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Recenzja pracy doktorskiej mgr Moniki Markiewicz
pt.: ,,Identyfikacja genéw zwigzanych z reakcja roslin z rodzaju Brassica

na infekcje przez Plasmodiophora brassicae”

Prac¢ wykonano w Zaktadzie Biologii Stosowanej Instytutu Ogrodnictwa — Panstwowy
Instytut Badawczy w Skierniewicach, pod kierunkiem. dr. hab. Matgorzaty Podwyszynskiej,

prof. 10 oraz dr hab. Tadeusza Malinowskiego, prof. 10-PIB.

Uzasadnienie wykonania recenzji

Uchwalg 33/2022 Rady Naukowej Instytutu Ogrodnictwa < Panstwowego Instytutu
Badawczego w Skierniewicach, podjeta w dniu 14 wrzesnia 2022 r. zostalam powotana na
recenzenta w przewodzie doktorskim mgr Moniki Markiewicz, o czym powiadomiono mnie
pismem z dnia 18 pazdziernika 2022 r. podpisanym przez dr Agnieszk¢ Marasek-Ciotkowska,

sekretarza Rady. Recenzja dotyczy monografii pod w/w tytutem.

Podstawa prawna

Dziatania prowadzono 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
wprowadzajace ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669)
oraz ustawa 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).



Finansowanie badan

Praca zostala wykonana w ramach programu badan podstawowych na rzecz postepu
biologicznego w produkcji roslinnej finansowanego w latach 2015-2020 przez Ministerstwo
Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi podczas realizacji zadania badawczego nr 99 pt. ,,Badanie
molekularnego mechanizmu odporno$ci na kitg kapusty (Plasmodiophora brassicae) u roslin

z rodzaju Brassica”

Struktura pracy — ocena formalna

Pracg rozpoczyna streszczenie oraz jego tlumaczenie na j. angielski (Summary),
ktorych tres¢ jest tozsama. Po nich nastgpuje wykaz stosowanych skrétow, krotki wstep
i przeglad literatury, w ramach ktorego Doktorantka omawia dwa glowne zagadnienia: kite
kapusty — chorob¢ roslin rodzaju Brassica oraz ich odporno$¢. W ramach pierwszego
zagadnienia Doktorantka charakteryzuje patogen, opisuje objawy chorobowe, wymienia
rosliny zywicielskie, przedstawia zrddta infekeji i warunki rozwoju choroby a takze skutki jej
wystepowania 1 sposoby zwalczania. W podrozdziale dotyczacym odpornosci roslin
omowiono molekularne podstawy odpornosci, wymieniono geny odpornosci i przedstawiono
badania nad molekularnymi podstawami odpornosci wykonywane w roznych laboratoriach na
swiecie. Przeglad literatury, obejmuje 25 stron i zawiera trzy ryciny, w tym cykl rozwojowy
patogena (rysunek wiasny na podstawie literatury), schemat reakcji odporno$ciowych
zachodzacych w komorkach roslinnych (interpretacja ilustracji z literatury) oraz trojkat U
pokazujacy pokrewienstwo genetyczne pomigdzy gatunkami w obrebie rodzaju Brassica.
W kolejnosci przedstawiono cel pracy a nastepnie obszernie opisano materialy i metody
badawcze. Materiatem do badan byly zardbwno wybrane genotypy ro$lin rodzaju Brassica jak
tez jeden izolat P. brassicae. Opisano sposob przygotowania materiatu roslinnego i zakazania
roslin poprzez dodawanie inokulum do podtoza a takze sposdb oceny podatnosci genotypow
na podstawie analizy mikroskopowej i molekularnej. W kolejnym podrozdziale Doktorantka
opisata metodyke analiz transkryptomicznych, w tym izolacj¢ mRNA oraz synteze
I oczyszczanie cDNA. Badania prowadzono nastgpnie metodg AFLP, opisano reakcje PCR,
sposob rozdziatu w denaturujacym zelu poliakrylamidowym, barwienie i analiz¢ uzyskanych
produktow. W kolejnych podrozdziatach opisano sposéb walidacji wzoru ekspresji
wybranych specyficznych znacznikow ekspresji (etykiety EST) 1 analizy statystyczne oraz
sposoby mapowania wybranych sekwencji na genom referencyjny Brassica rapa (genom
AA).



Rozdziat ‘Materialy i metody’ obejmuje 15 stron, w tym cztery ryciny i sze$¢ tabel.
Ryciny przedstawiaja skale oceny odporno$ci oraz schematyczng reprezentacj¢ etapow
poszczegolnych rodzajow analiz, w tym analizy transkryptomow, analizy cDNA-AFLP oraz
analizy amplikonow CDNA-AFLP. W tabelach umieszczono: 1) spis i podstawowsg
charakterystyke genotypoéw Brassica wykorzystanych do badan, 2) sekwencje adapterow
wykorzystanych do analiz cDNA-AFLP, 3) sekwencje starteréw do preselekcyjnych reakcji
PCR wykonanych podczas analiz cDNA-AFLP, 4) sekwencje starterow do roznicujgcych
PCR, 4) kombinacje tych starterow, 5) sekwencje starteréw do analiz Real-time PCR.
Ponadto na stronie 49 przedstawiono formul¢ matematyczng wg Horiuchi i Hori (1980)
z modyfikacjg Strelkova i in. (2006), na podstawie ktorej obliczano indeks chorobowy,
okreslany takze jako indeks porazenia roslin.

Wyniki opisano szczegétowo w poszczegdlnych rozdziatach odpowiadajacych
metodom badawczym z podziatem na ocen¢ podatno$ci genotypow, analize transkryptomow,
analize ilosciowa ekspresji tych EST, ktoére wykazywaly podobienstwo do gendw zwigzanych
z reakcja roslin rodzaju Brassica na porazenie przez P. brassicae. Ponadto zaprezentowano
analiz¢ wzglednej ekspresji EST, mapowanie na genom referencyjny i wybor potencjalnych
markerow zwigzanych z odporno$cig roslin rodzaju Brassica na kile kapusty. Czes¢
wynikowa pracy obejmuje 58 stron. W tym rozdziale umieszczono 55 rysunkow i 12 tabel.

Dyskusj¢ podzielono na podrozdzialty podsumowujace wyniki uzyskane przez
Doktorantke na poszczegodlnych etapach pracy, w tym charakterystyke podatnosci genotypow
na kite kapusty, analize transkryptomow, walidacj¢ profili ekspresji genow kandydujacych,
zwigzanych z reakcjami obronnymi, analiz¢ korelacji 1 funkcjonalng oraz wstgpne mapowanie
gendéw kandydujacych. Pod koniec dyskusji, na dwoch stronach zrecznie i przejrzyscie
podsumowano cato$¢ przemyslen na temat wynikdw wilasnych na tle literatury §wiatowe;.
Dyskusja obejmuje 24 strony, w tym dwie ilustracje podsumowujace. Pierwsza z nich
przedstawia schemat sieci sygnalnej zachodzacej w czasie reakcji odpornosciowych roslin
rodzaju Brassica podczas ich porazenia P. brassicae, przy czym ilustracja inspirowana jest
literaturg 1 wynikami badan wilasnych. Na drugiej ilustracji przedstawiono uproszczony
schemat reakcji odporno$ciowych roslin, w ktérych biorg udzial geny zidentyfikowane
w wyniku analiz transkryptomow a ktore Doktorantka zidentyfikowata jako ulegajace
zroznicowanej ekspresji. Na rysunku oznaczono geny kandydujace, ktore moga stanowic
potencjalne markery funkcjonalne odpornosci Brassica na kite kapusty. Do utworzenia
ilustracji wykorzystano schemat z literatury, zmodyfikowany i dostosowany do badan

wlasnych. Na podstawie wynikow tych badan Doktorantka wysnuta pig¢ wnioskow.



Spis literatury jest bardzo obszerny i obejmuje 405 pozycji, w tym jedno odniesienie
do strony internetowej. Wiekszos$¢ prac jest anglojezycznych. Autorka cytuje czasem artykuty
z prasy branzowej, czego powinno si¢ unika¢. Ogétem w pracy znajduja si¢ 64 rysunki i 18
tabel, ktorych spis umieszczono w koncowej czesci managrafii. Praca liczy 189 stron.

Reasumujac, pod wzgledem formalnym monografie opracowano poprawnie, jej
struktura jest wlasciwa dla prac doktorskich. Praca przygotowana jest starannie, ma
wszystkie niezbedne czeSci, przedstawione we wlasciwej kolejnosci. Ilustracje i tabele sa
prawidlowo przygotowane, opisane i skatalogowane. Pod wzgledem formalnym nie

WNOSZ¢ uwag.

Tematyka badawcza

Praca dotyczy niezwykle waznej z gospodarczego punktu widzenia choroby rzepaku,
powodujacej znaczne straty plonu oraz zdecydowane i wieloletnie pogorszenie stanowiska
rolniczego — gleby w gospodarstwie rolnym i ogrodniczym — trudne do usuni¢cia i skutkujace
wieloletnig niezdolnos$cig do pelnego uzytkowania. Dyrektywa Komisji Europejskiej naktada
na wszystkie panstwa czlonkowskie obowiagzek powickszania w gospodarce narodowej
zuzycia zrodet energii odnawialnej. Rzepak, bedacy wazng rosling kapustowata, uprawiang
w Polsce na okoto 0,9 mln hektarow, stanowi wazny skladnik tego podejscia. Znaczenie
ro$lin rodzaju Brassica dla gospodarki naszego kraju to efekt postepu w pracach badawczych
i hodowlanych. Znaczacy udziat roslin kapustowatych w strukturze uprawy stanowi wielka
przeciwwage dla upraw zbo6z i1 powoduje przerwanie lub ostabienie rozwoju patogendw tych
upraw. W ogrodnictwie rola ro$lin kapustowatych, stanowigcych podstawe wielu
tradycyjnych potraw kuchni polskiej jest trudna do przecenienia, nawet w obliczu dostepnosci
wielu nowych, czasem egzotycznych warzyw. Z tych wzgledow utrzymanie znacznego areatu
uprawy ro$lin kapustowatych jest nadal niezwykle istotne z gospodarczego punktu widzenia.
Z drugiej strony nalezy jednak zawsze pamieta¢ o prawidlowym udziale tych roslin w
ptodozmianie, tak by zachowa¢ bezpieczenstwo i maksymalng zdrowotnos¢ roslin 1 unikac
srodkdéw chemicznych stuzacych do ograniczania choroby.

W ostatnich kilkunastu latach w Polsce obserwuje si¢ narastanie porazenia roslin
rodzaju Brassica przez patogeny gatunku Plasmodiophora brassicae. Jest to mikroorganizm
nalezacy do infrakrolestwa Rhizaria, bedacy pasozytem bezwzglednym, rozwijajacym si¢
tylko w korzeniach zywych roslin z rodziny kapustowatych, podatnych na chorobg. Co
prawda infekcja pierwotna dotyczy wielu gatunkow 1 rodzajow roslin, lecz infekcje wtorng —

zasadniczo wplywajaca na rozwoj i1 plonowanie roslin, stwierdzono wytgcznie u roslin



kapustowatych. Mikroorganizm wywotujacy kite kapusty jest potencjalnym patogenem ponad
330 rodzajow i 3700 gatunkow roslin z rodziny kapustowatych. Prawdopodobnie chrzan
pospolity jest jedyng ro$ling, na ktorej nie stwierdzono objawow kity. Rodzaj Brassica jest
jednym z najwazniejszych w rodzinie Brassicaceae i z uwagi na wspomniane wczesniej
ogromne znaczenie gospodarcze zarowno dla ogrodnictwa (warzywnictwa) jak tez rolnictwa,
stanowi przedmiot wielu badan naukowych i intensywnych prac hodowlanych. W znacznej
mierze interesuje tez wtadze zajmujace si¢ polityka rolng. Rosliny kapustowate sg waznym
sktadnikiem bezpieczenstwa zywnosciowego kraju, w tym dostepnosci olejow roslinnych do
celow spozywczych i technicznych, wysokoenergetycznych pasz dla zwierzat i warzyw
nadajacych si¢ do spozywania na §wiezo 1 wygodnych w przechowalnictwie, zawierajacych
cenne witaminy, mineraty i wiele substancji prozdrowotnych przydatnych w fitoterapii.

Dbalo$¢ o srodowisko stanowi obecnie jeden z priorytetdw stojacych w sprzecznosci
z dotychczasowa chemizacja rolnictwa. W tym aspekcie kita kapusty to choroba, ktora jest
przyktadem umiejetnego wykorzystania wiedzy na temat genetycznej odpornosci roslin.
W przyrodzie zidentyfikowano liczne geny odpornosci i QTLe wystepujace w genomach A, B
1 C roslin kapustowatych wskazanych w trojkacie U. Umiejetne wykorzystanie ten wiedzy
przynosi juz pierwsze wielkie korzys$ci w uprawie roslin warzywnych i rolniczych nalezacych
do rodzaju Brassica. W tym aspekcie praca Doktorantki bardzo dobrze wpisuje sie¢
w nowoczesny trend hodowli ro$lin uprawnych bazujacy na odpornos$ci genetyczne;.

Zgodnie z deklaracja Doktorantki celem badan jest poglebienie wiedzy na temat
molekularnych mechanizméw odpornosci roslin na kit kapusty. Doktorantka analizuje
W Swojej pracy transkryptomy roslin zdrowych i zainfekowanych P. brassicae, identyfikuje
geny, ktorych ekspresja uleglta zmianie podczas infekcji, zwlaszcza te ktore ulegaja
nadekspresji w roslinach odpornych, ustala funkcj¢ tych genéw i1 poszukuje funkcjonalnych
markeréw odpornosci na kite kapusty.

Tematyka badawcza poruszana w pracy wchodzi w zakres waznych badan
podstawowych, ktérych celem jest wyjasnianie mechanizmow odpornosci roslin rodzaju
Brassica na kile kapusty - chorobe bardzo wazng z gospodarczego punktu widzenia.
W tle tych badan jest jednak takze istotny aspekt aplikacyjny, ktorym jest opracowanie
markeréow funkcjonalnych odpornosci os$lin do wykorzystania w pracach selekcyjnych.
Badania sg istotne, z naciskiem na zdobycie nowej wiedzy i na aspekt teoretyczny,
a zatem stanowi¢ moga podstawe do uzyskania stopnia doktora nauk w dziedzinie

‘rolnictwo i ogrodnictwo’.



Merytoryczna ocena pracy
Streszczenie / Summary

Streszczenie pracy napisano obszernie (3 Y4 strony) lecz w sposéb bardzo konkretny;
skrétowo sg w nim zawarte wszystkie czg¢sci pracy. Wyniki 1 wnioski stanowig wigksza czes¢
streszczenia (2 Y strony). Wersja angielska odpowiada wersji polskie;j.
Wykaz stosowanych skrotow

W spisie zawarto 113 waznych skrotow nazw chemicznych zwigzkow oraz procesow
opisywanych w pracy. Niekonsekwencja Doktorantki polega na braku objasnien
anglojezycznych we wszystkich miejscach, w ktorych skrot pochodzi od angielskiej nazwy
np. JA (jasmonic acid), GSNO (S-Nitroso-L-glutathione). Do zastanowienia czy warto byloby
poda¢ nazwy wg kodow IUPAC (np. (2S)-2-Amino-5-({(2R)-1-[(carboxymethyl)amino]-3-
(nitrososulfanyl)-1-oxopropan-2-yl}amino)-5-oxopentanoic acid dla GSNO); nazwy te sa
zwykle bardzo skomplikowane i trudne do wymoéwienia, ale odpowiadajg respektowanemu
kodowi Migdzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej (International Union of Pure and
Applied Chemistry, IUPAC). Kod PIN zapewnia unikalng i jednoznaczng nazwe dla danej
czasteczki na podstawie wytycznych ITUPAC dotyczacych nomenklatury. Zapewne jednak w
pracy o charakterze genetycznym dostosowywanie si¢ do stosowania nazw IUPAC w tekscie
jest zbedne, a 1 wykaz skrotow stracitby na czytelnosci.
Przeglad literatury

Przeglad literatury podzielony jest na czytelne podrozdzialy i wskazuje na bardzo
dobra znajomo$¢ poruszanego w pracy zagadnienia. Rozdzial ten napisany jest czytelnie i
zilustrowany trzema rycinami opartymi na literaturze naukowej w tym dwoma z istotnymi
modyfikacjami wlasnymi Autorki. W odniesieniu do tego rozdzialu mam ponizsze uwagi.

Przynaleznos¢ systematyczna badanego patogena to skomplikowana materia,
wymagajaca moim zdaniem znacznie obszerniejszego wyjasnienia anizeli przedstawiono to
w niniejszej monografii doktorskiej na str. 20. Do pierwotniakow/protistow W
poszczegolnych systemach taksonomicznych zaliczano roézne grupy organizméw a ich
przynaleznos¢ przez lata zmieniata si¢. Tradycyjnie pierwotniaki byly rozumiane jako
jednokomoérkowe bezkrggowce 1 dzielono je glownie na podstawie kryteriow
morfologicznych. Nie zawsze stanowily takson, lecz czgsto grupe umowna o réznej randze.
W ostatnio stosowanych systemach rezygnujacych z klasycznego podzialu na rangi
taksonomiczne grupa odpowiadajgca pierwotniakom nie jest wyrdzniana, a ich
przedstawiciele s3 taczeni w infrakrolestwa, supergrupy i klady obejmujace rowniez

organizmy inne niz pierwotniaki. Organizmy tradycyjnie zaliczane do pierwotniakow /


https://pl.wikipedia.org/wiki/Taksonomia
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protistow, zawieraly Rhizopoda (korzeniondzki). W 2001 Cavalier-Smith wigczyt
P. brassicae do Cercozoa — utworzonego przez siebie typu/gromady (phylum) pierwotniakow.
System ten podchwycili Ruggiero i in. (2015), lecz sam Cavalier-Smith w 2018 roku
wydzielit kolejng gromade Retaria i tam przypisat P. brassicae (Cavalier-Smith, T., Chao,
E.E. & Lewis, R. 2018. Multigene phylogeny and cell evolution of chromist infrakingdom
Rhizaria: contrasting cell organisation of sister phyla Cercozoa and Retaria. Protoplasma 255,
1517-1574). W kolejnych klasyfikacjach (Burki i Keeling, 2014, Schwelm i in. 2015)
infrakrolestwo Rhizaria wraz z dwoma innymi zebrano w supergrupe S-A-R, do ktorej nalezg
Stramenopiles, Alveolata i Rhizaria. Przy tak dawno powstalych mikroorganizmach jak
plasmodiophoridy tradycyjne podejscie taksonomiczne nie jest wystarczajgce. Uprzejmie
prosz¢ Doktorantk¢ o obszerniejszy komentarz na ten temat, zwlaszcza w obliczu
niezwyklosci genetycznej obserwowanej w podziale jadra u tej grupy patogendéw, nazwanym
podziatem krzyzowym. Przyblizenie tej kwestii jest niezwykle waznym elementem
zrozumienia zglebianego zagadnienia, by dokladnie pozna¢ patogen, ktorego badaniom
poswigcona jest praca doktorska.

Drugim zagadnieniem, o ktérego przyblizenie prosz¢ Doktorantke jest kwestia
patotypow P. brassicae. W pracy doktorskiej na stronie 21 przedstawiono glownie
klasyfikacje wg Williamsa (1966), pomijajac inne metody klasyfikacji, elementy tych opisow
pojawiaja si¢ dopiero w poOzniej przedstawionych fragmentach pracy. By nie wydtuzaé
prezentacji merytorycznej poprosz¢ o uzupelnienie wiedzy uczestnikow publicznej obrony
pracy doktorskiej podczas odpowiedzi na pytania recenzentow.

Proszg takze o szerszy komentarz na temat zwalczania patogena przy pomocy roslin
‘putapkowych’ czego zwolennikiem byt zesp6t z Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach.
Czy w opinii Doktorantki zasadne jest wykorzystanie odpornych odmian rzodkwi oleistej do
zwalczania P. brassicae? Czy i w jakim zakresie w produkcji ogrodniczej i rolniczej ma
uzasadnienie fumigacja gleby? W Kanadzie stosowany jest do tego celu Vapam, N-metylo
dwuthiokarmabinian sodu/s6l sodowa metamu; czy korzysci z usunigcia patogena z gleby
thumaczg zastosowanie tej szkodliwej substancji i s3 uzasadnione 1 mogtyby wspomoc walke
z patogenem, ktorego szkodliwos¢ jest tak duza a trwato$¢ zarodnikow przetrwalnikowych 1
ich odporno$¢ na warunki srodowiskowe jest znaczna.

Bardzo obszerny spis genow odpornosci przedstawiony na stronach 38-42 jest godny
pochwaty. Doktorantka przeczytala 1 omowita w tym wzgledzie dostgpng literature, takze
najnowszg obejmujacg rok 2021. W teks$cie wymieniono geny opisywane w poszczegdlnych

publikacjach, jednak niektore z nich u réznych autoréw maja odmienne kody. Celowym
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bytoby zapoznanie si¢ z obecng klasyfikacja polecang przez ‘International initiative on the
nomenclature and curation of clubroot resistance loci’ kierowang przez Dr Elke Diederichsen
z Freie Universitdt Berlin-Dahlem w Niemczech. Jest to grupa inicjatywna, ktorej celem jest
sklasyfikowanie znanych genow odporno$ci na kite kapusty i uporzgdkowanie chaotycznego
nazewnictwa tych genéw w jeden spojny system. Jesli dalsza praca naukowa Doktorantki
bedzie podazata w tym tym samym kierunku to usystematyzowana i zaktualizowana wiedza
w zakresie klasyfikacji genéw odpornosci bedzie bardzo pozadana.
Cel badan

Jako cel badan Doktorantka przedstawila poszerzenie wiedzy w zakresie
molekularnych mechanizméw odporno$ci na kile kapusty oraz podala pie¢ celow
szczegblowych precyzujacych zakres poglebianej wiedzy. Zabraklo hipotezy badawczej,
ktéra naukowiec przyjmuje, a nastgpnie potwierdza catkowicie / czeSciowo lub obala.
Hipoteza badawcza wskazuje zalozenia, ktére posiada si¢ przed przystapieniem do badan.
Czy takie zalozenie przyjeto czy tez nie, a jesli przyjeto to co stanowito potwierdzenie
hipotezy a co bylo najwigkszym zaskoczeniem i nieoczekiwanym wynikiem prowadzonych
badan?
Materialy i metody

Materiat roslinny stanowito 11 genotypow Brassica, przy czym na wstepie Autorka
informuje, ze bylo ich osiem i powotuje si¢ na tabele 1, gdzie wymieniono 11 genotypow.
Standard podatnosci B. rapa ‘Granaat’ i inne odmiany np. B. napus ‘Laurentian’ takze
stanowily badany materiat ro$linny. Niespdjnos¢ pierwszego zdania w rozdziale ‘Material
I metody’ (str. 47) powinna by¢ skorygowana podczas publicznej obrony pracy doktorskiej.
Do inokulacji wykorzystano jeden patotyp P. brassicae, scharakteryzowany w systemie
Williamsa (1966) jako Pb2. Zgodnie z nowymi systemami oceny, w tym opisanym w 2018 r.
przez Strelkova 1 wspolpracownikow, przynalezno$¢ do patotypu Pb2 jest opisem malo
precyzyjnym jak na obecng wiedzg. Autorka mogla si¢ pokusi¢ o bardziej szczegotowy opis
patotypu, oparty na czterech migdzynarodowych systemach oceny, a nie tylko na jednym.
Badania te mozna uzupeli¢, by w publikacjach opracowywanych na podstawie pracy
doktorskiej opis ten byt juz bardziej precyzyjny. Zastosowane st¢zenie patogena wynoszace
1x10® zarodnikéw w 1 mL inokulum bylo bardzo wysokie. Zazwyczaj w badaniach
odpornosciowych stosowane jest 10x nizsze stezenie patogena, by jego zbyt duze stezenie nie
wplyneto negatywnie na reakcje obronne rosliny. Poniewaz jednak w naturze tak znaczace
stezenia si¢ zdarzaja, takie podejscie jest dopuszczalne i zapewne stosowane bylo w zespole

przez szereg lat z uwagi na znaczng dostepnos$¢ patogena z pola testowego 10-PIB. Skad



patogen ten oryginalnie pochodzi? Czy pierwotnie pozyskano go w Polsce? Jesli tak to gdzie
1 kiedy? Te informacje prosz¢ uzupehi¢ podczas publicznej obrony pracy doktorskiej. Na
jakiej podstawie wyznaczono terminy 10, 20 i 35 dpi? Dlaczego nie 7, 14, 21, 28 dpi?
Wyjasnienie arbitralnie wybranych termindw powinno si¢ znalez¢ w tekscie pracy.

Metody zastosowane w pracy szczegotowo przedstawiono w poszczegdlnych
rozdziatach wymienionych powyzej w opisie formalnej czesci pracy. Protokoty do analiz
cDNA-AFLP i taczenia z adapterami zostaly pokrotce opisane, a nie tylko wymienione, co
ulatwia $ledzenie procedury badawczej. Jest to takze ulatwione przez proste ale bardzo
pomocne schematy. Wszystkie startery i ich kombinacje uporzagdkowano w tabelach. Podano
na jakiej zasadzie wybierano amplikony, cho¢ przydalby si¢ przyktad przedstawiajacy
intensywno$¢ wybieranych i nie wybieranych produktow. Sg to dane mierzalne, mozna si¢
byto pokusi¢ o podanie zakresu, z ktérego produktow nie wybierano. Z pewno$cig pomini¢to
w zwigzku z tym produkty wazne z punktu widzenia odpornosci, cho¢ powstale w mniejsze;j
ilosci. Jaki jest zdaniem Doktorantki orientacyjny procent produktow, ktére mogltyby miec
znaczenie, a ktore pominigto? Oczywiscie w pelni rozumiem, ze w badaniach, w ktorych
uzyskano kilkanascie tysigcy amplikonéw nie bylo ani fizycznych mozliwosci ani potrzeby by
si¢ skupi¢ na wszystkim. Jak wytypowano gen referencyjny? Czy gen aktyny wybrano
arbitralnie? Czasami dla kazdej fazy rozwoju choroby i genotypu referencyjny moze by¢ inny
gen. Wyznaczono krzywe topnienia i zoptymalizowano reakcje gPCR co jest postepowaniem
wlasciwym i niezbednym w tego typu analizach. Wyniki analiz biologicznych zazwyczaj
mozna interpretowaé dopiero po zastosowaniu Obliczen statystycznych i tak Autorka
postapita. Wykorzystanie programu CLC do mapowania sekwencji w genomie referencyjnym
jest postepowaniem wiasciwym; tak samo jest z przypisywaniem funkcji biatek
z zastosowaniem bazy geneontology.org.

Metody zastosowane w czeSci doswiadczalnej byly w pelni wlasciwe. Nie mam
zastrzezen wzgledem wybranych metodyk Jest to wazne, bowiem wyniki oparte na
niewlasciwych metodach nie bylyby prawidlowe; to jednak nie dotyczy niniejszej pracy.
Wyniki

Odmiana rzepaku Mendel F1 firmy hodowlanej Norddeutsche Pflanzenzucht
zalozonej przez Hansa-Georga Lembke i skomercjalizowanej przez firm¢ Rapool, to pierwsza
w $wiecie odmiana rzepaku odporna na kilte kapusty. W badaniach Doktorantki odmiana ta
charakteryzowata si¢ indeksem porazenia przekraczajacym 20%. Skad taki wynik? Czy byto
to zwigzane z rozszczepianiem si¢ cechy odpornosci w odmianie mieszancowej (np. podatny

zapylacz) czy tez stabym porazeniem wszystkich roslin? Z ilustracji na rysunku 9 wynika, iz



cecha odpornosci ulegata rozszczepieniu i badany material ro$linny nie byt jednolity pod
wzgledem odpornos$ci na kite kapusty. Jesli tak, to ktore rosliny wzieto do kolejnych analiz?
Czy byta to mieszanina roslin odpornych i podatnych?

Z analizy 256 par starterow AFLP uzyskano ponad 12500 amplikonéow a wynik
zalezal od genotypu 1 wahat si¢ od 37.6% do 48,2% EST z nadekspresja 1 31,8% do 42,4%
EST z wyciszeniem. Sredni procent produktéow wystepujacych zaréwno u ro$lin porazonych
jak i kontrolnych wynosit 19,4%; EST z nadekspresja bylto jedynie o 3,5% wigcej anizeli EST
z wyciszeniem. Rycina 10 wskazuje na réznice miedzy genotypami. W tej puli 150
amplikonow zawsze ulegalo nadekspresji badz wyciszeniu i nie bylo ich w grupie roslin
kontrolnych. Te wtasnie amplikony wybrano do dalszych analiz. Z tej puli dla 69,3% EST
wykazano podobienstwo do gendéw kodujacych biatka zwigzane z regulacja ekspresji genow,
reakcjami odpornosciowymi, transportem komorkowym, budowa cytoszkieletu, transdukcja
sygnalng, regulacjami cyklu komorkowego 1 potranslacyjnymi modyfikacjami bialek.
W badanej grupie biatek znajdowaty sie takze takie, ktorych funkcji nie poznano (8%) oraz
niepodobne do zadnej z sekwencji genow zdeponowanych w bazie NCBI (18.7%). Czy beda
stanowity przedmiot dalszych badan? Moga one pehi¢ istotng role i wyrozniaé rosliny
kapustowate. Czy moga by¢ to amplikony uzyskane z patogena, a nie z rosliny?

Wyciszeniu uleglo najwigcej gendw zwigzanych z regulacja ekspresji gendw a
nastepnie geny 0 nieznanej sekwencji lub funkcji (grupa ‘inne’). Najwiecej genow
ulegajacych nadekspresji stwierdzono w grupie zwigzanej z reakcjami odporno$ciowymi oraz
regulacja ekspresji. Z reakcjami odporno$ciowymi zwigzane byto 21 biatek, w tym piec
z domeng TIR-NBS-LRR, zwigzanych z reakcja nadwrazliwosci (HR) i indukowaniem
programowanej smierci komorki (PCD). W przypadku wszystkich genow kodujgcych biatka
odpornosciowe z domeng TIR-NBS-LRR obserwowano bardzo niski poziom ekspresji tych
genow u genotypéw podatnych na kite kapusty. Ponadto w grupie biatek zwigzanych
zreakcjami  odpornosciowymi  stwierdzono Kkinazy serynowo-treoninowe, enzymy
zaangazowane w obrong komorek roslinnych przed stresem oksydacyjnym i kilka innych
waznych biatek. Przyktadem tych ostatnich jest biatko z domeng SNARE, biorace udziat
w syntezie metabolitow wtornych dzialajacych przeciwdrobnoustrojowo i owadobojczo.
W licznych i dobrze uporzadkowanych tabelach Doktorantka wymienia poszczegdlne biatka
i ich funkcje, z podziatem na 10 grup wymienionych na stronie 79. Autorka zanalizowata
wzgledny poziom ekspresji poszczegdlnych genéw w materiatach roslinnych o$miu
genotypow opisanych w rozdziale o materiale ro§linnym. Schematy opisow 1 wykresow sg

bardzo podobne co ulatwia poruszanie si¢ czytelnika w tak obszernym materiale.



Wizualizacja zmian poziomu ekspresji pokazana jest takze w skali barwnej na mapach
cieplnych (rycina 58, str. 114). Dlaczego na rysunku 58 dominuje kolor zielony, skoro
stwierdzono wigcej przypadkow wzrostu ekspresji gendéw w wyniku infekcji roslin przez
P, brassicae co zaznaczano kolorem czerwonym? Jedynie 3 EST wykazywaly dodatnig
korelacje migdzy ekspresja analizowanych gendéw a stopniem porazenia, pozostate EST
cechowata negatywna korelacja, spadek wskaznika DI czyli wzrost odpornosci rosliny
zwigzany byt ze wzrostem ekspresji tych gendéw. W badanym zestawie 28 gendow korelowato
bardzo wysoko (>0,7) lub wysoko (0,6-0,7) negatywnie lub bardzo wysoko dodatnio (>0,7)
z warto$ciami DI. Wspotczynniki korelacji Pearsona przedstawiono w skali barwnej na
rysunkach 59-61. Rycina 62 jest nieczytelna, a mozna jg byto znacznie uproscic.

Pomimo ogromu opisywanych bialek monografia doktorska nie stracita na
przejrzysto$ci. Rozdzial Wyniki jest obszerny lecz opisany systematycznie wedlug tego
samego schematu a wszystkie dane sg rzetelnie objasnione. Wymienione wyzej potknigcia
edytorskie powinny by¢ skorygowane podczas przygotowywania manuskryptu do druku.
Dyskusja

Dyskusja wynikow podzielona jest na podrozdzialy opisane powyzej, podczas
omawiania formalnej czesci pracy. Rozdziat ten nie powtarza czg¢éci wstepu a podsumowanie
wynikoéw laczy z rzeczywista ich dyskusja z danymi opisanymi w literaturze. Doktorantka
przygotowata takze podsumowanie w formie schematu (rysunek 63, str. 124). Autorka
wymienia poszczegdlne grupy gendéw ulegajace nadekspresji 1 wyciszeniu i komentuje ich
obecnos¢ W procesie patogenezy w uktadzie Brassica/Plasmodiophora brassicae.

Whioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wysnuta pie¢ ogdlnych wnioskow.
Wnhiosek pierwszy, o potwierdzeniu przetamywania odpornos$ci na kite kapusty przez nowe
patotypy uwazam za malo uzasadniony badaniami wlasnymi. Autorka stosowala tylko jeden
patotyp Pb2 oznaczony w systemie Williamsa (1966) i nie opisata jego przynaleznos$ci
bardziej szczegétowo. Wniosek ten opiera si¢ na poréwnaniu wynikéw wiasnych do
literaturowych 1 jak rozumiem bazuje giownie na rozszczepianiu si¢ cechy odpornosci u
B. napus odm. Mendel F1. Wniosek ten z pracy wynika posrednio i jest zbedny. Wniosek
drugi, trzeci i czwarty sg konkretne i wynikaja z wykonanej pracy. Podsumowujacy wniosek
piaty zawiera nadzieje na wykorzystanie wynikow projektu w przysziosci do celow
aplikacyjnych. Czy rzeczywiscie jest to realne oczekiwanie? Uprzejmie prosz¢ Doktorantke
0 opinie, ktore geny kandydackie sg silnie zwigzane wylacznie z odpornoscia Brassica na kite

kapusty i beda mogty stuzy¢ jako markery selekcyjne w hodowli odpornosciowej?



Podsumowanie

Praca doktorska pani mgr Moniki Markowskiej znakomicie poszerza nasza wiedz¢ na
temat puli genow Brassica ulegajacych zroznicowanej ekspresji pod wptywem infekcji przez
Plasmodiophora brassicae, grozny patogen wywotujgcy kile kapusty. Forma pracy jest
prawidtowa, wszystkie elementy pracy charakterystyczne dla monografii doktorskiej zostaty
zawarte w monografii. W pracy rzadko pojawia si¢ zargon naukowy i kalki jezykowe (np.
kontaminowane podtoze, str. 48). Bardzo ujmujace sa podzigkowania zlozone opieckunom
naukowym oraz kolegom i kolezankom z dwoch zaktadéw naukowych 10-PIB; wykonanie
czesci analiz we wspotpracy lub wrecz przez kolegbw w niczym nie ujmuje pracy i jest

przyktadem uczciwego podejscia i uhonorowania pomocnych 0sob.

Dorobek Doktorantki

Opracowanie zwiera opis dorobku naukowego Doktorantki z podziatem na publikacje
z wykazu czasopism naukowych 1 recenzowanych materialtdow z konferencji
mig¢dzynarodowych zgodnie z komunikatem Ministra Edukacji i Nauki z dnia 21 grudnia
2021 r. z podaniem wspotczynnika wptywu Impact Factor oraz punktacji. Na liscie tej jest az
5 prac z punktacja 140 pkt i IF wynoszacym trzykrotnie 4,556 (International Journal of
Molecular Sciences), w ktorych doktorantka jest drugg autorka, a takze IF 4,046 (Soil Applied
Ecology, trzeci autor) oraz IF 3,463 (Scientia Horticulturae, pierwszy autor). Ponadto
Doktorantka jest wspotautorkg czterech prac ocenianych na 100 pkt., w tym IF 3,417
(Agronomy, trzeci autor), dwoch prac z IF 1,907 (European Journal of Plant Pathology,
pierwszy i drugi autor), IF 1,760 (Experimental and Applied Acarology, drugi autor).
W spisie umieszczono takze prace z punktacja 70, 40 1 5 punktow oraz bez IF i punktacji.
Wymienione powyzej prace opublikowano w latach 2015-2022, wszystkie sa wieloautorskie,
w dwoch Doktorantka jest pierwsza autorka. Pani mgr Monika Markiewicz jest tez
wspotautorka dwoch prac popularnonaukowych, wyglosita dwie prezentacje ustne na
konferencjach krajowych i1 byta wspotautorka az 30 plakatow, w tym 16 z pierwszym
autorstwem. Uczestnictwo Doktorantki w wielu projektach naukowych o zréznicowanej
tematyce wskazuje na wszechstronno$¢ jej zaangazowania, umiej¢tnosci 1 znajomosci
zagadnien badawczych. W tematyce projektow przez nig realizowanych jest technologia
produkcji sadzonek rabarbaru, badanie mechanizméw molekularnych biosyntezy metabolitow
roslinnych oraz odpornosci warzyw 1 owocdéw na patogeny czy indukowanie zmienno$ci
genetycznej jabloni. W projekcie dla mtodych naukowcow 10-PIB dotyczacych poszukiwania

markeréw odpornosci u wybranych gatunkoéw roslin sadowniczych 1 warzywniczych w tym



w projekcie z wykorzystaniem metody sekwencjonowania nowej generacji NGS -
Doktorantka byta kierownikiem. Ponadto w latach 2015-2020 kierowata zadaniem
badawczym 99 w projekcie Postep Biologiczny, w wyniku ktérego powstata niniejsza praca
doktorska.

W 2017 r. Doktorantke wyrdzniono za prezentacj¢ najbardziej interesujacych
wynikow prac genetycznych na konferencji w Wielkiej Brytanii (praca dwuautorska).
Ponadto Doktorantka prowadzita prace naukowo-wdrozeniowe i popularyzatorskie.

Na podstawie wykonanej pracy doktorskiej przedstawionej w monografii pt.: ,,Identyfikacja
gendéw zwigzanych z reakcjg roslin z rodzaju Brassica na infekcje przez Plasmodiophora
brassicae” oraz dorobku naukowego Autorki wnioskuje, ze jest ona dojrzatg, wszechstronng i
wysoko wykwalifikowang badaczka o dobrej znajomosci licznych zaawansowanych technik
molekularnych, badan prowadzonych metodami in vitro oraz klasycznych technik

stosowanych w fitopatologii.

Whiosek koncowy

Monografia doktorska pani mgr Moniki Markiewicz stanowi wazny wktad w poznanie
gendw uczestniczagcych w mechanizmach odpornosci roslin rodzaju Brassica na kite kapusty.
Doktorantka podjeta si¢ trudu wyjasnienia trudnego i zlozonego zagadnienia odpornosci
oSmiu genotypow Brassica na porazenie przez P. brassicae. Jest to stary ewolucyjnie
patogen, ktory przystosowat si¢ do porazania ro$lin kapustowatych, a caty jego cykl zyciowy
nastawiony jest na wieloletnie przetrwanie niesprzyjajacych warunkow w glebie, by modc
ponownie zainfekowac rosling zywicielskg. Tematyka pracy wpisuje si¢ w badania
podstawowe dla potrzeb hodowli odpornosciowej, a zatem waznej problematyki badawcze;j.
Prace wykonano pieczotowicie, przy zastosowaniu wielu metod molekularnych,
bioinformatycznych i statystycznych. Warsztat badawczy Doktorantki jest nowoczesny i
wszechstronny. Doswiadczenia wykonano i opisano z wielkg staranno$cig. Z dorobku
Doktorantki wynika takze jej zainteresowanie wieloma innymi zagadnieniami z pogranicza
nauk ogrodniczych i ogolnobiologicznych. Z pelnym przekonaniem wnioskuje do Rady
Naukowej o przyjecie omawianej pracy doktorskiej, umozliwienie obrony tej pracy oraz

nadanie stopnia doktora nauk rolniczych i ogrodniczych.



Rozprawa doktorska pani mgr. Moniki Markowskiej pt. ,.,,ldentyfikacja genow
zwigzanych z reakcja roslin z rodzaju Brassica na infekcje przez Plasmodiophora
brassicae” spelnia wymagania ustawy o stopniach i tytule naukowym. Wnosz¢ do Rady
Naukowej Instytutu Ogrodnictwa — Panstwowy Instytut Badawczy w Skierniewicach
0 dopuszczenie mgr Moniki Markowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Z uwagi na ztozonos¢ zagadnienia, zaawansowanie stosowanych technik badawczych wnosze

do Rady Naukowej I0-PIB 0 wyroéznienie rozprawy doktorskiej.
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