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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Emila Stefanczyka
zatytulowanej: ,,Zroznicowanie chorobotworczych patogenow ziemniaka:

Phytophtora infestans (Mont.) de Bary i Fusarium spp.”,

wykonanej w Zakladzie Genetyki i Materialow Wyjsciowych Ziemniaka Instytutu Hodowli
i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy, Oddzial w Mlochowie,

pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Jadwigi Sliwki.

Badania opisane w przedstawionej do recenzji rozprawie zostaly wykonane w ramach pieciu
projektow finansowanych przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju oraz Ministerstwo
Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego, realizowanych w latach 2012-2018, ktorych spis zostal
zatgczony na wstegpie rozprawy. Tematyka realizowanych projektéw byta $cisle powigzana z
przedmiotem pracy doktorskiej.
Zasadniczg czgscig rozprawy jest zbior trzech oryginalnych prac naukowych opublikowanych

w mig¢dzynarodowych czasopismach o uznanej renomie:

1. Stefanczyk E., Sobkowiak S., Brylinska M., Sliwka J. 2016. Diversity of Fusarium
spp. associated with dry rot of potato tubers in Poland. European Journal of Plant

Pathology 145: 871-884



2. Stefanczyk E., Sobkowiak S., Brylifiska M., Sliwka J. 2017. Expression of the potato
late blight resistance gene Rpi-phul and Phytophthora infestans effectors in the
compatible and incompatible interactions in potato. Phytopathology 107: 740-748

3. Stefanczyk E., Brylinska M., Brurberg M.B., Naerstad R., Elameen A., Sobkowiak S.,
Sliwka J. 2018. Diversity of Avr-vnt! and AvrSmiral effector genes in Polish and

Norwegian populations of Phytophthora infestans. Plant Pathology 67: 1792-1802

Wszystkie prace sg wieloautorskie, mgr Emil Stefanczyk byt w nich pierwszym autorem, a w
jednej dodatkowo autorem korespondencyjnym. Laczny wspolezynnik wplywu (Impact
Factor) czasopism zgodnie z rokiem ukazania si¢ artykulow to 6,817, a IF 5-letni wyniost
7,28. Laczna liczba punktow MNiISW wyniosla 100. 7 zalgczonych oswiadczen Doktoranta
oraz wspolautorow wynika, ze Jego wiodgey wklad w przeprowadzone badania oraz
powstanie prac jest bezdyskusyjny. Deklarowane procentowe udzialy w poszczegdlnych
pracach wynosza odpowiednio 55% dla pierwszej pracy zestawu, 65% dla drugiej i 45% dla
trzeciej. Wkiad wlasny kandydata polegal m.in. na wspétudziale w przygotowaniu koncepcii
badan, izolacji DNA i RNA, analizie ekspresji gendw, przygotowaniu testow patogenicznodcei,
uzyskiwaniu i obrobee sekwencji badanych genow, analizach statystycznych oraz interpretacji
wynikow 1 przygotowaniu publikacji. Mozna zatem stwierdzi¢, ze warsztat badawczy
opanowany przez Doktoranta jest szeroki i dobrany adekwatnie do osiggniecia zalozonych
celow. Mimo, ze nie jest to przedmiotem oceny, cheiatbym nadmieni¢, ze dotychczasowy
dorobek Doktoranta w mojej ocenie jest zdecydowanie wyrdzniajacy, wedlug bazy Web of
Science Jego prace byly cytowane juz ponad 100 razy, a aktualny wspotezynnik H wynosi 5.

Biorge pod uwage etap kariery naukowej, sa to wartosci wysokie.

Prace stanowigce trzon rozprawy zostaly dodatkowo opatrzone zgrabnym i logicznie
nakreslonym autoreferatem, w ktérym Pan mgr Emil Stefaiczyk przedstawia istotne aspekty
podjgtej problematyki badawczej. Oddziat IHAR-PIB w Mtochowie od lat stanowi bodaj
najwaznicjszy osrodek badawczy w kraju zajmujgcy si¢ kompleksowo zagadnieniami
zwigzanymi z hodowlg ziemniaka. Zespol Pani prof. Jadwigi Sliwki od wielu lat zajmuje sie
genetyka odpornosci tego gatunku na najwazniejsze choroby, a takze zréznicowaniem
obserwowanym w populacjach patogenow je wywolujacych, mogac sie poszczyci¢é w tym

zakresie znaczacymi osiggnieciami.



Uprawa ziemniaka (Solanum tuberosum L.) stanowi wazng czes¢ rolnictwa zardbwno w
Polsce, jak i innych krajach, dostarczajgc m.in. surowca do przetworstwa zywnosci, na cele
paszowe oraz do bezposredniej konsumpcji. Duze znaczenie gospodarcze tego gatunku
pocigga za sobg zainteresowanie hodowcow i naukowcdw czynnikami wplywajacymi na
zdrowotnosé roslin, a co za tym idzie jakos¢ plonu. Nie powinny zatem dziwi¢ wysitki w celu
ograniczenia strat zwigzanych z chorobami wywolywanymi przez najwazniejsze z patogenow
ziemniaka. 7 tego wzgledu realizacja celéw postawionych sobie przez mgra Emila
Stefanczyka podczas przygotowania przedstawione] rozprawy, polegajacych m.in. na
charakterystyce populacji gatunkéw Fusarium powodujgeych sucha zgnilizng bulw, oraz
grzybopodobnego organizmu Phytophtora infestans powodujgcego zarazg ziemniaka, wydaje
si¢ jak najbardziej uzasadniona i potrzebna, a naukowego z punktu widzenia niewatpliwie

wartosciowa.

Cho¢ pozornie polaczenie w jednej pracy organizmoéw tak odmiennych zardwno
tizjologicznie, jak i ekologicznie, moze si¢ wydawac przedsigwzigciem dos¢ karkotomnym,
klamra spinajgca przeprowadzone analizy jest gatunek gospodarza. Dzigki takiemu podejsciu
czytelnik otrzymuje pelniejszy obraz zagrozen, jakim podlega roslina tak w trakcie sezonu
wegetacyjnego, jak i podczas przechowywania bulw, ktére czesto bywa dlugoterminowe
i nierzadko przeprowadzane w warunkach sprzyjajacych rozwojowi patogenow. Podoba mi
sie rowniez bezstronna i ostrozna ocena aktualnego stanu wiedzy na temat poszczegdlnych
sprawcow chordb przedstawiona na koncu rozdziatu ,,Wstep” Autoreferatu. Swiadczy ona

o dojrzalosci Doktoranta w formutowaniu potencjalnych hipotez czy kierunkéw badawczych.

W dalszej czgsei Autoreferatu mgr Emil Stefanczyk przedstawit podstawowe
informacje z zakresu roznorodnosci gatunkowej grzybow  Fusarium  izolowanych
z porazonych bulw, zwracajgc uwage na najczestsze i kladge nacisk na te wystepujgee na
terenie Polski. Nast¢pne rozdzialy poswigcone sg przegladowi dostgpnych metod identyfikaciji
gatunkowej grzyboéw z rodzaju Fusarium wraz z omoéwieniem ich zalet i ograniczen oraz
czynnikom wplywajacym na rozwdj suchej zgnilizny bulw. Przeglad ten zreszta jest
wszechstronny i pokazuje m.in. stusznos¢ przyjetej metodyki badan do oceny patogenicznoscei
analizowanych izolatow grzybow, a takze potencjalne zrédto probleméw pojawiajacych sie

podczas poréwnania obserwowanych wynikow z danymi literaturowymi.
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Rozdzial dotyczgcy mykotoksyn przybliza czytelnikowi realne zagrozenie zwigzane
z infekcjg grzybami Fusarium, a jednoczesnie pokazuje mnogos¢ czynnikéw wewngtrznych
i zewnetrznych wplywajacych na efektywnos¢ biosyntezy metabolitow — wtornych,
ktéra w konsekwencji moze stwarzaé¢ trudnosci w interpretacji wynikéw w zaleznosci od
przyjetego modelu eksperymentalnego. W dalszej czgsei Doktorant zaglebia si¢ w tematyke
genetycznych podstaw zdolno$ci toksynotwdrezych grzybow Fusarium, omawiajac szlaki
biosyntezy trichotecenéw, zearalenonu, fumonizyn i heksadepsipeptydow, czyli de facio
najwazniejszych grup mykotoksyn dla tego rodzaju. Omawia gldéwne geny odpowiedzialne za
przeksztalcenia poszczegdlnych zwiazkéow w koncowe toksyczne metabolity 1 mozna odnies¢
wrazenie, ze czuje si¢ w tym obszarze pewnie. W tym miegjscu chcialbym odniesé sie do
zakresu badan przedstawionych w pierwszej pracy zestawu (Stefanczyk i in. 2016, EJPP). W
moim odczuciu az si¢ prosi o przeprowadzenie analiz efektywnoscei biosyntezy przynajmniej
najistotniejszych mykotoksyn potencjalnie syntetyzowanych przez zidentyfikowane gatunki
Fusarium w warunkach in vitro. Prosilbym Doktoranta o odniesienie si¢ do kwestii podczas
obrony rozprawy. a konkretnie czy takie analizy byly przeprowadzone lub czy sg one

planowane.

Kolejny rozdziat dysertacji dotyczy sprawcy zarazy ziemniaka — Phytophtora infestans
i zostal nieco inaczej skonstruowany, ale mozna to zrozumie¢, skoro w tej czesci rozprawy
nacisk zostal raczej przeniesiony na strong rosliny, czyli dziatanie konkretnych mechanizméow
odpornosei. Opisane zostaly typy odpornosci horyzontalnej i wertykalnej oraz dotychczas
zidentyfikowane i zmapowane geny glowne, najczgsciej wprowadzone do S fuberosum z
gatunkow nieuprawnych. Wspomniane zostaly takze uvzupelniajace modele ,straznika”

i ,,przynety”. Chetnie ustyszalbym kilka zdan rozwinigcia tej teorii podezas obrony rozprawy.

Czytajac rozdziat dotyczacy efektorow Oomycetes odniostem wrazenie, ze moglby on
zyska¢ dzigki krotkiemu wprowadzeniu w zagadnienie, ktérego mi osobiscie zabrakto. By¢é
moze wystarczyloby w tym celu nawet zamienienie kolejnosci podrozdziatléw 3.3.2. 1 3.3.3,
gdzie dzialanie efektoréw opisano w przystepny sposoéb na kilku przykladach. Prosze to
jednak potraktowac jedynie jako luzng uwage. Rozdzial dotyczacy zmiennosci efektorow
przedstawia mechanizmy lezgce u podstaw unikania rozpoznania efektora przez produkt
odpowiedniego genu odpornosci R, uzasadniajgc podjecie badan opisanych w trzeciej

publikacji z zestawu (Stefanczyk i in. 2018, Plant Pathol) i przy okazji zwracajac uwage na



analogiczne mechanizmy u innych przedstawicieli klasy Oomycetes. Bardzo ciekawym jest
zagadnienie poruszone przez Doktoranta w ostatnim akapicie tegoz rozdziatu, dotyczace
dzialania zréznicowanej presji selekcyjnej dzialajgcej na populacje patogenéw o szerokim
i waskim zakresie gatunkdw gospodarzy. Bytbym wdzigezny za krotkie rozwinigeie tej mysli

podczas obrony rozprawy.

Cel rozprawy zostal okreslony jasno i zwigzle. Cele szczegdlowe sformutowano juz
specyficznie w nawigzaniu do prac wchodzgeych w sklad zestawu publikacji, co jest
oczywiscie zrozumiale. Przydatoby si¢ dodatkowe zdanie lub dwa wyjasnienia w przypadku
czesci poswigconej grzybom Fusarium, ale wspominam o tym jedynie z sentymentu, jakim je
darze. Mialbym pewne watpliwosci co do pierwszej sformutowanej hipotezy naukowej, gdyz
wydaje sie by¢ oparta na zbytnim uproszczeniu. Mianowicie zostala w niej pominigta
wewnatrzgatunkowa zmiennos¢ grzyboéw Fusarium, 1 to zaréwno jedli chodzi o
patogenicznos$c, jak i zakres oraz poziom wytwarzanych mykotoksyn. Chetnie widzialbym tg
kwestie jako temat do dyskusji podczas obrony rozprawy doktorskiej, zwlaszcza biorac pod
uwage fakt, ze w dalszej czesci rozprawy Doktorant stwierdza, ze hipoteza ta nie zostata
potwierdzona. Od czego zatem moze zaleze¢ patogenicznosé grzybow Fusarium, jezeli nie od

agresywnosci genotypow i/lub poziomu syntetyzowanych toksyn?

Rozdzial ,Materialy i metody” ze zrozumialych wzgledow zostaly opisane w sposob
zwigzly, jednakze zawiera wszelkie niezbg¢dne informacje dotyczgce zarowno uzyskanych
izolatow, materiatu roslinnego, jak i metod wykorzystanych w poszczegdlnych pracach
wchodzacych w sklad zestawu. Podobnie ma si¢ rzecz w przypadku rozdzialu ,,Omdéwienie
wynikow”. Pozwolg sobie odnies¢ si¢ do poszezegdlnych prac w dalszej czgscei recenzji.

Podsumowanie uzyskanych wynikéw budzi we mnie mieszane uczucia. Jest to
rozdzial, ktéry moim zdaniem mozna by zgrabnie polaczy¢ z kolejnym, zawierajacym wnioski
wyciagnigte na podstawie uzyskanych wynikéw (w moim odczuciu jest to bardzie]
podsumowanie wynikéw niz wnioski). Odnosze wrazenie, ze czg$¢ zawartych tu informacji
zostala powtérzona przy okazji formutowania rozdzialu z wnioskami. Prosze jednak
potraktowac t¢ uwagg jako typowo redakeyjng. Czg$¢ opisowa rozprawy koficzy imponujacy
spis cytowanej literatury, obejmujgcy prawie 150 pozycji, w przewazajgcej wigkszosci

angielskojgzycznych. Pod wzgledem redakeyjnym praca jest przygotowana niezwykle



starannie. Autor uzywa picknej polszczyzny, stroni od zargonu laboratoryjnego i tylko

sporadycznie zdarzajg si¢ tzw. skroty myslowe.

Przechodzge do merytorycznej oceny osiggnie¢ mgra Emila Stefanczyka zawartych w
pracach wchodzacych w sktad rozprawy chcialbym zaznaczy¢, ze lista moich pytan jest
krotka, poniewaz gtowny wysitek lezat po stronie niezaleznych recenzentéw decydujacych o
dopuszczeniu prac do druku. Moze byé¢ rdwniez prawdopodobne, Zze pytania te dotyczg tej

czesel wynikow, ktéra w zalgezonych pracach nie zostaly zamieszczone.

W pierwszej pracy badano potencjalng zdolnoéé do syntezy mykotoksyn analizujgc
obecnos¢ charakterystycznych sekwencji genowo-specyficznych dla szlakow biosyntezy
trichotecenéw 1 zearalenonu. Cho¢ w Autoreferacie opisano szerszy wachlarz dostepnych
markerow toksynotwodrczosci, w pracy nie zamieszczono wynikow dotyczgcych np.
bowerycyny 1 eniatyn, ktore sa syntetyzowane m.in. odpowiednio przez F. oxysporum
i F. avenaceum. Prositbym tez o przyblizenie aktualnej taksonomii gatunku Fusarium
tabacinum, ktéry zostal opisany juz dos¢ dawno temu, a w ostatnich pracach identyfikujacych
srodowikowe populacje Fusarium gatunek ten si¢ nie pojawia. Jak wspomniatem wczesniej,
brakuje mi potwierdzenia toksynotwoérczosci izolatow w postaci analiz metabolitow choéby
w kulturach in vifro. 7. ciekawosci mam pytanie dotyczace niezidentyfikowanego izolatu
Fusarium (M93). Czy przeprowadzono jakies dodatkowe analizy, by ustali¢ jego

przyneleznod¢ taksonomiczng?

Mam jedno pytanie dotyczgce wynikéw zamieszczonych w drugiej pracy zestawu.
Mianowicie na Figurze 3 przedstawiono zmiany w ekspresji genéw kodujgcych efektory
dwoch szezepow P. infestans w tescie infekeyjnym trzech genotypdw ziemniaka. Wydaje sie,
ze zmiany mogg zachodzi¢ wezesniej, niz w czasie objetym badaniami (czyli 1-5 dni po

infekeji). Czy podjgto probg sprawdzenia, co dzieje sig¢ w czasie pierwszej doby po infekeji?

Chetnie uslyszatbym slowo wyjasnienia na jakiej podstawie wybierano markery
mikrosatelitarne do analizy zroznicowania sekwencji gendw P. infestans w ostatniej pracy
zestawu. W pracy nie ma na ten temat wzmianki, podobnie w ,Autoreferacie”. Pytam z
czystej ciekawosci, bo moglo to znaczgco wplynaé na obserwowang zmiennosé. Ponadto, w

Dyskusji pracy stwierdzon_o, ze genotyp gospodarza moze wyjasniaé wyzsza zmiennosé



sekwencji genow efektorowych w  polskich izolatach, niz obserwowang w izolatach
norweskich. Cheialbym prosi¢ o rozwiniecie tej mysli ponad podane mozliwe wyjasnienie

przedstawione w pracy.

Przechodzac do podsumowania kilka moich uwag i pytan, ktore zawartem w niniejsze;
recenzji, nie umniejsza w zaden sposéb wartosci pracy, ktéra jest wedlug mnie wysoka i
przygotowana w sposdb rzetelny i interesujacy dla czytelnika zaréwno orientujgcego si¢ w
podjetej tematyce, jak 1 z nig niezwigzanego.

Konkludujge stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spelnia w pelni
wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wobec tego wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Radzikowie o dopuszczenie mgra Emila Stefanczyka do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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