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Recenzja pracy doktorskiej mgr Lidii Kowalskiej
pt.: ,,Selekcja genotypéw pszenzyta ozimego o podwyzszonej odpornosci na septorioze

lisci i plew (Parastagonospora nodorum) z wykorzystaniem metod biotechnologicznych”

Prace wykonano w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Pafnstwowy Instytut
Badawczy w Radzikowie w Pracowni Hodowli Odpornosciowej, w Zaktadzie Fitopatologii,

pod opieka dr. hab. Tomasza Goérala oraz dr. Piotra Ochodzkiego.

Uzasadnienie wykonania recenzji

Uchwalg 1/XX/46 Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy
Instytut Badawczy w Radzikowie, podjeta w dniu 7 czerwca w sprawie: wyznaczenia
recenzentOw rozprawy doktorskiej, na podstawie art. 29 ustawy z 30 kwietnia 2010 r.
o instytutach badawczych (Dz. U. z 2022r., poz. 498), zgodnie z art. 179 ustawy z 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
22018 r., poz. 1669) oraz ustawg z 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r., poz. 1789) a takze
zgodnie z Regulaminem Rady Naukowej z 12 pazdziernika 2017 r. z pézn. zm. —
postanowiono o powotaniu mojej osoby na recenzenta rozpraWy dék‘ébrskiej pani mgr Lidii
Kowalskiej, o czym powiadomil mnie stosownym pismem Prof. dr hab. Marek Stefan

Szyndel — Przewodniczacy Rady Naukowej.



Finansowanie badan

Badania uzyskaty finansowanie z budzetu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi z funduszy
otrzymanych w ramach Programu ,Postep Biologiczny w Produkcji Roslinnej na lata
2015-2020 w projekcie ,,Opracowanie i wykorzystanie metod biot—echnologicznych
skracajagcych cykl hodowlany i zwickszajacych efektywnos$¢ selekcji genotypdéw ozimej
pszenicy i ozimego pszenzyta o podwyzszonej odpornosci i tolerancji na septorioze lisci
iplew [czynnik sprawczy Parastagonospora nodorum (Berk.), Quaedvlieg, Verkley &
Crous], projekt PB 4-1-03-4-05, numer zadania badawczego 81.

Struktura pracy — ocena formalna

Recenzowana praca doktorska sktada si¢ ze 191 stron, w tym 9 wykresow i 20 tabel
w gltownej czesci pracy oraz kolejnych 9 wykresow i 15 tabel umieszczonych jako zalaczniki
i umieszczonych po spisie literatury, sktadajacym sie z 281 pozycji, gtownie w j. angielskim.
Rozprawe rozpoczyna streszczenie w j. polskim i j. angielskim, po ktérych umieszczono spis
treSci i gléwne czeSci pracy, poprzedzone wykazem skrotow. Anglojezyczna wersja
streszczenie odpowiada czesci polskojezycznej. Wstep i cel pracy obejmujg 2 strony tekstu
i, co bardzo wazne, zawierajg hipotez¢ badawczg. Przeglad literatury jest obszerny i obejmuje
32 strony, z podzialem na sze$¢ czytelnie sformulowanych rozdzialéw dodatkowo
podzielonych na podrozdziatly. Materialy i metody obejmuja 27 stron i opisujg zaréwno
materiat roslinny jak tez zastosowane izolaty, uktad doswiadczalny, dane meteorologiczne
i metody statystyczne zastosowane do analizy. Wyniki przedstawiono na 34 stronach,
zawierajagcych wymienione wczesniej tabele i ilustracje, zas Dyskusja wynikdw obejmuje
12 stron tekstu podzielonego na dwa podrozdziaty. Na podstawie badan wyciagnigto dziewieé
wnioskow. Zdania formulowane sg wilasciwe, opisy sg zrozumiale i napisane poprawng
polszczyzna, cho¢ Doktorantka nie ustrzegla si¢ czasem od zargonu naukowego i kalek
jezykowych, jak np. ,.kolaps tkanki” (str. 45, linia 17). Niezr¢cznie brzmi opis-,,wchodzenia
z bezpos$rednig interakcje z wieloma czionkami rodziny biatek™ (str. 45, 1. 20); cho¢ stosuje
siec ten termin, sugeruje okresla¢ je opisowo jako biatka nalezace do jednej rodziny.
Doktorantka uzywa tez okreslenia ,,catkowity kolaps transkrypcji” (takze str. 45, 1. 26). ,,Gen
Snnl i efektor SnTox1 oddziatywajg bezposrednio ze sobg” (str. 43); ,.kolejnym genem
oddziatywujacym” (str. 43); ,,suchy mix” (str. 65); ,,zmieszano odpowiednie ilosci suchych
mas” (str. 65); ,,braki danych usuwano przypadkami” (str. 97, Tab. 11); ,,wielopokoleniowy
charakter choroby” (str. 128). Znaleziona przeze mnie odmiana rzeczownika ,.efektor” podaje

w dopelniaczu (kogo? czego?) stowo ,.efektora”, Doktorantka stosuje za$ odmiang ,.efektoru”. .
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Ryciny przedstawione w rozprawie doktorskiej sa poprawne, estetyczne, z duzg
inwencjg wlasng (np. Rycina 5 przedstawiajgca schemat cyklu zyciowego patogenu; Rycina 6
przedstawiajgc interakcje patogen-roslina podczas infekcji). Kolorystyka rysunkow nie
zawsze jest wlasciwa (np. Rycina 3 przedstawiajaca schemat podziatu na typy odpornosci ma
za ciemne tlo poszczegblnych elementéw wykresu, przez co nie jest czytelna).

Praca ma strukture wilasciwg dla rozpraw doktorskich, wyniki sg zestawiane
w tabelach i prezentowane na wykresach, sa tez zawsze opracowane statystycznie. Poza
wyz€j wymienionymi potkni¢ciami jezykowymi pracg czyta si¢ z przyjemnoscig.
Poszczegdlne etapy sg opisywane po kolei a w rozdziatach o danej tematyce znajduje si¢

poszukiwana tam tre$¢. Pod wzgledem formalnym praca napisana jest poprawnie.

Tematyka badawcza

Autorka opisuje pszenzyto ozime, jako wazng rosling zbozowa na $wiecie (str. 21)
i przytacza powierzchnie 3,8 miliona hektarow. Zwazywszy, iz uprawa pszenicy obejmuje
222 min ha, a ogromne arealy obsiewane sg ryzem, kukurydza i licznymi innymi roslinami
uprawnymi, trudno zgodzi¢ sie z takim opisem. Prawie cata uprawa pszenzyta koncentruje si¢
w Europie. Polska to wiodacy kraj z powierzchnig zasiewu pszenzyta wynoszaca ok. 1,3 min
ha. Jest to potowa areatlu uprawy pszenicy, ale juz jeczmien, zyto i mieszanki zbozowe
zasiewane sg na mniejszych powierzchniach, wynoszacych okolo 1 min ha dla kazdego
wymienionego typu zboza. Praca dotyczy zatem zboza, ktore jest szczegdlnie wazne
w naszym kraju i z tego wzgledu zastuguje na pochwale. Jak nastepnie stusznie zauwaza
Autorka ,,pszenzyto nie jest w czoldwce najczesciej uprawianych zbéz na Swiecie, jednak
zainteresowanie tym gatunkiem wciagz rosnie” (str. 24) i takze w Polsce powierzchnia jego
uprawy ulega zwigkszeniu, a produkcja jest najwyzsza na swiecie i wynosi okoto 6 min ton.
Polska jest tez liderem w hodowli pszenzyta; 36 odmian pszenzyta ozimego i1 16 odmian
pszenzyta jarego (tacznie 52 odmiany na 62 zarejestrowane w Krajowym Rejestrze
COBORU, 84%) to odmiany z krajowej hodowli. Wszelkie prace nad genetycznym
doskonaleniem tego niezwyklego mieszanca pomigdzy pszenicg a zytem sg wysoce wskazane.

Praca dotyczy selekeji genotypéw pszenzyta ozimego. o podwyzszonej odpornosci na
septorioze lisci i plew — wazng chorob¢ powodowang przez chorobotworczy grzyb
Parastagonospora nodorum, z wykorzystaniem metod biotechnologicznych. Tematyka
zwigzana z ochrong zb6z przed chorobami odpowiada na wspélczesne wyzwania stojgce
przed zréwnowazonym rolnictwem. Zmieniajacy si¢ klimat, zwigkszajaca si¢ liczba ludnosci

na $wiecie oraz zmniejszajgca si¢ powierzchnia upraw spowodowana urbanizacjy, erozja
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gleby, a ostatnio takze calkowita destabilizacja gospodarki, w tym gospodarki zywnosciowe;j
i bezpieczenstwa zywnosci, zwigzana z agresja Federacji Rosyjskiej na Ukraing, powoduja
zapotrzebowanie na takie odmiany ro$lin uprawnych, ktére zapewnig wysokie i stabilne
plonowanie, takze w niesprzyjajacych warunkach spowodowanych wystapieniem streséw
biotycznych i abiotycznych. Wielkoobszarowe i monokulturowe powierzchnie upraw
rolniczych, w tym zbdz, przyczyniaja si¢ do znacznych gradacji szkodnikéw i patogenow. Jak
wykazano w pracy autorstwa Chaloner, T.M., Gurr, S.J. & Bebber, D.P. pod tytulem ,,Plant
pathogen infection risk tracks global crop yields under climate change” opublikowanej
w2021 roku w czasopiSmie Nature Climate Change tom 11 na stronach 710-715

(https://doi.org/10.1038/s41558-021-01104-8) ocieplenie klimatu Ziemi powoduje wielkie

zmiany w tym zakresie ispodziewane jest jeszcze wigksze nasilenie ich wyst¢powania,
zwlaszcza w szerokosci geograficznej, w ktorej znajduje si¢ Polska. Rolnictwo w Polsce ma
niewiele czasu na przygotowanie si¢ do tych gwattownych zmian i wszelkie dzialania
sprzyjajace poprawie zdrowotnosci roslin sa kierunkiem badan wysoce pozadanym
i korzystnym dla rozwoju gospodarczego naszego kraju. Jednym z gléwnych kierunkéw
dziatan jest prowadzenie prac hodowlanych skierowanych na genetyczne doskonalenie roslin
uprawnych, w tym uzyskiwanie wyjSciowych materialow hodowlanych i odmian
o podwyzszonej odpornosci i/lub tolerancji na choroby. W przypadku zb6z grzyby
chorobotwoércze dominujg jako przyczyny choréb, a nekrotroficzny grzyb Parastagonospora
nodorum ongis$ uwazany za powszechny lecz mato grozny, stal si¢ przyczyng znacznych strat
plonu. W warunkach intensywnej gospodarki rolnej z zastosowaniem duzych dawek
nawozenia azotowego przy jednoczesnych uproszczeniach w uprawie, zwigzanych
z ograniczaniem naruszania gleby w celu zmniejszenia jej erozji i ugniatania. Celem jest
zwiekszenie rentowno$ci gospodarstw poprzez minimalizacje zabiegéw agrotechnicznych
i zwiazanych z tym kosztow. Z drugiej strony pozostawianie Scierniska sprzyja gromadzeniu
patogené6w na powierzchni gleby, przez co zwigksza si¢ ilo$¢ inokulum. zdolnego do
porazania ro$lin w kolejnych sezonach wegetacyjnych.

Jednym z mozliwych i wysoko cenionych rozwigzan jest' odpornos$¢ genetyczna
stanowigca tarczg ochronng w roSlinie uprawnej, bez potrzeby stosowania zabiegéw
chemicznych, zwykle szkodliwych dla $rodowiska i niepozadanych przez konsumenta.
Niniejsza praca wpisuje si¢ w ten aktualny i ceniony trend w hodowli roslin. Z tego wzgledu
podjeta tematyka badawcza niniejszej rozprawy doktorskiej jest wazna

z przyrodniczego, rolniczego i ekonomicznego punktu widzenia.



Dodatkowym efektem pracy sa genotypy pszenzyta z podwyzszong odpornoscig na
septoriozg lisci i plew oraz opracowanie sposobu ich uzyskiwania z zastosowaniem metod
biotechnologicznych oraz testow przesiewowych zudzialem efektora biatkowego

wytwarzanego przez badany grzyb chorobotworczy.

Merytoryczna ocena pracy
Wstep

Wstep napisany jest wySmienicie, objasnienia dotycza wszystkich waznych
elementow pracy. Rozpoczyna go oméwienie historii powstania i wartosci gospodarczej
pszenzyta, jego wszystkich charakterystyk, w tym informacja na temat czynnikéw
biotycznych ograniczajacych jego plonowanie. Nastgpnie Doktorantka w przystepny sposob
objasnia typy odpornosci roslin i przedstawia modele interakcji miedzy rosling
a mikroorganizmem  chorobotworczym, rozrézniajac  dzialanie = patogenéw  bio-
i nekrotroficznych. Po tych ogdlnych opisach nast¢puje charakterystyka badanego patogenu,
jego cyklu zyciowego, warunkow sprzyjajacych infekeji i oddzialywaniu na roSling, ktore
przyczyniajg sie do ograniczenia jej plonowania. Dowiadujemy si¢ od Autorki ze P. nodorum
jest polimertrofem o waskim zasiegu zywiciela. Enzymy degradujace $ciany komérkowe oraz
biatkowe efektory nekrotroficzne tworzone przez badany patogen powodujg natychmiastowa
$mier¢é komorek, dzieki czemu moze odzywiaé si¢ zwigzkami stanowigcymi ich zawartosc.
Doktorantka wymienia dziewi¢¢ poznanych oddziatywan efektoréw nekrotroficznych
z genami ro$lin, ktore warunkujg wrazliwos¢ na ich obecnos$¢ oraz uzasadnia na podstawie
niedawnych doniesien, iz niektore z nich sg tozsame. Autorka przytacza ponadto w czytelnej
formie tabelarycznej jak znaczacy jest udzial trzech efektorow biatkowych (SnToxA, SnTox1
oraz SnTox3 szczegdlnie wptywajgcych na nasilenie septoriozy lisci i plew) wsrod izolatow
P. nodorum w réznych panstwach i regionach $wiata (m.in w Regionie Zyznego Potksigzyca,
w stanach Dakota i Minnesota, w Australii a takze w Europie) w odniesieniu do SnTox1
i SnTox3. Dziwnie Kontrastuje to z izolatami znajdujacymi si¢ w $wiatowej kolekcji. Prosze
Doktorantke o uzupelnienie mojej wiedzy skad tak znaczny -odsetek - izolatow
nieposiadajgcych opisanych efektoréw i gdzie na Swiecie sg regiony, w ktoérych sytuacja nie
jest tak dramatyczna oraz co jest powodem tak duzej odrebnosci tych regionow (komentarz do
tabeli 2).

Reasumujac, Doktorantka w zrozumialy sposob wyjasnia dlaczego brak efektora
biatkowego lub produktu genu wytwarzanego przez rosling w celu rozpoznania tego efektora
wigzg sie zodpornoscig roéliny, co wskazuje na odwrdécony model\ »gen-na-gen” jako
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wlasciwy dla scharakteryzowania interakcji nekrotroficznego grzyba P. nodorum
z pszenzytem. Przyklady przytoczone przez Autorke rozprawy doktorskiej sugerujg, ze
w toku ko-ewolucji z roslinami zywicielskimi grzyb P. nodorum zaczal tworzy¢ unikalne
efektory, ktore obecnie pobudzajg wrodzone mechanizmy obronne roslin i zmniejszajg ich
podatno$¢ na ten patogen. Patosystem P. nodorum - pszenzyto wart jest dalszych badan,
poznano najprawdopodobniej tylko wierzchotek gory lodowej, nie sg znane bowiem inne
wazne czynniki np. organiczne zwigzki lotne (VOCs).

Efektor biatlkowy SnTox3, stanowigcy wazny element rozprawy doktorskiej,
Doktorantka szczegétowo charakteryzuje w osobnym podrozdziale wstepu i przytacza
doniesienia naukowe na jego temat. Niewatpliwie najwazniejszym dowodem na dziatanie
tego efektora jest nabycie zdolnosci do wywotywania choroby przez niepatogeniczny izolat
P. nodorum po jego transformacji z zastosowaniem efektora SnTox3, wzgledem roslin
z genem Snn3. Gen ten ma dwie wersje homologiczne na krotkich ramionach chromosomow
5B i 5D, warunkujgcych fenotypowo r6zng wrazliwo$¢ roslin na porazenie przez P. nodorum.
Waznym elementem dziatania efektora SnTox3 jest tez niezaleznos¢ jego dzialania od $wiatla
a takze brak negatywnych efektow w przypadku innych stresow biotycznych i abiotycznych.
Badania, przeprowadzone w Polsce i opublikowane przed kilku laty przez zespot badawczy
z Zaktadu Fitopatologii IHAR wykazaty wrazliwo$¢ polskich odmian pszenicy na dziatanie
tego efektora. Z tego wzgledu w niniejszej pracy Doktorantka przeprowadza badania
zmierzajace do selekcji genotypéw odpornych na dzialanie efektora SnTox3. Nasuwa si¢
zatem oczywiste pytanie czy aktualna populacja izolatow P. nodorum jest zdolna do
tworzenia tegoz efektora. Wrazliwos¢ materialu roslinnego jest bowiem tylko wtedy
zmartwieniem, jesli obecna lub przewidywana populacja izolatow tworzy ten efektor. Proszg
Doktorantk¢ o komentarz na ten temat. W Tabeli 2 oraz w tekscie wprowadzenia nie ma
informacji na temat efektorow SnTox, tworzonych przez izolaty P. nodorum porazajace
pszenice 1 pszenzyto w Polsce. Informacje na temat struktury populacji P. nodorum w Polsce
pojawiaja si¢ dopiero w Dyskusji, na str. 123 i niezrozumiate jest dlaczego o wynikach badan
Arseniuka i in. (2019) dowiadujemy si¢ dopiero na koncowym etapie pracy. Informacja ta
powinna by¢ podana w Tabeli 2 (str. 41). Z opisu wynika, ze najczgsciej wystepujacymi
genami w populacjach P. nodorum w Polsce s3 SmTox1, SnTox3 i SnTox5. Kolejne
informacje na temat genéw odpowiedzialnych za tworzenie biatek efektorowych sg znane lecz
jeszcze nie opublikowane, i polegaja na niewielkiej czgstosci gendw odpowiedzialnych za
tworzenie efektorow SnTox2, SnTox6 i SnToxA oraz braku SnTox4 i SnTox7. Szkoda, ze

Doktorantka nie podzielita si¢ tg wiedzg we wprowadzeniu do badan.
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Z wprowadzenia w temat pracy dowiadujemy sie¢ takze o obecnie stosowanych
metodach ograniczania septoriozy lisci i plew, w tym metodach agrotechnicznych
i chemicznych. W tych pierwszych podkre§la si¢ znaczenie kwalifikowanego materiatu
nasiennego, wolnego od patogenu oraz prawidlowego zmianowanie, z udzialem roslin, ktére
nie sg zywicielami dla P. nodorum, np. ziemniakami lub rzepakiem. Brak uproszczen
w uprawach, lgczacy si¢ z przyorywaniem resztek pozniwnych i zwalczaniem samosiewow
Znaczaco przyczyniajg si¢ do ograniczenia septoriozy ktosow i plew. Do ochrony chemicznej
stosowane sg fungicydy z wielu grup chemicznych, w tym Qol, DMI, SDHI. Stwierdzono
jednak odporno$é¢ czesci izolatow na niektore z tych substancji, np. mutacje w genie CYP51
powodujace niewrazliwosé na propikonazol, substancj¢ czynng fungicydu z grupy DMI, oraz
przypadki niewrazliwosci na substancje aktywne zawarte w fungicydach z pozostatych grup
FRAC. Doktorantka zwraca jednak uwage na wielkie znaczenie i przydatnos¢ hodowli
odpornosciowej w celu wyposazenia odmian pszenicy i pszenzyta w geny odpornosci. Dla
przyspieszenia tego procesu i unikniecia koniecznosci stosowania dtugich cykli hodowlanych
stosowane sa techniki in vitro takie jak embriogeneza i androgeneza somatyczna, ktore sa
zrodlem roslin haploidalnych, a nastepnie wysoce pozadanych podwojonych haploidow
aponadto mogg takze generowa¢ wartosciowa zmienno$¢ somaklonalng, zwlaszcza gdy
rozw0j zarodkéw nowego pokolenia nie jest bezposredni lecz przebiega za posrednictwem
kalusa. Skrocenie cyklu hodowlanego przez wytworzenie stabilnych linii homozygotycznych
jest cenng zaletg androgenezy. Z kolei regeneracja roslin z komoérek somatycznych jest forma
rozmnazania wegetatywnego w wyniku ktoérego powstaja linie somaklonalne. Réznice
genotypowe i fenotypowe miedzy regenerantami sg faktem i byly juz do tej pory
niejednokrotnie stosowane do generowania wariantow i nowych cech, takze zwigzanych
z odpornoscig na stresy biotyczne.

W koncowym podrozdziale wstepu Doktorantka charakteryzuje odpornosé¢ roslin na
pszenicy na septorioze lisci i plew oraz interakcje gen-efektor biatkowy w-patosystemie
P. nodorum-pszenica. Jak dotad zidentyfikowano regiony QTL zwigzane z odpornoscig lecz
z uwagi na ich stosunkowo niewielki udzial w wyjasnianiu zmiennosci stawia ich przydatnos¢
pod znakiem zapytania. Autorka podaje przyklady krajow, w ktorych nakazowo
zlikwidowano odmiany pszenicy podatne na SnToxA i SnTox2. Pragne powtornie podkresli¢
znaczny profesjonalizm Doktorantki, jasno$¢ opisu oraz umiejetnos¢ syntetycznego ujecia tak

ztozonych zagadnien.



Materialy i metody

Materialem roslinnym bylo osiem odmian pszenzyta o zréznicowanej odporno$ci na
septorioze klosoéw, ktore poddano krzyzowaniu a z pokolenia F; na drodze androgenezy
1 somatycznej embriogenezy wywiedziono linie somaklonalne i podwojone haploidy.
Wykorzystano takze dwie odmiany wzorcowe pszenzyta. Eksplantatami w androgenezie byly
pylniki form mieszancowych.

W pracy bardzo dokladnie, krok po kroku opisano metody otrzymania linii
somaklonalnych i podwojonych haploidéw, pozywki zastosowane na poszczego6lnych etapach
kultur in vitro. Sklady pozywek oraz zastosowane metody nie budza watpliwosci.
Doktorantka podaje, ze stosowala czynnik zestalajacy Gelrite. Prosze o objasnienie co to za
zwigzek, kto go produkuje i dlaczego wybrano wtasnie ten czynnik zestalajagcy. W pracy brak
informacji na ten temat, zwykle tez podaje sie firmg.

Inokulacje przeprowadzano z wykorzystaniem dziesigciu izolatow P. nodorum
pozyskanych z naturalnie porazonych lici pszenicy i pszenzyta z o$miu lokalizacji oraz
dwoch sezonow wegetacyjnych. Numery izolatéw wymieniono i wskazano na mapie (Rycina
7) gdzie znajduja si¢ wymienione miejsca ich pozyskania lecz zabrakto powigzania pomi¢dzy
nazwg izolatu, miejscem jego pochodzenia, roSling gospodarza oraz rokiem pobrania
porazonego materiatu roslinnego. Zapewne informacje te sg znane i powinny by¢ podane,
nawet jesli material infekcyjny uzyskat inny badacz. 1zolaty do inokulacji w do§wiadczeniach
polowych i fitotronowych dobrano na podstawie badan Jakuba Walczewskiego badajacego
strukture populacji P. nodorum w Polsce (str. 63). Proponuje stosowaé to nazewnictwo
zamiast ,,polska populacja” bowiem izolaty grzybow porazajacych rosliny na danym terenie
nie maja narodowosci. Nie podano gdzie zatrudniona jest w/w osoba; czy badania dotyczace
struktury populacji P. nodorum zostaty lub beda opublikowane i co bylo ich wynikiem? Nie
ma o tym wzmianki w dysertacji, a by¢ powinna. Do inokulacji zastosowano mieszaning
izolatow a tymczasem w calej wstepnej czesci dysertacji nie zauwazylam informacji
o strukturze populacji oraz przestankach, na podstawie ktérych wybrano izolaty, a jest to
w przedstawionej pracy kluczowe zagadnienie. Bardzo prosz¢ Doktorantke o uzupelnienie
naszej wiedzy w tym zakresie. , _

Czy do przygotowania pozywki stosowano oryginalny sok V87? Jesli nie, powinna by¢
podana nazwa zastosowanego soku. Jak to si¢ teraz popularnie mowi: ,.kto bogatemu
zabroni?”; do pozywek mikrobiologicznych mozna stosowa¢ ten drogi sok firmy Campbell

(USA), cho¢ oszczedniejsze byloby uzycie jego polskich zamiennikéw (soki wielowarzywne).



W pracy stosowano kultury jednozarodnikowe grzybow, raczej unikajmy nazywania
ich monosporowymi (kalka j¢zykowa). Dlaczego w warunkach kontrolowanych nie
inokulowano pojedynczymi izolatami jednozarodnikowymi a ich mieszaning? Po co
uzyskiwano i jako inokulum namnazano izolaty jednozarodnikowe, skoro potem i tak
stosowano mieszaning¢ i nie wiadomo, ktore sktadniki tej mieszaniny powodowaly porazenie
roslin? W jakim stopniu wybrane izolaty sg zdolne do tworzenia efektora SnTox3?

Infiltracje lisci prowadzono zdekantowanym ptynem po hodowli drozdzy Pichia
pastoris zawierajacych plazmid z genem odpowiedzialnym za wytwarzanie biatka SnTox3,
Szczep ten zakupiono w firmie komercyjnej, a namnozenie drozdzy prowadzono
samodzielnie, na pozywce z zeocyng. Jest to zwigzek uszkadzajagcy DNA, bardzo prosze
o przyblizenie idei zastosowania zeocyny w opisanym do$wiadczeniu, dlaczego stosowano jg
na pierwszym etapie hodowli drozdzy, a nie stosowano na drugim etapie? Sposob infiltracji
opisano szczegétowo w osobnym podrozdziale.

Infiltracja z zastosowaniem preparatu zawierata poza badanym biatkiem efektorowym
takze calg gam¢ innych zwigzkéw. Co byto kontrolg w tym doswiadczeniu? Powinien by¢ to
preparat uzyskany z tych samych drozdzy lecz bez plazmidu z genem odpowiedzialnym za
wytwarzanie efektora bialkowego SnTox3. Czy tak bylo w istocie? Jaki byt efekt infiltracji
preparatem kontrolnym? Czy byl on identyczny z efektem obserwowanym dla genotypow
pszenzyta niewrazliwych na dziatanie efektora? Prosz¢ takze Doktorantke o wyjasnienie
wyboru efektora biatkowego stosowanego do badan. Dlaczego nie wybrano efektora SnTox1,
skoro — jak wynika z Tabeli 2 (str. 41) odsetek genotypow podatnych na ten efektor jest
w Europie i Polsce najwyzsza?

Dos$wiadczenia fitopatologiczne przeprowadzono w latach 2018-2020. Przebieg
warunkow pogodowych w poszczegélnych sezonach doswiadczalnych szczegétowo opisano
w czeSci metodycznej rozprawy doktorskiej a takze przedstawiono na wykresach
umieszczonych w zalgcznikach. W odpowiednich miejscach tekstu znajduja -si¢ stosowne
odnosniki. W pracy przedstawiono schematy do$wiadczen i wymieniono cechy oznaczane
w stadium siewki i rosliny dorostej. Oba okreslenia powinny by¢ ‘doprecyzowane poprzez
podanie symbolu w skali BBCH/GS. Podano natomiast daty, opisy stadiow rozwojowych
iich symbole podczas inokulacji roslin (str. 72). W Tabeli 5 wykonanie pomiaru mozna bylto
zastgpi¢ symbolem ,,+” zamiast ,,x” a jego brak symbolem ,,-”. Nie wyjasniono dlaczego nie
przeprowadzono niektérych pomiaréw (np. jesli w stadium siewki oznaczono jedna cechg to

dlaczego nie oznaczono drugiej).



Odmiany Pigmej i Fredro bedace wzorcami podswietlono w Tabeli 5, dlaczego tak
samo zaznaczono odmian¢ Borwo? Jesli byl to trzeci wzorzec, powinien by¢ wymieniony na
str. 55 1 67. Lacznie przebadano wystarczajaco liczny material by mdc przeprowadzié
wnioskowanie, byto to 19 linii DH, 18 linii somaklonalnych, 7 linii rodzicielskich oraz
2 wzorce. Ze wzgledu na ograniczong liczbe nasion zastosowano dwa powtorzenia
inokulowano oraz jedno kontrolne. Nie jest to liczba satysfakcjonujaca statystyka, jednak
calkowicie moge zrozumie¢, iz material byl ograniczony i nie mozna bylo postapi¢ inaczej.
Jedli odpowiedz roslin byla wyréwnana a blad statystyczny stosunkowo niewielki, wtedy
wnioskowanie z tak przeprowadzonego doswiadczenia jest uprawnione.

Ocene¢ porazenia prowadzono nie w skali fitopatologicznej (najwyzsza ocena =
najwicksze porazenie) lecz w skali hodowlanej (najwyzsza ocena = ro$lina calkowicie
odporna). Ocena fenotypowa porazenia liSci nie opierala si¢ na ocenie wizualnej lecz zostata
przeprowadzona przy zastosowaniu programu Image] a metodyke opisano szczegdétowo
w odrebnym podrozdziale. Doswiadczenia wykonane w warunkach kontrolowanych
i polowych co zilustrowano stosownymi zdjgciami. Pokazano takze przyklady przetworzenia
obrazu z zastosowaniem wspomnianego oprogramowania komputerowego. Znormalizowane
dane poddano analizie statystycznej, ktorej metodg opisano w osobnym podrozdziale pracy.

Podsumowujgc, Doktorantka opis materialéw i metod przedstawila poprawnie
i wystarczajaco szczegOlowo, zastosowala w do$wiadczeniach metody adekwatne do
osiggniecia celu, doswiadczenia przeprowadzita w powtdrzeniach a wyniki poddala analizie
statystycznej i na ich podstawie wnioskowala o zaobserwowanych mechanizmach
i prawidlowosciach.

Wyniki

Autorka rozprawy doktorskiej podzielita wyniki badan na podrozdzialy odpowiadajgce
poszczegblnym czesciom prac badawczych, w tym: 1) analizie odpornosci siewek i roslin
dojrzatych (okreslanych przez nig jako doroste) na septorioze lisci i plew; 2) analizie korelacji
wynikéw badan w warunkach kontrolowanych i polowych; 3) analizie korelacji mig¢dzy
fenotypowymi miernikami odpornosci a wrazliwoscia na efektor - biatkowy - SnTox3;
4) analizie wplywu czynnikow meteorologicznych na podatnos¢ badanego materialu
ro$linnego (odmian, linii somaklonalnych i podwojonych haploidéw) w warunkach
polowych. Wyniki zestawiono w tabelach i zilustrowano na wykresach stlupkowych,
liniowych i pudetkowych. Opisano je takze w tekscie, syntetycznie podsumowujgc gtéwne
wyniki dla poszczegblnych grup roslin jak tez wyrézniono linie najbardziej odporne i

podatne.
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Zgodnie z oczekiwaniami zréznicowanie odpornosci byto istotne statystycznie. Diugie
opisy w tekstach mozna bylo zastapi¢ uporzadkowaniem gltéwnych wynikéw w formie
tabelarycznej. Bez tego ich samodzielna analiza jest dtugotrwata.

Poréwnania wynikow badan otrzymanych w warunkach polowych i kontrolowanych
przedstawiano wylacznie dla odmian i linii badanych w obu tych warunkach (14 linii).
Wykazano, ze w warunkach polowych podwojone haploidy byly bardziej odporne od linii
somaklonalnych, z wyjatkiem dwoch przypadkow. W warunkach kontrolnych wynik byt
przeciwny. Na wykresach 3A i 3B na osi OY nie powinno by¢ wartosci 120, porazenie nie
przekracza przeciez wartosci 100%. Porazenie w warunkach polowych wynosito zwykle koto
50% (potowa warto$ci maksymalnej), natomiast w warunkach kontrolowanych wartosci
wahaty sie miedzy 10 a 25%. W warunkach kontrolowanych stwarza si¢ warunki optymalne
do rozwoju patogena; czym Doktorantka thumaczy tak niewielkie porazenie? Czy jest to
spowodowane krétkim czasem trwania testu? Czy w zwiazku z tym warto prowadzi¢ testy
w komorach wegetacyjnych i czy osoby zajmujace si¢ hodowlg odpornosciowa uzyskaja
wystarczajaco duze zréznicowanie materiatow badawczych by w odpowiedzialny sposob
polega¢ na wynikach tych testéw w odniesieniu do septoriozy lisci i plew?

Po poréwnaniu wykreséw 3A i 3B oraz zauwazeniu wielkiej zmiennosci uzyskanej
w warunkach polowych mozna sugerowaé, by testy przeprowadzaé w komorach
wegetacyjnych. Niewielka zmienno$¢ wsérdd linii DH i jeszcze mniejsza wsréd linii
somaklonalnych w poréwnaniu z odmianami sugeruje, ze wyniki uzyskane w komorach byly
zdecydowaniem bardziej wyréwnane. A moze wynika to po prostu z niewielkiego
zréznicowania stopnia porazenia roslin?

Na podstawie testu Duncana wyr6zniono zachodzace na siebie grupy jednorodne
zpodobnym poziomem odpornosci na septorioze¢ lisci i plew. Bylo ich 7 przy testach
wykonywanych w warunkach kontrolowanych i 9 w przypadku testow w warunkach
polowych. Analiza wykazata brak korelacji pomig¢dzy porazeniem lisci i ktoséw. Korelacje
miedzy wynikami uzyskanymi w warunkach polowych i kontrolowanych wahatly si¢ migdzy
0,29 (korelacja pozytywna) a -0,59 (korelacja negatywna). Zaklad pod moim kierunkiem
wykonuje bardzo liczne testy odpornosciowe i moge zas’wiadczyé, ze wspolczynniki korelacji
na tym poziomie sg czeste, cho¢ oczywiscie zdarzaja si¢ przypadki wyzszych wartosci tego
wspolczynnika (jednak zazwyczaj przy patogenach znajdujacych si¢ w glebie lub silnej
odpornosci kodowanej dominujaco).

Tabele 11 i 12 dotyczace korelacji majg identyczny tytul, ale réznia si¢ zawartoscia,

bowiem w tabeli 12 analiza korelacji dotyczy poszczegodlnych lat z podzialem na typ
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materiatu roslinnego. Dwie tabele nie powinny mie¢ identycznego tytulu. Czy podany wynik
to wspolczynnik korelacji dla danej grupy materiatow roslinnych z okreslanego roku ze
wszystkimi innymi wynikami dla tej grupy z pozostatych lat? Opis w tekscie jest krotki
1 niedoktadny, a ponadto, nawet gdyby byl obszerny, tabela powinna by¢ w petni objasniona.

Bardzo ciekawe sg wyniki poréwnan miedzy odpornoscig materialu roslinnego na
septorioze lisci i kltoséw a wrazliwoscia na efektor biatkowy SnTox3. Z tych badan
dowiadujemy si¢ wiecej anizeli mozna bylo dotad wywies¢ z tradycyjnych testow w polu
i warunkach kontrolowanych. Okoto polowy materiatow to formy wrazliwe na dziatanie
efektora biatkowego, przy czym takich form najwiecej jest w grupie podwojonych haploidow,
a najmniej ws$réd odmian. Troche mato logiczne, ze formy wrazliwe oznaczono na
Wykresie 6 kolorem zielonym, a niewrazliwe na czerwono, powinno by¢ odwrotnie. Jest to
mylagce takze przy poréwnywaniu wynikdw z analizg skupien przedstawionych na
Wrykresie 9, gdzie kolorem czerwonym zaznaczono formy wrazliwe. Taki opis przedstawiono
w teks$cie na str. 103, natomiast na Wykresie 9 objasnienie jest wylgcznie liczbowe (0; 0,51 1)
i nie jest jasne, ze wartos¢ 1 oznacza wrazliwos¢ na efektor SnTox3.

Interesujace jest zestawienie wynikéw testu polowego i testu z zastosowaniem
efektora biatkowego SnTox3 w grupie form DH. Odsetek form wrazliwych byl tam
najwickszy (Wykres 6) ale w tej grupie znaleziono jednoczesnie najwigcej form odpornych na
septoriozg i niewrazliwych na dzialanie efektora (str. 99). Czym Doktorantka thumaczy taki
wynik? W grupie linii somaklonalnych wszystkie linie byly wrazliwe na efektor, cho¢
w warunkach polowych linii wrazliwych bylo nieco mniej niz 40%. Jest to zatem zwigzane
z populacja patogenu oraz zestawem izolatbw wybranych do inokulacji. Prosze
o obszerniejszy komentarz w tym wzgledzie podczas obrony pracy, aby mozna bylo
zrozumie¢ zachodzace tam zaleznosci. Moja prosba dotyczy objasnienia relacji pomiedzy
Wykresem 6 a Wykresami 7 i 8.

Korelacj¢ miedzy wrazliwosciag na efektor a wynikami testow odpornosciowych
wykazano w przypadku badan polowych w dwoch sezonach (2018 i 2020) na trzy badane
oraz dla jednego roku badan w srodowisku kontrolowanym (2019). Jaka jest zdaniem
Doktorantki przyczyna braku korelacji wynikow w 2019 roku w polu oraz w roku 2020 w
warunkach kontrolowanych? Jak rozumiem wyniki analiz wykonanych w warunkach
kontrolowanych w 2018 roku wykluczono z analiz statystycznych poniewaz danych byto zbyt
malo (str. 92)?
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Do pelnego obrazu brakuje analizy obecnosci gendéw Snn3 oraz identyfikacji obecnych
wariantow tego genu (Snn3-Bl oraz Snn3-DI) w badanym materiale. Mozna by natenczas
poréwnan uzyskane wyniki stopnia porazenia i efekty widoczne na lisciach i zanalizowane
systemem ImageJ z typami reakcji (typ 2: chloroza czy tym 3: nekroza i calkowite
zniszczenie tkanek lisci). Boleje nad tym, ze Doktorantka nie wykonata takich analiz.

Ostatnim analizowanym czynnikiem jest wplyw warunkéw hydrotermicznych na
porazenie badanych genotypéw pszenzyta na polu. Uwzgledniono nastepujace czynniki:
wilgotnos¢ wzgledna powietrza, suma opadéw oraz temperatura nastepujace od okresu po
wykonaniu inokulacji. Istotne statystycznie wspdtczynniki korelacji stwierdzono jedynie
w przypadku sumy opadéw przez 7 dni po inokulacji. Wykazano tez statystyczng zalezno$é
miedzy opadami w czerwcu i lipcu, lecz nie w maju. Prosz¢ Doktorantke o wyjasnienie co
oznacza wartos¢ Srednia w Tabeli 17, wahajaca si¢ od 0,15 do 0,257 Czy jest to wysokos¢
wspolezynnika korelacji?

Analiza porazenia klosow w 9° skali hodowlanej wykazata bardzo silne zaleznosci ze
wszystkimi parametrami meteorologicznymi. Czym Doktorantka thumaczy tak silny wpltyw
pogody na septorioz¢ klosow a zdecydowanie stabszy wplyw w przypadku objawéw na
lisciach? Czy stusznie odnosz¢ wrazenie, ze warunki sprzyjajace septoriozie lisci nie stuza
septoriozie plew i odwrotnie? To tlumaczyloby brak korelacji miedzy wynikami porazenia

lidci 1 ktoséw przez P. nodorum, wykazane w dysertacji.

Dyskusja

Doktorantka, jako jedna z niewielu, ktorych rozprawy doktorskie oceniatam ustrzegta
si¢ od zasadniczego bledu wielu naukowcéw polegajacego na rozpoczeciu Dyskusji od
przypomnienia informacji, z ktérymi juz zapoznaliSmy si¢ na wstgpie pracy. Tymczasem
Dyskusja to czgs¢ dysertacji, w ktérym wyniki whasne konfrontuje sie¢ z uzyskanymi przez
innych badaczy. Dyskusje¢ zaczyna si¢ od przedstawienia gldwnego sukcesu pracy i pani mgr
Lidia Kowalska wlasnie takimi stwierdzeniami rozpoczeta Dyskusje. Doktorantka
potwierdzila uzyskanie zasadniczego celu pracy i podata, ze bylo nim uzyskanie form
pszenzyta odpornych na septorioze lisci i plew, jednoczesnie niewrazliwych na dziatanie
efektora bialkowego SnTox3. Jest to niewatpliwe osiagniecie aplikacyjne, ktore jednoczesnie
potwierdzito przyjeta na wstepie hipotez¢ badawcza zakladajaca, ze zastosowanie metod
biotechnologicznych oraz testoéw przesiewowych z wykorzystaniem efektora biatkowego

umozliwi wyprowadzenie cennych materiatléw hodowlanych.
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W tym przypadku metodami biotechnologicznymi byly kultury tkankowe,
pozwalajace na wyprowadzenie linii DH i linii somaklonalnych. Badania z wykorzystaniem
efektora biatkowego takze stanowity element biotechnologiczny pracy. Praca doktorska ma na
celu uzyskanie stopnia naukowego. Istotne jest w zwigzku, by za posrednictwem dokonan
praktycznych rozwigza¢ kwestie naukowe. Nie ma watpliwosci, ze praca je zawiera;
opracowano metodyki testowania i analizy danych, ktore moga by¢ stosowane i ulepszane
zarOwno przez naukowcow jak i firmy hodowlane. W Dyskusji Autorka opisuje przydatnosé
kultur tkankowych w pracach hodowlanych nad wieloma roslinami uprawnymi i1 pokazuje jak
niniejsza praca wpisuje si¢ w ten obraz. Jest tez wyraznie pokazane co jest wynikiem badan
wlasnych a co wynikiem innego zespotu badawczego.

Whioski

7. wynikow badan Doktorantka wyciagnela dziewie¢ jasno sformutowanych wnioskow,
z ktorych kazdy byt dobrze uzasadniony. Nie mam uwag wzgledem nich, wszystkie znajduja
potwierdzenie w wykonanych badaniach i nie sg przypuszczeniami lub efektami doswiadczen
nie opisanych w dysertacji. Brawo!

Podsumowanie

Praca doktorska pani mgr Lidii Kowalskiej poszerza naszg wiedz¢ na temat ztozonych
zaleznosci zwigzanych z septoriozg lisci 1 plew powodowana przez P. nodorum na pszenzycie
i wskazuje na potencjalne zrodta zmiennosci, z ktorych moze czerpa¢ hodowca dzialajacy
w kierunku podniesienia odpornosci roslin. Niewatpliwa zaletg pracy jest siegni¢cie po nowy
material roslinny jakim jest pszenzyto oraz charakterystyka nie tylko odmian ale tez
podwojonych haploidow uzyskanych z form mieszancowych a takze zwigkszenie puli
0 zmiennos$¢ somaklonalna.

Najciekawszym elementem pracy bylo zastosowanie nowego sposobu oceny
odpornosci odmian przy uzyciu biatka efektorowego SnTox3. Otwiera to drogg do bardziej
niz dotychczas wnikliwych sposoboéw oceny materialu roslinnego i jego - przydatnosci
w procesie hodowlanym, pod tym wszakze warunkiem, iz jednoczes$nie populacja patogenu
jest na biezgco monitorowana pod wzgledem zdolnosci do tworzenia maksymalnej liczby
znanych efektorow biatkowych. W takim przypadku mozliwe jest wskazanie obecnosci
aktywnych kopii gendw Snn. Obecnos$¢ ich produktow transkrypeji i translacji w roslinach
bezposrednio wigze si¢ podatnoscig roslin. Jest to metoda zmierzajaca nie tyle ku zastgpieniu
ile ku wzbogaceniu i uzupelnieniu wiedzy o przyczynach odpowiedzi roslin na stres
biotyczny, jakim jest catkowite lub czgsciowe porazenie roslin przez P. nodorum lub ich

odpornosé.



Wyniki badan omoéwiono szczegdtowo lecz nie drobiazgowo. Dysertacja doktorska
jako cato$¢ potwierdza bieglos¢ Doktorantki w analizowanym zagadnieniu. Moje liczne
pytania wynikaja z checi doprecyzowania wszystkich zagadnien w trakcie publicznej obrony
rozprawy. Rolg recenzentéw jest wskazanie na stabsze lub mniej jasne dla postronnego
czytelnika elementy pracy, stad pewna doza uwag krytycznych i pytan. Chciatabym jednak
wyraznie zaznaczy¢, ze moja opinia o pracy doktorskiej pani mgr. Lidii Kowalskiej jest
zdecydowanie pozytywna. Praca wkracza w nowe obszary wiedzy, ma elementy
nowatorskie, badany jest ciekawy material roslinny, wytworzony przez doktorantke. Zycze
Doktorantce, by rozprawa nie byla konicem, ale poczatkiem fascynujgcej drogi zwigzanej
z badaniami na styku fitopatologii i hodowli odpornosciowe;.

Doswiadczenia zaplanowano wlasciwie i prawidtowo je wykonano, stosujac rozmaite
techniki badawcze. Eksperymenty obejmuja badania prowadzone w laboratorium, szklarni
i na polu. Wyniki sg dobrze udokumentowane, a prawidtowo sformutowane wnioski wynikajg
z analiz statystycznych. Badania dotyczg waznej tematyki i wpisujg si¢ obecnie preferowany
nurt nowoczesnej hodowli odpornosciowej i przyczyniajg si¢ zarbwno do poszerzenia naszej
wiedzy jak rowniez jej wykorzystania w praktyce. Sa to rzetelne prace o charakterze
aplikacyjnym z wykorzystaniem tradycyjnej i najnowszej wiedzy na temat rozwoju septoriozy
lisci 1 plew pszenicy i1 pszenzyta.

Rozprawa doktorska mgr. Lidii Kowalskiej w istotny sposob przyczynia si¢ do
poszerzenia wiedzy na temat waznej gospodarczo choroby pszenicy i pszenzyta i stwarza
perspektywy do dalszych poszukiwan. Nie mam watpliwosci, ze przestana do oceny praca
doktorska pani mgr. Lidii Kowalskiej pt. ,Selekcja genotypow pszenzyta ozimego
o podwyzszonej odpornosci na septorioze liSci 1 plew (Parastagonospora nodorum)
z wykorzystaniem metod biotechnologicznych” spelnia wymagania ustawy o stopniach
i tytule naukowym. Badania dotycza dziedziny nauk rolniczych, dyscypliny rolnictwo
i ogrodnictwo. Wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin —
Panstwowy Instytut Badawczy w Radzikowie o dopuszczenie mgr Lidii Kowalskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Moo §ety

Malgorzata Jedryczka
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