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Struktura pracy — ocena formalna

Recenzowana praca sktada si¢ z 89 stron, 11 rycin, 6 tabel oraz 151 pozycji
literaturowych. Pod wzglgdem edytorskim prace wykonano dos¢ starannie. Pracg napisano
wedlug struktury wlasciwej dla rozpraw doktorskich. Prace rozpoczyna streszczenie w
J- polskim i j. angielskim, co wprowadza czytelnika w istote przedstawianego zagadnienia.
Nastgpnie w pracy umieszczono spis tresci (1 strona), wykaz skrotow (2 strony) wstep i cel
pracy (1 strona) oraz przeglad literatury (16 stron). Opis materiatoéw i metod obejmuje 9 stron.
Podrozdziat przedstawiajacy wyniki badan obejmuje 20 stron, natomiast dyskusja wynikow to
8 stron, po czym nastepuje podsumowanie pracy zawierajace rycing, na ktorej na mapeg
genetyczng naniesiono dwa nowo zidentyfikowane geny odpornosci. Nastgpnie wymieniono
cztery wnioski sformutowane na podstawie wynikow przeprowadzonych badan. W spisie
literatury wymieniono 151 pozycji, w tym glownie publikacje anglojezyczne a takze
odniesienia do baz danych wykorzystanych do badan..

Praca nie jest obszerna, by¢ moze z uwagi na jeden glowny watek, ktéry jest
konsekwentnie i doktadnie opisywany. Tekst zostal napisany zrozumialym jezykiem, zdania
sa poprawnie konstruowane a przekaz jest czytelny. Z uwagi na brak podania lokalizacji
odmiany miejscowej tytul pracy sugeruje, ze do prac hodowlanych wykorzystano materiaty
Z Polski, gdy tymczasem s3 to odmiany z Maroko. W mojej opinii tytutl pracy powinien
uwzglednia¢ egzotyczne pochodzenie materialdéw stanowiacych Zzrédta odpornosci oraz
podstaweg prac badawczych. Wykorzystanie takich zasobow genetycznych do celow

badawczych i komercyjnych oblozone jest przepisami krajowymi i migdzynarodowymi.



Istotnos$¢é badanego zagadnienia

Uprawa jeczmienia stanowi wazng cze$¢ rolniczego wykorzystania gruntéw
uprawnych w Polsce, przy czym w strukturze zasiewow przewaza uprawa formy jarej.
Jeczmien jary jest jednym z podstawowych sktadnikow mieszanek zbozowych. Formy ozime
przewazaja w zachodniej czg$ci kraju, z uwagi na lepsze warunki dla przezimowania roslin.
Tak duza popularno$¢ uprawy jeczmienia wynika z jego wielorakich zastosowan w przemysle
spozywczym, paszowym i farmaceutycznym. W przypadku przemyshu spozywczego jeczmien
wykorzystywany jest gtownie do produkcji stodu, ale takze na cele konsumpcyjne (ptatki,
otreby, kasze, maka, dodatki do chleba i makaronow). Ponadto w ostatnich latach poleca si¢
spozywanie kietkéw jeczmiennych w formie dodatkow do zywnosci ,,funkcjonalnej”, dla
podreperowania zdrowia i walki z chorobami cywilizacyjnymi. Ich wtasciwosci energetyczne,
sprzyjajace zdrowiu 1 witalno$ci znajduja czgsciowe potwierdzenie w badaniach naukowych.
W przemysle paszowym jeczmien jest sktadnikiem mieszanek tresciwych, do skarmiania
zwierzat gospodarskich, zwlaszcza trzody chlewnej, ze wzgledu na wptyw na jako$¢ stoniny.
Przemyst farmaceutyczny wykorzystuje wiasciwosci biatka hordeiny i propaguje
zastosowanie jgczmienia w preparatach pielegnacyjnych do ciata, kremach, maskach
odzywczych 1 odmladzajacych oraz oczyszczajacych. Tak wszechstronne wykorzystanie
jeczmienia sktania do licznych prac badawczych poswieconych genetycznemu udoskonalaniu
tej waznej rosliny uprawnej oraz takiemu doborowi jej cech uzytkowych, by wyhodowana
odmiana spetniata warunki, dla ktorych jest uprawiana. Moga by¢ one skrajnie odmienne, np.
wysoka lub niska zawarto$¢ skrobi i biatka w ro$linach oraz zréznicowany sktad
aminokwasowy biatka, cho¢ cechy te w znacznym stopni zaleza takze od zastosowanej
agrotechniki, w tym nawozenia azotowego.

Gloéwna cecha uzytkowa, na ktora hodowla ktadzie najwigkszy nacisk jest wysoki
plon. Wplyw na plon majg liczne cechy, z ktoérych jedng z bardzo istotnych jest odporno$¢ na
choroby 1 szkodniki. Jgeczmien porazany jest przez szereg patogenow, w tym grzyby
wywotujace plamistosci lisci. Jednym z nich jest maczniak prawdziwy jeczmienia Blumeria
graminis f.sp. hordei, ktéry w znacznym stopniu ogranicza plonowanie tej rosliny,
aw przypadku wykorzystania ro§lin w stadium mtodych siewek wplywa na drastyczne
pogorszenie jakosci uzyskiwanego materiatu. Z uwagi na uprawg form jarych i ozimych
patogen znajduje przez caty rok zrodto pozywienia a jego znaczenie, przy obecnych zmianach
klimatycznych sprzyja jego wystgpowaniu i nasileniu. Szkodliwo$¢ patogenu jest znaczna,
a straty plonu moga by¢ na tyle istotne, iz uprawa roslin jeczmienia porazonych przez

B. graminis f.sp. hordei moze by¢ nieoptacalna.



Z tego wzgledu tematyka podj¢ta przez Doktorantke jest niezwykle cenna i wpisuje si¢
w nurt badan waznych nie tylko pod wzgledem teoretycznym ale i jako badanie aplikacyjne,
do ich bezposredniego wykorzystania przez hodowcow. Jako cztonek Komisji COBORU ds.
Rejestracji Odmian Roslin Oleistych i Wioknistych zaswiadczam, iz hodowla odporno$ciowa
stanowi obecnie jeden z najbardziej pozadanych kierunkow prac hodowlanych, a jej
znaczenie jeszcze bardziej wzro$nie z uwagi na wycofywanie przez Komisj¢ Europejska
coraz to nowych grup substancji aktywnych. Jak stusznie podkreslita sama Doktorantka,
B. graminis zajmuje szoste miejsce w rankingu dziesieciu najwazniejszych patogendéw roslin
nalezacych do Krodlestwa Fungi. Populacja patogenu jest wyjatkowo liczna a jego
poszczegolne formy szybko adaptujg si¢ do odmiennych warunkéw $rodowiskowych. Wysoki
wspoélczynnik mutacji spontanicznych patogenu sprzyja tej adaptacji oraz powstawaniu
nowych ras grzyba. Dodatkowym zrodlem jego zmiennos$ci sg liczne sekwencje powtorzone
oraz transpozony zmieniajace Uumiejscowienie w genomie. Rearanzacje genomu uzyskane tg
droga takze sprzyjaja powstawaniu nowych form i by¢ moze takze prowadza do powstawania
nowych ras fizjologicznych. Walka z takim patogenem, zwlaszcza bez or¢za w formie
substancji o dziataniu fungicydowym, jest niezwykle trudna, a jedng z najwazniejszych metod
ograniczania szkodliwos$ci patogenu jest hodowla odpornosciowa. Jej nieodzownym
elementem jest identyfikacja genow odporno$ci oraz znalezienie markerow dla tych genow
oraz naniesienie ich na mape¢ genetyczng jeczmienia.

Reasumujac znaczenie prac prowadzonych przez Doktorantke jest duze i pod tym

wzgledem nie mam zadnych zastrzezen.

Merytoryczna ocena pracy

Prace napisano syntetycznie, jednak w wielu miejscach niezwykle oszczgdny opis
rodzi wiele pytan, co do pochodzenia badanego materiatu czy zastosowanej metodyki.
Material roslinny

Zgodnie z opinig Biura Legislacyjnego Senatu RP Ustawa z dnia 19 lipca 2016 r.
0 dostegpie do zasobow genetycznych i podziale korzysci z ich wykorzystania ma na celu
zapewnienie stosowania rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 511/2014
z dnia 16 kwietnia 2014 r. w sprawie srodkéw zapewniajacych zgodno$¢ uzytkownikow
w Unii z wymogami wynikajacymi z Protokotu w Nagoi. Dokument ten dotyczy dostgpu do
zasobow genetycznych oraz uczciwego 1 sprawiedliwego podzialu korzysci wynikajacych
z wykorzystania tych zasobow. Odpowiednie rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego

i Rady dotycza rejestru kolekcji, monitorowania zgodnosci uzytkownikow i najlepszych



praktyk zwigzanych z tg dziatalnoscig. Protokot z Nagoi stworzyl migdzynarodowy system,
ktorego celem jest zapewnienie korzysci (finansowych i innych) z nowego sposobu
wykorzystania tych zasobéw w krajach dysponujacych materiatami warto$§ciowymi pod
wzgledem genetycznym. Dokumenty dotyczace rdéznorodnosci biologicznej maja
zastosowanie do wszystkich zasobow genetycznych (roslin, zwierzat, drobnoustrojow)
zarowno udomowionych jak tez dzikich. Nie ma jednak zastosowania do zasobow
genetycznych, w odniesieniu do ktoérych dostep 1 podzial korzysci sa regulowane
Miedzynarodowym Traktatem o Zasobach Genetycznych Roslin dla Wyzywienia i Rolnictwa.
W tym $wietle bardzo prosze Doktorantk¢ o komentarz dotyczacy dwodch linii jeczmienia
jarego wykorzystanych do badan. W pracy doktorskiej pochodzenie tych linii opisane jest
niezwykle skapo na stronie 37. Czy wiadomo kto, kiedy i z jakiego zrodta uzyskat ten
materiat i czy zostal on wykorzystany do badan z zachowaniem wszystkich stosownych
przepisow? Zaktadam, ze tak bylo, jednak z uwagi na istot¢ zagadnienia prosz¢ Doktorantke 0
komentarz w tej sprawie.

Do oznaczania profili wirulencji patogenu wykorzystano zestaw testowy jeczmienia
sktadajacy sie z m.in. z 22 blisko-izogenicznych odmian linii uzyskanych na bazie odmiany
Pallas wyposazonych w rozne geny odpornosci. Pochodzenie tego zestawu takze nie jest
podane w pracy. Prosz¢ Doktorantke o informacje w jaki sposob powstat ten zestaw, jak go
uzyskano i czy stanowi on standardowy zestaw stosowany do oznaczania ras fizjologicznych
patogenu. Moje pytanie ma swoje zZrédlo w materiale ro$linnym stosowanym w moich
badaniach, zwigzanych z odpornoscig roslin rzepaku na kite kapusty powodowana przez
pierwotniaki Plasmodiophora brassicae, kiedy to grupy badawcze pracujace w réznych
laboratoriach oznaczajg patotypy na odmiennych zestawach testowych, co prowadzi do nie
konczacych sie¢ nieporozumien.

Patogen

Jak uzyskano izolaty jednozarodnikowe? W pracy nie podano sposobu przechowywania
izolatow patogenu zdolnych do wywotania objawéw chorobowych u linii z okre§lonymi
genami odpornosci mlo. Uprzejmie proszg¢ Doktorantk¢ o uzupetnienie tych informacji
podczas obrony pracy doktorskiej. Czy w czasie testu zastosowano odmiang Manchuria jako
podatng odmian¢ kontrolng? Bez odmiany kontrolnej brak porazenia niektorych form w
badanej populacji mapujacej mogt by¢ blednie interpretowany.

Testy fitopatologiczne

Test inokulacyjny nie byt wystandaryzowany, dlaczego? Nie podano stezenia zarodnikéw ani

doktadnej metody inokulacji. Strzasanie zarodnikow B. graminis f.sp. hordei (str. 38)



powoduje, ze na kazdym liSciu znalazta si¢ odmienna liczba zarodnikow (moze czasem zbyt
mata do wywotania objawow chorobowych?). Taka metoda inokulacji jest w mojej opinii
niewlasciwa 1 nalezalo ja zastapi¢ naniesieniem zarodnikow z pistoletu modelarskiego lub
inng zblizong metoda stosowana dla maczniakow i rdzy. Ocena ‘2’ opisana jako “$rednia
odpornos$¢” zostala przypisana do grupy roslin odpornych, dlaczego? Czym charakteryzowata
si¢ ,,$rednia odporno$¢” 1 jaka byla granica pomiedzy ,,Srednig odpornosciga” a ,.Srednig
podatnoscia”? To rozgraniczenie jest bardzo wazne, bowiem na jego podstawie
klasyfikowano obiekty do grup. W pracy powinien znalez¢ si¢ doktadny opis tej klasyfikacji.
Analiza genetyczna

Metoda analizy genetycznej byla poprawna, pod warunkiem, iz poprzednio opisana
klasyfikacja na rosliny wrazliwe i odporne zostata wykonana prawidtowo.
Analiza DArTseq i analiza sprzezen genetycznych

O ile opisy fitopatologicznej czgsci pracy zostaly potraktowane dos¢ zdawkowo, o tyle
opis izolacji DNA oraz analizy molekularnej DArTseq sa wystarczajaco szczegdlowe.
Analizg t¢ wykonano na komercyjnej platformie DArTseq oferowanej przez Diversity Arrays
Technology w Canberra, Australia. Jakie etapy pracy wykonala Doktorantka? Czy prace
bioinformatyczne (wybdr wiarygodnych markerow, przypisanie markerdw do fizycznej
lokalizacji w genomie referencyjnym jeczmienia) zostaly wykonane przez Doktorantke
czy w formie ustugi bioinformatycznej? Kto zaprojektowal startery do reakcji allelo-
specyficznego PCR na matrycy markerow DArTsnp oraz silicoDArT? Zaktadajac, Ze znaczna
cze$¢ analiz przedstawionych na rysunku 8 tacznie z analizg sprzezen wykonata Doktorantka
w petni doceniam t¢ prace. Badany materiat byt wystarczajaco obszerny 1 zrd6znicowany, dla
wyciagni¢cia wnioskow dotyczacych lokalizacji nowych genow odpornosci, a zastosowane

metodyki badawcze prawidtowe.

Wyniki

Malo precyzyjne opisy metodyczne Doktorantka wynagradza czytelnym
I syntetycznym podsumowaniem wynikow z przeprowadzonych do$wiadczen. Z analizy
fitopatologicznej wynika odmienna reakcja genotypoéw z nowymi genami odpornosci. Analiza
genetyczna pozwolila na oznaczenie sposobu dziedziczenia (pojedynczy gen dominujacy
w populacji 255-3-3 x Manchuria oraz pojedynczy gen recesywny w populacji 173-1-2 x
Manchuria. Wyniki testu chi® dla populacji mieszancowych inokulowanych izolatami
B. graminis f.sp. hordei potwierdzaja prawidtowos$¢ wyciagnigtych wnioskow. W analizie

molekularnej dla kazdej z populacji uzyskano ponad 3,5 tys. markeréw DArTsnp oraz ponad



8,7 tys. markerow silicoDArT. Sposrod nich dla populacji 255-3-3 wyselekcjonowano 33
markery przeznaczone do konwersji na markery AS-DArT do allelo-specyficznego PCR,
natomiast w populacji 173-2-1 byly to 32 markery. Markery te zlokalizowano odpowiednio na
chromosomach 2H (gen dominujacy) oraz 6H (gen recesywny) genomu referencyjnego
jeczmienia. Prawidtowos¢ tej lokalizacji przedstawiaja wyniki testu Kruskala-Wallisa
(0=0,01) sprzezenia markeréw DArTseq z cecha odpornosci, przy czym grupy sprzezen byty
tozsame z chromosomami jgczmienia. Dzigki temu analiza map genetycznych pozwolita na
doktadne wskazanie regionow potozenia nowych genow; byl to dystalny koniec krétkiego
ramienia chromosomu 2H oraz dtugie rami¢ chromosomu 6H. Dzi¢ki analizie porownawczej
otrzymanych map genetycznych Doktorantka mogta wskaza¢ markery kosegregujace z cecha
odporno$ci w obrebie sekwencji przewidywanego genu.

Opisy wynikow wykonano prawidtowo cho¢ ponownie bardzo syntetycznie. Jest to
w tym przypadku zaleta i pozwala czytelnikowi podsumowac i zrozumie¢ gtowny wynik
pracy, bez wczytywania si¢ w zawilte 1 szczegdtowe opisy wynikow poszczegolnych analiz.

Whioski poparto testami statystycznymi wiasciwymi dla poszczegdlnych typow analiz.

Dyskusja

W dyskusji wynikow podkreslono istote wykonanych badan polegajaca na zlokalizowaniu na
chromosomach jeczmienia dwoch nowych gendw odpornosci na maczniaka prawdziwego nie
reprezentowanych w zestawie testowym. Odpornos¢ niesiona przez linie 255-3-3- oraz 173-2-
1 w duzej mierze zapewnia odpornos¢ na populacje B. graminis f.sp. hordei wystepujace
obecnie na terenie Polski. Co wiecej odpornos¢ ta jest takze efektywna w stosunku do
izolatow pochodzacych z terenu Polski sprzed okoto 20 lat, a takze z obszaru Europy
Srodkowej obejmujacego Danie i Szwajcarie.

W ramach dyskusji Doktorantka szczegétowo opisata i scharakteryzowata znane geny
odporno$ci na mgczniaka prawdziwego oraz koszty dla roslin zwigzane z posiadaniem genoéw
odpornosci odnoszac si¢ do modelu amplitudy zmian czgstoSci wystepowania gendw
R u roslin, korespondujacych z genami Avr u patogendw. Ponadto Doktorantka opisata geny
odpornosci w aspekcie ich wykorzystania w hodowli odporno$ciowej oraz poglady dotyczace
stosowania genéw recesywnych w hodowli odporno$ciowej. Ciekawa jestem opinii
Doktorantki na ten temat. Czy zdaniem Doktorantki nalezy wprowadza¢ recesywne geny
odpornosci skoro odporno$¢ na dany patogen nie jest w tym przypadku catkowita, ale i koszt
fizjologiczny dla ro$liny jest mniejszy a ponadto mozna przedluzy¢ trwato$¢ cechy

odpornosci na geny dominujace?



Reasumujgc, pani mgr Urszula Joanna Piechota zajeta si¢ wyjatkowo wazng i aktualng
problematyka badawczg. Praca dotyczyta cennych gospodarczo grzybow chorobotworczych,
ktére przyczyniajg si¢ do strat plonu jednej z najwazniejszych ro$lin zbozowych w Polsce
i w Europie. Badania sktadaty si¢ z czesci fitopatologicznej i genetycznej. Silng strong badan
byto zastosowanie technologii DArTseq, dzigki ktorej Doktorantka zidentyfikowata
I zlokalizowata na mapie genetycznej jeczmienia dwa nowe geny odporno$ci na maczniaka
prawdziwego i nazwatla je zgodnie z przyjeta nomenklaturag. Gen dominujacy uzyskat symbol
MIMor, natomiast gen recesywny otrzymat symbol mimr. Z badan przeprowadzonych przez
Doktorantke oraz wczesniej przez jej Promotora wynika, ze geny te mozna wykorzystaé
w praktyce hodowlanej, pod warunkiem zastosowania ich do celéw rolniczych
i spozywczych. W przypadku wykorzystania na cele farmaceutyczne trzeba zapewne wziaé
pod uwage przepisy zwigzane z Protokotem w Nagoi.

Wyniki badan pozwolity Doktorantce na sformutowanie czterech wnioskow
wnoszacych cenne nowe informacje do dotychczasowej wiedzy na temat odpornosci
jeczmienia na B. graminis f.sp. hordei. Doktorantka naniosta dwa zidentyfikowane geny na
konsesusowa mape genetyczng jeCzmienia, zawierajaca 11 genow odpornosci na maczniaka
prawdziwego, w tym 9 gendéw dominujacych 1 2 geny recesywne, co powigksza pule
zmapowanych genéw do 13, w tym 10 gendéw dominujgcych i 3 recesywnych. Ponadto,
Doktorantka wykazata jak wiele cennych gendéw odpornosci mozna znalez¢ w odmianach
miejscowych, pochodzacych z egzotycznych wzgledem Polski Zrodel. Co wigcej badania
Doktorantki potwierdzity przydatno$¢ metody DArTseq pul homozygot przeciwstawnych do
lokalizowania gendéw na mapach genetycznych oraz uzyskiwania allelo-specyficznych
markerow PCR z przekonwertowanych markerow DArTseq.

W mojej opinii rozprawa mgr Urszuli Joanny Piechoty spelnia wymagania ustawy
o stopniach i tytule naukowym. Wstep dysertacji dostarcza wymaganej wiedzy o genach
odpornosci 1 obecnym stanie wiedzy na ich temat. Syntetyczny opis wynikow ulatwia
zrozumienie pracy. Wyniki badan przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej
wnosza nowg wiedz¢ na temat gendéw odpornosci na maczniaka prawdziwego. Wnioski sg
W petni uzasadnione. Do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - PIB
wnosze wniosek 0 przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie pani

mgr Urszuli Joanny Piechoty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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