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Recenzja pracy doktorskiej Pani magister Marty Janiszewskiej
»Zréznicowanie genetyczne i fenotypowe izolatéw Phytophthora infestans (Mont.) de Bary z
ziemniaka Solanum tuberosum L.”

P. infestans od wielu lat znaczgco wptywa na produkcje ziemniakéw w wiekszosci rejondw
uprawnych swiata w efekcie prowadzac do obnizania plondéw i zwiekszania kosztéw produkcji poprzez
koniecznos$¢ stosowania fungicydéw. Identyfikacja czynnikow warunkujacych rozwdj choroby wraz z
analizg zréznicowania genetycznego jak i fenotypowego moze przynies¢ kluczowe informacje w
opracowaniu strategii minimalizujgcej wptyw tego patogenu na produkcje ziemniakdéw. Powyzsza
problematyka zostata podjeta przez Paniag mgr Marte Janiszewska, ktdra uzyskane w toku wieloletnich
badan wyniki przedstawita w trzech, zrecenzowanych artykutach naukowych opublikowanych w trzech
réznych wysokiej rangi czasopismach naukowych. Badania przedstawione w przedtozonej rozprawie
doktorskiej zostaty zrealizowane w Zaktadzie Genetyki i Materiatéw Wyjsciowych Ziemniaka, IHAR-PIB
Oddziat w Mfochowie pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Jadwigi Sliwki. Przedstawiona mi do recenz;ji
rozprawa doktorska zawiera poprawng strukture dla tego typu prac. Zawiera streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, przeglad literatury, cel badan, omdwienie i podsumowanie wynikow, obserwacje i
whioski, spis literatury, trzy publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej oraz oswiadczenia
dotyczace udziatu kandydata i wspétautorow.

Za gtéwne osiggniecia niniejszej pracy doktorskiej uwazam:

1. Ocena zréznicowania fenotypowego i genetycznego izolatow P. infestans pozyskanych z
réznych pdl w Polsce.

2. Wykazaniu wptywu sposobu uprawy ziemniaka oraz warunkéw pogodowych na zréznicowanie
P. infestans.

3. Zweryfikowanie specyficznosci markeréw PCR w celu oznaczania typéw kojarzeniowych P.
infestans.

Wyniki badan niniejszej pracy doktorskiej zostaty ocenione pozytywnie przez anonimowych
recenzentéw i w efekcie zostaty opublikowane w formie trzech artykutéw naukowych w renomowanych
czasopismach naukowych. Z tego powodu moje uwagi i komentarze nie mogg mie¢ wptywu na
ostateczne przedstawienie wynikdow w formie publikacji naukowej. Uwazam, ze wyniki pracy doktorskiej
sg bardzo cenne i w znaczacy sposdb przyczyniajg sie do zrozumienia zmiennosci fenotypowej i
genetycznej P. infestans w Polsce, jak i do mechanizmow jg ksztattujgcych. Na uwage zastuguje
wigczenie do badan duzej liczby izolatéw P. infestans. Zastosowane metody badawcze sg , historyczne”
co z pewnoscig skutkowato duzg pracochtonnoscia i czasochtonnoscig analiz. Zastosowanie tego typu
metod ma zalety jak i wady. Z jednej strony mozna (co zresztg zostato w publikacjach dokonane)
porownad wyniki z danymi opublikowanymi we wczesniejszych publikacjach. Z drugiej strony
zastosowanie nowatorskich metod badawczych daje mozliwos$¢ pozyskania nowych danych, ktére moga



znacznie pogtebicé nasz dotychczasowy stan wiedzy. W pracy doktorskiej brakuje mi wzmianki na temat
nowoczesnych i najbardziej obiecujgcych metodach badawczych, ktére juz cho¢ w nielicznych
publikacjach, majg zastosowanie w badaniach zréznicowania P. infestans (Arafa i in., 2020,
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0221604).

Przeglad literatury”, ,Omoéwienie wynikéw” i ,Podsumowanie wynikéw” zostaty napisane w bardzo
przystepny sposdb. Duza porcja informacji podana w ,,Przegladzie literatury” w bardzo przejrzysty
sposéb Swiadczy o szerokiej wiedzy Doktorantki na temat zgtebianej tematyki badawczej. Ogdlne cele
badawcze, cele szczegdtowe jak i hipotezy badawcze zostaty sformutowane w prawidtowy sposéb z
jednym wyjatkiem. Nie moge sie zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze ,,Oceniono czy mrozne zimy wptywaja na
ograniczenie przetrwania grzybni P. infestans w polu”, dlatego ze przedmiotem badan nie byty préby
gleby czy resztek roslinnych pozyskiwanych z pola po zimie. Sprawdzenie przetrwania zimy P. infestans
wymaga analizy tego rodzaju préb pod katem sprawdzenia zywotnosci patogenu. Z uwagi na powyzsze,
whniosek nr 5 w rozdziale ,,Obserwacje i wnioski” uwazam za btednie sformutowany. Niejasny jest tez wg
mnie wniosek nr 6. W pracy nie wykazano w jakim stopniu tempo mutacji i rekombinacja wptywajg na
zmiennosc¢ genetyczng P. infestans. Z uwagi na ten fakt nie rozumiem na jakiej podstawie jest informacja
we wniosku o trudnosciach zwigzanych z genotypowaniem i identyfikacjg rekombinacji, ktdra ma
miejsce w Polsce, chociaz nie mogtem znalez¢é w wynikach jednoznacznych na to dowodéw.

Ponizej zamieszczam uwagi i komentarze do czesci eksperymentalnej, wynikéw i dyskusji zawartych
w trzech zrecenzowanych artykutach naukowych i oczekuje, ze Doktorantka ustosunkuje sie do nich
podczas obrony pracy doktorskiej:

Komentarze do publikacji: ,,Potato cultivation system affects population structure of Phytophthora
infestans”, Brylinska M., Sobkowiak S., Stefariczyk E., Sliwka J. , Fungal Ecology 20 (2016) 132-143.
https://doi.org/10.1016/j.funeco.2016.01.001

Prace opublikowano w roku 2016 w czasopismie Fungal Ecology. Doktorantka jest pierwszym autorem
publikacji w sktad ktérej wchodzi tgcznie czterech autorédw. Publikacja przedstawia wyniki badan
dotyczacych wptywu systemu produkcji ziemniaka na strukture populacji P. infestans. W celu
zrealizowania celu badan przeprowadzono analizy na kolekcji 365 izolatdw P. infestans, ktore polegaty
na zidentyfikowaniu typéw kojarzeniowych, haplotypéw mitochondrialnych, odpornosci na metalaksyl,
oszacowaniu wirulecji oraz oznaczeniu zmiennosci genetycznej z zastosowaniem markerow SSR. Rozdziat
,Introduction” przedstawia w klarowny sposéb problematyke badawczg, jednakze pewne fragmenty
tekstu nie sg dla mnie do korica zrozumiate. Np. na stronie 133 pojawia sie wzmianka o tym, ze Polskie i
Niderlandzkie populacje P. infestans rdznig sie. Nie jest dla mnie jasne dlaczego akurat Autorzy pracy
powotuja sie na populacje z Niderlandéw nie wspominajac o danych z Niemiec. Jesli takich brakuje to
warto to zaznaczy¢. Dalej cytujgc ,, The Polish P. infestans population, similar to the Nordic one, can
reproduce sexually” rodzi wiele pytan. Czy w oparciu o uzyskane wyniki badan mozna zdefiniowac
populacje Polska P. infestans? Populacja Nordycka jest pojeciem mato precyzyjnym i nawet trudno po tej
nazwie okresli¢, jakiego rejonu geograficznego (kraju) dotyczy.

Izolaty P. infestans pozyskano w ciggu trzech lat z trzech réznigcych sie sposobem uprawy ziemniaka
rejonéw Polski, okreslanych w pracy jako: Mtochéw, Buchwata i Siedlce. Moim zdaniem publikacja
powinna zawiera¢ mape przedstawiajaca rejony z ktérych pobierano préby. Brakuje waznej informacji
jaka jest odlegtos¢ pomiedzy wyszczegdlnionymi rejonami. Na stronie 137 mozna jedynie odnalez¢ mato
precyzyjng informacje o tym, ze ,,...the distances between the regions are not great...”.


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0221604

Rdéznice w systemach uprawy ziemniaka charakteryzujgce poszczegdlne rejony zostaty w pracy opisane
w bardzo klarowny sposéb. Atutem pracy jest duza (365) liczba analizowanych izolatéw, jednakze
brakuje metadanych, w szczegdlnosci informacji o nazwie kolekcji, miejscu i sposobu przechowywania,
numerach akcesyjnych. W badaniach zastosowano dwie dawki metalaksylu w celu oszacowania
odpornosci izolatédw na ten fungicyd. Brakuje moim zdaniem wyjasnienia jakie byto kryterium wyboru
dawek zastosowanego fungicydu do badan. Pozostata czesc rozdziatu ,,Materials and methods” zostata
opisana w sposéb zwiezty i klarowny. Nie mam uwag do rozdziatu ,,Results”, w ktédrym wyniki opisano w
bardzo zwiezty i klarowny sposéb. W rozdziale ,,Discussion” brakuje zrédta informacji wskazujgcego o
wielokrotnym stosowaniu metalaksylu w rejonie Mtochéw. Analogicznie, nie podano réwniez zrédta
informacji na temat wspomnianej mniej intensywnej ochrony fungicydowej ziemniaka w pozostatych
rejonach uprawnych. W rozdziale tym sg dalej podane dane na temat wzrostu stosowania metalaksylu w
Polsce nie podajac zrédta tych informacji. Brakuje moim zdaniem istotne]j informacji od kiedy ten
fungicyd jest w Polsce stosowany oraz jak dtugo stosowany jest w rejonie Mtochéw. Dyskusja w dalszej
kolejnosci obejmuje poréwnanie uzyskanych wynikdw badan z wynikami z innych europejskich rejonéw
uprawnych a takze ze starszymi wynikami krajowymi. W wyniku tego poréwnania mozna wyciggna¢
whniosek, ze ewolucja P. infestans jest gtdwnie determinowana systemem uprawy ziemniaka. Duze
podobienstwo uzyskanych w pracy wynikéw z zacytowanymi badaniami z innych regionéw Europy czy
Chin wskazuje, ze réznice w odmiennych geograficznie populacjach P. infestans mogg by¢ niewielkie w
przypadku podobnego systemu uprawy ziemniaka. Wyniki badan zatem potwierdzajg te wczesniej
opublikowane. Jednym z najbardziej ciekawych wynikdw tej publikacji jest wykazanie wysokiej
zmiennosci genetycznej P. infestans oraz wskazanie na rekombinacje jako potencjalne zrédto tej
zmiennosci. Ostatnie zdanie w rozdziale ,,Discussion” nie jest do korica dla mnie zrozumiate i koriczy
dyskusje w troche dla mnie nieoczekiwanie nagty sposéb.

Uwagi i komentarze do publikacji: ,,Evaluation of PCR markers for Phytophthora infestans mating type
determination”, Bryliriska M., Sobkowiak S., Stefaiiczyk E., Sliwka J. , Eur J Plant Pathol 152, 33—44
(2018). https://doi.org/10.1007/s10658-018-1445-4.

Prace opublikowano w roku 2018 w czasopismie Eur J Plant Pathol . Doktorantka jest pierwszym
autorem publikacji w sktad ktérej wchodzi tacznie czterech autoréw. Publikacja przedstawia wyniki
badan dotyczacych oceny wiarygodnosci markeréw PCR zaprojektowanych w celu identyfikacji typow
kojarzeniowych P. infestans. Testowane w pracy markery PCR s3 historyczne, oparte na weryfikacji
wynikdéw na zelach agarozowych co sktada sie na dos¢ duzg pracochtonnos¢ i czasochtonnosc¢ tego typu
badan. Na uwage zastuguje duza liczba izolatéw (172 izolaty P. infestans oraz 1 P. andina). Celem badan
byta walidacja réznych markeréw PCR. Moim zdaniem termin walidacja jest niepoprawnie przytaczany w
publikacji. Walidacja markera dotyczy nie tylko wykazania specyficzno$ci metody, ale réwniez innych
parametréw takich jak poziom detekcji, powtarzalnos¢, wykazanie wystepowania wynikéw fatszywych
pozytywnych/negatywnych, itd. Gtéwnym celem publikacji byto moim zdaniem zweryfikowanie
wiarygodnosci czy specyficznosci markerédw PCR do identyfikacji dwdch typdw kojarzeniowych P.
infestans. Analogicznie do mojego wczesniejszego komentarza, w publikacji nie podano metadanych co
do krajowych izolatéw P. infestans. Nie podano cytowania markera za pomoca ktérego zidentyfikowano
genotyp US1. W rozdziale ,,Sequencing” podano, ze ,, The W16 PCR products that were homogenous
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after initial amplification were purified ....” co jest niezrozumiate. Czy to oznacza jeden produkt na zelu
agarozowym? Rozdziat , Results” jest opisany nieco w trudny do interpretacji sposdb. Sktada sie na to
zastosowany podziat na izolaty krajowe, te pozyskane z innych niz Polska rejonéw uprawnych, oraz
podziat z uwagi na rok izolacji w odniesieniu do krajowych izolatéw. Najbardziej jednak trudnym w
interpretacji jest rozdziat ,,Nucleotide sequences of marker W16”. Nie rozumiem stwierdzenia, ze
powtarzano sekwencjonowanie w powodu ,heterogeneity of the products”. Brakuje informacji na temat
dtugosci przyréwnania w wyniku ktérego utworzono drzewo filogenetyczne. Trudno zrozumie¢
zasadnos$¢ utworzenia drzewa filogenetycznego. Moim zdaniem niewiele ta forma przedstawienia
wynikéw whniosta, gdyz w publikacji brakuje nawigzania do tego drzewa w dyskusji. Uwazam, ze
okreslanie pozyskanych sekwencji amplikonéw allelami jest niepoprawne. Moim zdaniem bardziej
precyzyjny opis tej czesci badawczej powinien dotyczy¢ okreslenia polimorfizmu czy identycznosci
pomiedzy uzyskanymi sekwencjami w oparciu o zidentyfikowany w pracy polimorfizm SNPs oraz indeli i
przede wszystkim podkresli¢ juz w wynikach, ze niektére z uzyskanych sekwencji nie charakteryzowaty
sie oczekiwanym polimorfizmem. W publikacji nie podano numerdéw akcesyjnych GenBank
analizowanych sekwencji. Rozdziat , Discussion” w szczegdtowy sposéb tgczy uzyskane wyniki badan z
badaniami opisanymi we wczesniejszych publikacjach, co daje mozliwos¢ petniejszego wglagdu w podjeta
w pracy tematyke badawczg. Mozna jednak odnies¢ wrazenie, ze rozdziat ten zawiera juz opisane w
wynikach badan informacje. Moim zdaniem brakuje tu préby choéby wyjasnienia przyczyny zwigzanej z
fatszywymi wynikami markerdw PCR zaprojektowanych do okreslania typdw kojarzeniowych. Czy tego
rodzaju niezgodnosci sg typowe réwniez w przypadku innych grup taksonomicznych? Najwazniejszy
przekaz w podjetej dyskusji jakim jest ukazanie zalet i wad testowania typéw kojarzeniowych markerami
PCR jest nakreslony w sposdb bardzo wyrazny.

Uwagi i komentarze do publikacji: ,Population structure of Phytophthora infestans from a single
location in Poland over a long period of time in context of weather conditions”, Janiszewska M.,
Sobkowiak S., Stefaiiczyk E., Sliwka J. , Microbial Ecology. https://doi.org/10.1007/s00248-020-01630-6.

Prace opublikowano w roku 2020 w czasopismie Microbial Ecology. Doktorantka jest pierwszym
autorem publikacji w sktad ktérej wchodzi tacznie czterech autoréw. Publikacja przedstawia ciekawe
wyniki badan gdzie przedmiot analiz stanowita duza liczba (237) izolatow pozyskanych przez okres 15 lat
z jednego pola uprawnego gdzie nie stosowano ochrony fungicydowej. W badaniach zastosowano te
same metody badawcze co we wczes$niejszych publikacjach. Gtéwnym celem pracy byto
zidentyfikowanie wptywu czynnikéw pogodowych na strukture populacji P. infestans. W celu
zrealizowania celu badawczego rézne czynniki pogodowe z okresu letniego jak i zimowego z 15 lat
skorelowano z danymi na temat typow kojarzeniowych, haplotypdw mitochondrialnych, odpornosci na
metalaksyl, stopnia wirulecji oraz zmiennosci genetycznej. W streszczeniu pracy oraz w rozdziale
,Introduction” pojawia sie wzmianka o tym, ze ,,....isolates were collected from single unprotected
experimental field in the area with high late-blight pressure...”. Przypuszczam, ze oznacza to, ze na
danym obszarze i polu od wielu lat zaraza ziemniaka jest powaznym problemem w produkcji
ziemniakdéw. Nie zostato to jednak w publikacji dalej rozwiniete. Nie podano réwniez zrddta tej
informacji. Analogicznie jak w przypadku wczesniejszych publikacji, nie zamieszczono metadanych na
temat analizowanych izolatéw. Szczegétowa charakterystyka izolatéw jest zawarta w jednym z
dodatkowych plikéw (S1), jednakze plik jak i kolejne 3 dodatkowe pliki z wynikami badan nie zostaty
dofaczone do manuskryptu. Nie jest zrozumiate stwierdzenie, sugerujace ze na jednym polu uprawiano
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réozne odmiany ziemniaka: ,, The resistance to late blight of potato cultivars and breeding lines grown in
this field ranged from succeptibility to high resistance”. Jesli zatozy¢, ze izolaty pozyskiwano w réznych
latach z réznych odmian o réznym stopniu odpornosci na zaraze ziemniaka to dlaczego nie uwzgledniono
tych danych analizujgc wyniki? By¢ moze stopien odpornosci odmian na P. infestans miat tutaj istotne
znaczenie w ksztattowaniu struktury populacyjnej patogenu. Wyniki badan genetycznych sg moim
zdaniem bardzo interesujgce, przede wszystkim z uwagi na zaobserwowang zmiennos¢ w udziale
poszczegdlnych trzech grup P. infestans w okreslonych sezonach wegetacyjnych. Udziat poszczegdlnych
genotypdw w liczbie pozyskiwanych izolatéw w poszczegdlnych latach byt rézny. Uwazam, ze dodatkowa
informacja na temat stopnia porazenia roslin na polu przez P. infestans mogta stanowi¢ kluczowe dane
do petniejszej interpretacji wynikdw badan. W rozdziale ,Discussion” pada stwierdzenie, ze ,The
genotyping results of SSR markers showed that P. infestans isolates of genotype 34_A1 survived at least
eight subsequent seasons”. Uwazam, ze na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna w zaden sposdb
potwierdzi¢ ,,przetrwania zimy” tego genotypu na danym polu. Rownie dobrze pojawienie sie tego
genotypu w kolejnym sezonie wegetacyjnym mogto by¢ nastepstwem transportu zarodnikdéw wraz z
sadzeniakami lub np. z wiatrem z mniej lub bardziej odlegtych geograficznie rejonéw. Przemawia za tym
fakt, ze ten genotyp ponownie byt zidentyfikowany w latach 2013 i 2014 po sezonie wegatacyjnym 2012
gdzie nie byt zidentyfikowany w polu. W dalszej czes$ci dyskusji pada stwierdzenie: “We presumably
observed some isolates that are a consequence of sexual reproduction of isolates of the 34_Al
genotype (partially belonging to the green cluster) rather than a result of mutation.” Czy powyzej
zasygnalizowany wynik nie mdgt by¢ wynikiem niekompletnego sortowania linii (incomplete lineage
sorting)? W dalszej czesci dyskusji pada stwierdzenie: "It is likely that some isolates of miscellaneous
genotypes clustered together with isolates of the 34_A1 genotype are products of the sexual
reproduction that takes place in Poland.” W tym punkcie powtarzam wczesniejsze pytanie o ,,dowody”
na rozmnazanie ptciowe P. infestans w Polsce. Czy wykazana w pracy proporcja typdw kojarzeniowych
wskazuje na rekombinacje badanych izolatéw? Chciatbym aby w prezentacji doktorantka wyjasnita czy
zjawisko rekombinacji mozna zidentyfikowac poprzez inne metody badawcze. Jesli tak to jakie?

Podsumowujac, przedtozona rozprawa doktorska Pani mgr Marty Janiszewskiej posiada istotne
walory poznawcze, a przedstawione w niej wyniki stanowig znaczacy wkfad w wiedze na temat P.
infestans w Polsce. Moje uwagi i komentarze nie majg wiekszego wptywu na uzyskane wnioski uzyskane
na podstawie wynikéw badan, ktére zinterpretowano prawidtowo. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska
spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z tym zwracam sie do Rady
Naukowej IHAR-PIB w Radzikowie z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Marty Janiszewskiej do dalszych
etapoéw przewodu doktorskiego.

“Towosz Nudik
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