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pt.: ,lIdentyfikacja genéw odpornoSci na rdze¢ karlowa (Puccinia hordei Otth.) w

odmianach miejscowych jeczmienia jarego (Hordeum vulgare 1.)”

wykonanej w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, Panstwowy Instytut Badawczy w

Radzikowie

Doktorant postawil sobie ambitne cele badawcze tj. identyfikacje genéw odpornoscei z
dwoch badanych linii jeczmienia w odniesieniu do opisanych w literaturze Swiatowej 1
zmapowanych wezesniej 28 gendw Rph. Zadania te realizowatl poprzez: testy fitopatologiczne
zrodet licznych znanych gendw odpornosci wobec kolekcji izolatéw patogena, — testy
genetyczne sposobu dziedziczenia odpornosci, test BSA dajacy wstepng lokalizacije
chromosomowg, testy allelicznosci w odniesieniu do znanych sprzezonych genéw oraz
precyzyjna lokalizacje loci genowych na nowo skonstruowanej silnie zageszczonej markerami
DArT-seq mapie genetycznej wlasciwych chromosoméw jeczmienia. Ponadto podjat probe
wylonienia tzw. genéw kandydatoéw dla badanych genéw odpornosci, przeprowadzajac analize
in silico sekwencji jgczmienia w obszarach marker6w genetycznych najsilniej sprzezonych z

poszukiwanymi genami.

Aby sprosta¢ tym zadaniom badawczym zastosowal kompleksowy i nowoczesny
warsztat metodyczny i wlasciwie dobrat pod wzgledem genetycznym i fitopatologicznym
szeroki zestaw materiatow jeczmienia jarego i rdzy kartowej. Analizy fitopatologiczne opart na
bogatej kolekcji znanych Zrédet  odpornosci reprezehtujacym co najmniej 21
zidentyfikowanych genéw odpornosci oraz na liczacym 22 obiekty zestawie izolatéw Puccinia
hordei, z ktérych cze$¢ jest przechowywana w Uniwersytecie Minnesoty, USA i tam tez dzieki
wspolpracy przeprowadzone bylo ich testowanie. Szeroko zakrojone testy fitopatologiczne

pozwolily na uzyskanie profili odpornosciowych wszystkich znanych zroédet odpornosci tacznie



z badanymi w pracy dwoma nowymi zrodtami w postaci linii Ph873 i Ph4974 oraz dwoma
lintami wrazliwymi L94 i Gus. Analiza genetyczna bazowata na populacjach F» , F3 1 F7 o
liczebnosci ok. 195 osobnikéow w przypadku mieszanica Ph873 z linig podatng L94 wobec
izolatu Ph604 oraz na populacji DH o liczebnosci 109 ro$lin mieszanca Ph4974 z .94 wobec
izolatu Ph604. Natomiast testy allelicznosci przeprowadzone byly na bazie sze$ciu populacji
F2, kazda dla odrgbnego genu odpornosci, o liczebnosciach przekraczajgcych 500 osobnikow.
Podkresli¢ tu nalezy jak bardzo wazne w tego rodzaju badaniach genetycznych jest zapewnienie
wysokiej liczebnosci materiatow roslinnych i izolatow patogena bez czego nie bytoby mozliwe
poprawne dobranie komponentow do krzyzowan, testowanie odpornosci w segregujgcych
potomstwach i wnioskowanie. Odrebne doswiadczenie zaplanowano na dwoch pulach
zbiorczych DNA otrzymanych z 10 wrazliwych i z 10 odpornych roslin F» mieszanca
Ph873x1.94, ktorych stan homozygotyczny potwierdzono w pokoleniu F3. Tak przygotowany
material postuzyt do przegladu facznie 136 specyficznych markerow 2z wszystkich
chromosoméw jeczmienia dostepnych w bazach danych GrainGenes pod katem zwigzku
miedzy polimorfizmem markera a segregacjg cechy odpornosci/podatnosci na patogena.
Metoda ta okreslana jako analiza zbiorczych préb segregantow (skrot angielski BSA) jest
powszechnie stosowana do wstepnej lokalizacji chromosomowej badanych gendw. Jej wynik
pozwala stosunkowo szybko zaplanowac jakich komponentow nalezy uzy¢ do krzyzowek
testujacych allelicznos¢ badanego genu z dotychczas znanymi genami odpornosci. Moim
zdaniem aby zminimalizowaé ilo$¢ przypadkowych wynikéw dodatnich w metodzie BSA

lepiej by byto zwigkszy¢ liczbe segregantéw w jednej puli do 12-14.

Uzyskane wyniki badan sg wysoce satysfakcjonujace. Udato si¢ wykaza¢ silng
odpornos¢ linii Ph873 na wigkszos¢ izolatow patogena i odpornosé linii Ph4974 na prawie 50%
izolatow, a takze odrebnos¢ badanych genow pod wzgledem reakcji na zestaw izolatow w
odniesieniu do opisanych w literaturze genow odpornosci. Ustalono jednogenowy, dominujgcy
charakter dziedziczenia cechy odpornosci u badanych linii oraz zlokalizowano gén odpornosci
na krotkim ramieniu chromosomu 2H dla linii Ph873 i na krotkim ramieniu chromosomu 1H
dla linii Ph4974. Ustalono precyzyjna lokalizacj¢ obu gendéw na Silnile zagészczonych mapach
chromosoméw 1H w sprzezeniu z genem Rph4 i 2H w sprzezeniu’ z genem Rphl. Testy
allelicznosci nowo zidentyfikowanych genow daty wyniki pozytywne w stosunku do genu
Rphl z chromosomu 2H i Rph4 z chromosomu 1H. Analizujac genom jegczmienia
zidentyfikowano szereg sekwencji genowych zawierajacych sekwencje markerdw flankujacych

nowo zmapowane geny. Niektére z nich wykazujg cechy charakterystyczne dla genow



odpowiadajacych za cechy odpornosci na choroby grzybowe u roslin, a wiec spelniajg kryteria

genow kandydatow.

Bardzo wysoko oceniam rozdziaty ,,Wstep i cel pracy” oraz ,,Przeglad literatury”, w
ktorych doktadnie i we wszystkich obszarach wiedzy Doktorant naswietlit aktualny stan badan
nad zagadnieniem odpornosci jeczmienia na rdze kartows. Podat przy tym charakterystyke
fizjologii porazenia tkanki jeczmienia przez Puccinia hordei, jej cykl zyciowy, epidemiologie,
problematyke zawgzenia puli genowej wspolezesnych odmian jeczmienia i wreszcie obszerne
objasnienie historii odkry¢ poszezegélnych gendéw odpornosci wraz z mapg lokalizacji
chromosomowej 1 lista zrodel 28 dotychezas zidentyfikowanych genéw odpornosci. Tekst ten
bardzo dobrze wprowadza w zakres badawczy pracy doktorskiej i sam w sobie jest doskonatym
materialem do pracy przegladowej. Jasno i syntetycznie ujeto efekty prac w rozdziale

.Streszczenie” zarowno w jezyku polskim jak i angielskim.

Rozdzial ,Material i metody badan™ podzielony na szereg podrozdzialow wyczerpujaco
przedstawia zastosowane w pracy metody badawcze, ilustruje, z wykorzystaniem dobrej
jakosciowo barwnej fotografii, typy infekcji i zastosowang standardowa skale oceny od 0 do 4
stopni. Opisy stosowanych testéw fitopatologicznych, jak i analiz genetycznych oraz badan
molekularnych, a tz;kZe materialow sa doglebne i podane w sposob wiasciwy, umozliwiajacy
ich wykorzystanie innym badaczom zainteresowanym podobng tematyka. Zastosowane przez
Autora metody statystyczne sg wlasciwie dobrane i pozwalaja na uzyskanie mocnych podstaw
naukowych do jednoznacznej interpretacji wynikdw. Cytowana w pracy $wiatowa literatura
przedmiotu badan jest bardzo bogata (175 pozycji), a odniesienia do zrodet informacji sg

szczegblowe 1 we wlasciwych miejscach zamieszczone w tekscie.

Wigkszos¢ wynikow badan jest przedstawiona w rozdziale ,.Wyniki” w sposob jasny i
uporzadkowany z podaniem danych tabelarycznych z testow fitopatologicznych, analiz
genetycznych, czytelnych rycin sporzadzonych map genetycznych w odniesieniu do map
referencyjnych chromosoméw jeczmienia, rozktadu wartosci testu Kruskala-Wallisa na
mapach wszystkich chromosoméw w powtérzeniu dla markeréw DArT-seq typu SilicoDArT i
typu SNP. Przedstawiono takze mapy fizyczne regionow chromosoméw 1H i 2H z
zaznaczonymi zgromadzeniami gendw. Wyniki dotyczgce opracowania markerow
molekularnych najsilniej zwigzanych z badanymi genami sg podane w tabelach w zatacznikach

314 na koncu pracy.



W pewnych miejscach tego rozdzialu, np. na stronie 47, tekst jest jednak mato
komunikatywny. Zbyt diugie, zawile zdania sprawiajg trudnos¢ w zrozumieniu wywodu.
Ponadto, tok logiczny prezentacji wynikow wymaga skorygowania. Najpierw bowiem nalezato
zaprezentowa¢ wyniki $wiadczace o przypisaniu badanych genow odpornosci  do
chromosomoéw i ustaleniu ich mozliwego sprzezenia ze znanymi genami, a dopiero potem
poda¢ informacje o testach allelicznoci, ktére mogty by¢ zaplanowane i zrealizowane po tych
ustaleniach. Autor nie uniknat réwniez bledow literowych, np. nazwisko drugiego autora
wykorzystywanego w pracy testu Kruskala-Wallisa zapisywal w szeregu przypadkéw blednie,

podobnie jak nazwisko cytowanego autora Ullricha.

W opisie wynikow badan zabrakto mi przedstawienia rezultatow analizy BSA ktora, jak
autor podaje w ,,Dyskusji”, doprowadzita do wstgpnego ustalenia lokalizacji chromosomowej
genu odpornosci obecnego w linii Ph873. Z tego co zawarto w opisie metodyki BSA wynika,
7e opracowano na populacji mapujgcej liczacej 94 rosliny Fo mape genetyczng markerow, ktore
w tescie BSA wykazaly zwigzek z cechg odporno$ci/podatnosci na P. hordei. Nie podano, ktore
z nich wykazaly bliskie sprz¢zenie z genem na chromosomie 2R. Z zalgczonych w Tabelach 1
i 2 list markerow uzytych w metodzie BSA oraz z przedstawienia ich na referencyjnych mapach
chromosoméw jeczmienia (Ryc. 9) wynika, ze sa to markery SSR (mikrosatelitarne), jednak
Autor nie uzywa tego okreslenia w tekscie. A fakt ten jest godzien podkreslenia, gdyz markery

SSR sg najbardziej informatywne ze wzgledu na kodominacje alleli.

W rozdziale ,.Dyskusja” komentarze i ocena wlasnych wynikow na tle opublikowanych
wynikéw innych autorow sa wiasciwe i $wiadeza o doglebnej znajomosci zakresu aktualnej
wiedzy. Prawidtowo zinterpretowano wyniki oceny odrgbnosci badanych gendéw sugerujgc
mozliwo$¢, iz sa one wariantami allelicznymi gendéw Rphl i Rph4 lub sa z nimi silnie
sprzezone. Doktorant wyraznie wskazat na bardzo obiecujgce dla krajowej hodowli nowych
odmian jeczmienia zastosowanie linii Ph873 jako zrodta silnego genu odpornosci. Opracowane
markery DArT-seq silnie sprzezone z genem odpornosci Rph873-2 beda stanowity podstawe
dla zaplanowania metody selekcji MAS w obrgbie wyprowadzanych nowych materialow

hodowlanych. Jest to niewatpliwie duze osiagnigcie pracy w aspekcie praktycznym.

W mojej ocenie w rozdziale ,,Wnioski™ Autor nie ujat calosci znaczenia otrzymanych
przez siebie wynikow. Pomingt tak wazny aspekt odkrycia jakim jest dominacja oraz
lokalizacja chromosomowa genéw i wiazace si¢ z tym wskazanie na tozsamos¢, allelicznosc

lub sprzezenie z wezesniej odkrytymi genami Rphl i Rph4. Pierwszy i ostatni wniosek sg



ogolne i nie wigzg si¢ bezposrednio z wynikami pracy, a raczej powtarzajg tezy nasuwajace sie

z wielu badan.

Pomimo pewnych uchybien w redakcji rozprawy doktorskiej cato$¢ pracy oceniam
pozytywnie ze wzgledu na jej wysoki walor naukowy i utylitarny oraz profesjonalny i
rozbudowany nowoczesny warsztat badawczy z zakresu genetyki, fitopatologii, genetyki
molekularnej i bioinformatyki. Doktorant wykazat si¢ duza wiedzg z zakresu swojej tematyki
badawczej, znajomoscig bogatej literatury przedmiotu i umiejetnoscig whasciwej interpretacii
otrzymanych wynikow. Praca stanowi niewatpliwie znaczacy wklad w rozwdj dyscypliny
naukowej agronomia w dziedzinie nauk rolniczych, a w szczegdlnosci znaczgco poszerza naszg

wiedzg na temat genetyki odpornosci jeczmienia na rdze kartowa.

W mojej ocenie praca doktorska mgr inz. Piotra Stowackiego spetnia wymogi formalne i
merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim na podstawie Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
22017 r., poz. 1789) oraz w zwiazku z art.179 ustawy z 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace

ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1669)

Wnosze do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Rodlin Panstwowy Instytut
Badawczy w Radzikowie o dopuszczenie mgr inz. Piotra Stowackiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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Szczecin, 22 kwietnia 2022 prof. dr hab. Piotr Masoj¢



