadzw.



