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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasza Ociepy pt.:
»ldentyfikacja i charakterystyka nowego genu odpornosci Pml1 na maczniaka prawdziwego
owsa pochodzacego z Avena sterilis oraz opracowanie markera DNA dla tego genu”
zrealizowanej w Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ro$lin, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, pod kierunkiem Pani dr hab. Sylwii Okon, profesor uczelni

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz. Tomasza Ociepy sklada si¢ z
cyklu czterech anglojezycznych publikacji dotyczacych poszukiwania i identyfikacji nowego
zrodta odpornosci na mgczniaka prawdziwego u owsa oraz 32 stronnicowego autoreferatu w jezyku
polskim. Artykuty naukowe bedace przedmiotem rozprawy, z ktérych trzy zostaty opublikowane
w prestizowych czasopismach z listy filadelfijskiej sa spojne tematycznie i stanowig podstawe
dysertacji, co dopuszcza art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789). Prezentowane badania
finansowane byly przez Narodowe Centrum Nauki, w ramach projektu badawczego LIDER nr
325/L-5/2013, pt. ,Identyfikacja nowych, efektywnych genéw odpornosci na choroby grzybowe
W owsie oraz opracowanie markeréw DNA shuzacych do ich identyfikacji”, ktérego kierownikiem
byla dr hab. Sylwia Okon, profesor uczelni.

Ocena formalna rozprawy

Prace naukowe bgdace przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskie;:

1. Okon S., Paczos-Grzgda E., Ociepa T, Koroluk A., Sowa S., Kowalczyk K., Chrzastek M.
2016. Avena sterilis L. genotypes as a potential source of resistance to oat powdery mildew.
Plant Disease, 100, 2145-2151;

2. Okon S., Ociepa T. 2018. Effectiveness of new sources of resistance against oat powdery
mildew identified in A. sterilis. Journal of Plant Diseases and Protection, 125, 505-510;

3. Ociepa T. 2019. The oat gene pools — review about the use of wild species in improving
cultivated oat. Journal of Central European Agriculture, 20, 251-261;

4. Ociepa T., Okon S., Nucia A., Le$niowska-Nowak J., Paczos-Grzeda E., Bisaga M. 2019.
Molecular identification and chromosomal localization of new powdery mildew resistance
gene Pmi 1 in oat. Theoretical and Applied Genetics, 1-7;
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zostaly opublikowane w latach 2016-2019, a ich sumaryczny wskaznik wptywu Impact Factor wg
Joumnal of Citation Reports wynosi 7,74 natomiast suma punktéw wg punktacji Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego to 114 punktow lub tez 230 punktow wg Komunikatu Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 31 lipca 2019 r. w sprawie wykazu czasopism naukowych i
recenzowanych materialéw z konferencji migdzynarodowych wraz z przypisang liczba punktow.
Tak wysoki sumaryczny IF wskazuje, ze badania zostaly wlasciwie zaplanowane i
przeprowadzone przez Autora oraz reprezentujg wysoki poziom naukowy, co zostato pozytywnie
ocenione przez recenzentoOw tych czasopism.

Tytul pracy doktorskiej odpowiada tematyce analizowanych publikacji. Sposrod
wymienionych powyzej prac, trzy sa opracowaniami wspotautorskimi, w ktérych wklad Autora
niniejszej rozprawy zostal okreslony jako 10%, 50% i 60%, co znalazlo potwierdzenie w
o$wiadczeniach wspotautorow, ktore zostaly zawarte na koficu rozprawy. Natomiast jedna
publikacja jest artykutem przegladowym, napisanym w 100 % samodzielnie przez Doktoranta.
Praca doktorska Pana mgr inz. Tomasza Ociepy oprocz publikacji wechodzacych w sklad rozprawy
oraz oswiadczen wspélautoréw przedstawionych w postaci zatgcznikow obejmuije streszczenie w
j¢zyku polskim i angielskim oraz autoreferat rozprawy, w sklad ktérego wchodza nastepujace
podrozdziaty:

Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki i dyskusja, Stwierdzenia i wnioski oraz
Pismiennictwo.

Rozdzial Wstep zawarty na szeSciu stronach tekstu prezentuje stan wiedzy dotyczacy
ogolnej charakterystyki rodzaju Avena oraz jednej z najgrozniejszych choréb owsa jaka jest
mgczniak prawdziwy, powodowany przez pasozytniczego grzyba Blumeria graminis DC. f.sp.
avenae Em. Marchal. Ponadto, we Wstgpie Autor wskazuje na potrzebe poszukiwania nowych
gendéw odpornosci na maczniaka, a ich Zrédta upatruje w gatunkach dzikich rodzaju Avena. Ta
czg$¢ pracy napisana jest zwigzle i poprawnie, cho¢ moim zdaniem niektére watki sa opisane zbyt
powierzchownie. Mam na mysli chociazby brak krotkiej charakterystyki poszczegdlnych
mechanizméw odpornosci na choroby u roslin i podziatu mechanizméw na tzn. odporno$é czynna
i bierng oraz pionowg czy poziomga. Mgr inz. Ociepa przedstawit co prawda teorie Flora znang jako
tzw. odpornos¢ ,.gen na gen”, jednak nie wskazal precyzyjnie do ktérego typu odpornosci jest ona
zaliczana. Osobng kwestia, ktorg warto byloby rozwina¢ jest technika otrzymywania mieszancow
pomiedzy owsem uprawnym, a dzikim gatunkiem Avena sterylis. Tematyke ta zawarl Doktorant
w publikacji nr 3, jednak mimo to warto byloby szerzej oméwic to zagadnienie w Autoreferacie.
W dalszej kolejnosci Autor bardzo przejrzyscie opisal geny odpornosci zidentyfikowane i
wykorzystywane do tej pory w programach hodowlanych owsa w Polsce i na $wiecie, z ktérych
tylko cztery uznaje si¢ obecnie za efektywne, a mianowicie Pm2, Pm4, Pm5 i Pm7. Kohcowy
fragment wstepu dotyczy identyfikacji Zrodet odpornosci w genomie owsa na podstawie selekcji
wspomaganej markerami (MAS). Pan mgr inz. Tomasz Ociepa skoncentrowat si¢ jednak gldwnie
na zastosowanej w pracy metodzie DArTseq, opartej o sekwencjonowanie nowej generacji w
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systemie Illumina. Wartymi wspomnienia bytyby rowniez inne systemy markerowe takie jak np.
AFLP, RFLP, RAPD, SSR oraz SNP, z powodzeniem stosowane w hodowli odpornosciowe;.

Wstep pracy koficzy jasno sformutowany cel, ktérym byta identyfikacja i charakterystyka nowego
genu odpornos$ci na mgczniaka prawdziwego owsa Pml 1, pochodzacego z Avena sterylis oraz
opracowanie metody jego detekcji w genomie owsa.

Cel pracy zostat zrealizowany w oparciu o pig¢ przejrzyscie nakreslonych i ukladajacych
si¢ w logiczng cato$¢ zadan badawczych dotyczacych:

1. Identyfikacji potencjalnych Zrédet odpornoéci na maczniaka prawdziwego w dzikim
gatunku A. sterilis.

2. Oceny efektywnosci wyselekcjonowanych zrédel odpornoéci wobec obecnie
wystepujgcych na terenie kraju patotypow Blumeria graminis f.sp. avenae.

3. Uzyskania segregujacej wzgledem odpornosci populacji F2 i F3, powstalych w wyniku
krzyzowania genotypu CN113536 A. sterilis z odmiang wrazliwg na maczniaka
prawdziwego.

4. Oceny sposobu dziedziczenia nowego zrodta odpornoéci na maczniaka prawdziwego.

5. Opracowania markera DNA pozwalajacego na szybka identyfikacje nowego zrédia
odpornosci w genomie owsa.

Podsumowujgc pierwsza czgsc rozprawy doktorskiej musze stwierdzié, ze Autor kompleksowo i
zwarcie przyblizyl czytelnikowi podjety przez siebie temat badawczy, cho¢ rozdziat ten mogtby
by¢ szerzej opisany oraz wzbogacony o informacje ogélne, dzigki ktorym lektura niniejszej pracy
mogtaby by¢ zrozumiata takze dla osob mniej zorientowanych w tematyce badawczej poruszonej
W rozprawie.

Rozdzial Materialy i metody liczy szeé¢ stron i w moim odczuciu jest opisany w sposob
prawidlowy. Doktorant szczeg6lowo przedstawil materiat roslinny wykorzystany do badan, a takze
kolejne, zastosowane w pracy metody badawcze — od testow zywiciel-patogen, stosowanych w
celu oceny odpornosci testowanych genotypow A. sterylis, az po analizy molekularne, pozwalajace
na wytypowanie markeréw typu silicoDArT, sprzezonych z nowym genem odpornosci na
mgczniaka prawdziwego u owsa oraz na opracowanie markeréw SCAR umozliwiajacych
identyfikacje nowego genu Pm// w genomie owsa.

W opisie materiatu roslinnego znalaztam jednak pewne niescistosci metodyczne, ktore
wymagaja doprecyzowania. Pierwsza watpliwos¢ dotyczy zastosowanej w zrealizowanych
badaniach wrazliwej odmiany owsa Fuchs, stosowanej jako odmiana kontrolna. Nie jest jasne
dlaczego populacje F i F3 byly wyprowadzone z wrazliwa odmiang owsa Sam, a nie np. z odmiana
Fuchs, podang réwniez w materiatach? Co przyczynito si¢ do wyboru wiasnie tej odmiany do
krzyzowan? Na stronie 21 autoreferatu w Tabeli 6 nie uwzgledniono odmiany Sam, tylko odmiane
owsa Fuchs natomiast w publikacji nr 1 scharakteryzowano obie odmiany tzn. Sam i Fuchs.
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Kolejna kwestia dotyczy niezbyt precyzyjnego opisu dotyczacego przeprowadzonej oceny
odpornosci  poszczegélnych genotypow owsa na maczniaka na podstawie obserwacji
prowadzonych zwlaszcza w warunkach naturalnej infekcji, zawartego na stronie 16 Autoreferatu.
Wiadomym jest, iz podstawa hodowli odporno$ciowej jest selekcja perspektywicznych genotypow
przy duzym nasileniu czynnika chorobotwérczego. W warunkach polowych fenotypowa ekspresja
odpornosci jest czgsto modyfikowana przez wystepowanie patogenu oraz warunki $rodowiska.
Polowa ocena odpornosci roslin na maczniaka prawdziwego powinna by¢ wiec prowadzona
przynajmniej przez kilka sezonéw, w zréznicowanych warunkach $rodowiskowych aby selekcja
byla skuteczna. Szkoda, ze Autor nie wskazal jasno liczby powtérzen dla wykonanych ocen i
zmiennosci czynnikéw srodowiskowych (temperatura, opady) w jakich prowadzone byly
obserwacje w warunkach naturalnej infekcji.

Wyniki i dyskusja zostaty polaczone przez Autora w jeden podrozdziat obejmujgcy siedem
stron. Jego tres¢ w zasadzie w pelni oddaje istote opublikowanych badan, ktére dostarczaja
odpowiedzi na zarysowane we wstepie problemy badawcze. W tej czesci pracy za najbardziej
interesujacy i zarazem najtrudniejszy problem badawczy uznaje skuteczng konwersje markerow
silicoDArT do markeréw opartych o technikg PCR, ktéry szczegdlowo opisany zostat w publikacji
nr 4. Pewng moja watpliwo$¢ budzi jednak niska efektywnosé konwersji i otrzymana w jej efekcie
niewielka liczba markeréw (Pm11-21 oraz Pm11-48), kt6rych zastosowanie pozwala na skuteczne
rozroznienie osobnikow odpornych i wrazliwych w populacji mapujace;.

Podsumowanie uzyskanych wynikow podane jest w rozdziale Stwierdzenia i wnioski. Na
podstawie przeprowadzonych badan sformutowano 7 wnioskéw, z ktéry pierwszy jest moim
zdaniem zbyt ogdlny, oczywisty i mogtby zostaé doprecyzowany.

Rozprawa doktorska zawiera piSmiennictwo obejmujace 72 pozycje literatury (zaréwno w
jezyku polskim jak i angielskim) cytowane alfabetycznie. Bibliografia zawiera publikacje zaréwno
starsze (1965) jak i aktualne. Nalezy zaznaczy¢, ze ponad 25% pozycji piSmiennictwa stanowia
publikacje z ostatnich pigciu lat (2015-2019). Dodatkowo pi$miennictwo zawarte jest w kazdej z
opublikowanych prac.

Uzyskane wyniki i glowne walory rozprawy doktorskiej

Przyjeta koncepcja pracy, w tym zastosowane metody od fitopatologicznych po
nowoczesne techniki molekularne i analizy danych pozwolily zrealizowaé wyznaczony cel
rozprawy jakim byla identyfikacja i charakterystyka nowego genu odpornosci na maczniaka
prawdziwego owsa Pm/] oraz opracowanie metody jego detekcji.

Wartos¢ merytoryczng przedstawionej do recenzji pracy oceniam bardzo wysoko, a do jej
najwazniejszych osiagnie¢ zaliczam:
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- wykazanie, Ze tylko cztery (CN67383, CN58106, CN 113536, CN 67349) sposrod 350
testowanych genotypéw A. sterilis charakteryzowaly si¢ odpornoscia zarbwno w stadium siewki
jak i w stadium rosliny dorostej w warunkach naturalnej infekcji polowej,

- wykazanie, ze genotyp A. sterilis CN113536 posiada nowe, nie opisane do tej pory zrodio
odpornosci na maczniaka prawdziwego owsa,

- identyfikacj¢ nowego genu odpornosci, oznaczonego jako Pmll, ktéry warunkuje odpornosé
monogeniczng oraz charakteryzuje si¢ dominujagcym typem dziedziczenia,

- identyfikacj¢ genu Pmll w genomie owsa zwyczajnego (Avena sativa L.) na podstawie
samodzielnie opracowanych markeréw SCAR,

- zaprojektowanie starterow pozwalajacych na identyfikacje roslin odpormnych oraz opracowanie
metody pozwalajacej na selekcjg osobnikéw homo i heterozygotycznych w badanej populacii, co
znalazlo odzwierciedlenie w odpowiednich zgloszeniach patentowych.

Nalezy zaznaczy¢, iz wyniki przeprowadzonych badar, poza wartoéciag poznawcza, maja
duze znaczenie praktyczne i w przysztosci mogg zostaé wykorzystane przez firmy hodowlane i
osrodki badawcze zajmujace si¢ wyprowadzaniem nowych odmian owsa z podwyzZszong
odpornoscig na maczniaka prawdziwego. Wyniki tych badan powinny przyczyni¢ sie do
osiggnigcia szybszego postgpu w hodowli odpornosciowej owsa.

Analiza tekstu autoreferatu oraz czterech publikacji naukowych, stanowigcych
niniejszg rozprawe doktorska pozwolila mi sformulowaé nastepujace pytania:

- W jaki sposob i gdzie rozmnozono mieszafice F; oraz jaka byla efektywnosé krzyzowania
odmiany uprawnej owsa z dzikim gatunkiem Avena sterylis? Tle kwiatow wykastrowano i
zapylono? Ile ziarniakow otrzymano? W opisie dotyczacym wyprowadzenia populacji F2 i F3 nie
podano ile ro$lin mieszaficowych F; otrzymano? Podano tylko liczby roélin pokolenia F».

- Czy otrzymane rosliny F; byly oceniane pod wzgledem stabilnosci cytogenetycznej? Czy
potwierdzano mieszaficowos$c? Jesli tak, to jakimi metodami? Takie wyniki bytyby przydatne takze
z punktu widzenia aplikacyjnego.

- Skoro oceny odpornosci genotypoéw A. sterylis na maczniaka prowadzone byty w kilku etapach,
to jak mozna wytlumaczy¢ zastosowanie roznej ilosci izolatbw maczniaka prawdziwego (6, 13 i
50) na kazdym etapie badan?

- Czy obserwacje odpornosci genotypow A. sterylis w warunkach naturalnej presji patogenu
prowadzono tylko w jednym roku badan? Jesli tak, to czy na tej podstawie mozna postulowaé
obecnos¢ gendw odpornosci?
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- Dlaczego do dalszych badan wybrano tylko jeden genotyp A. sterylis tj. CN113536? Mimo, iz

jak podano w Tabeli 6 autoreferatu odporno$¢ na maczniaka zaobserwowano rowniez dla numeru
akcesyjnego CN67383?

Od strony jezykowej praca nie budzi moich zastrzezen poza sformulowaniem ,analiza
rozszczepienia populacji F2 i F3’Sam’ x CN113536 zastosowanym przez Autora na stronie 17 jako
tytul jednego z podrozdzialow w rozdziale Materiaty i metody. Sugerowalabym zastapienie tego
okreslenia bardziej precyzyjnym np. analiza segregacji cechy odporno$ci w populacji F2 i F3’Sam’
x CN113536 lub jego zastapienie bardziej zrozumialym tytutem tj. ocena sposobu dziedziczenia
nowego genu odpornosci.

Pragng zaznaczyc, iz przytoczone przeze mnie komentarze i watpliwosci maja charakter
dyskusyjny i w niczym nie umniejszaja wysokich waloréw ocenianej pracy, a niektére z nich moga
by¢ inspiracja dla dalszych badan.

Konkluzja

W podsumowaniu recenzji nalezy stwierdzi¢, Zze rozprawa doktorska Pana mgr inz.
Tomasza Ociepy, przedstawiona w formie spdjnego tematycznie zbioru artykulow
opublikowanych w czasopismach naukowych o zasiegu migdzynarodowym, stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Doktorat zostal oparty na wiarygodnym materiale i
przygotowany w sposdb przemyslany i dojrzaty. Koncepcja pracy oraz sposob jej realizacji w petni
potwierdzaja ogélng wiedz¢ Autora oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych. W swietle powyzszych wnioskow, zgodnie z wlasciwymi przepisami [art. 179 ustawy
z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe¢ — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669)], stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa speinia kryteria
stawiane pracom doktorskim i wnosz¢ do Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie mgr inz. Tomasza Ociepy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoka warto$¢ naukowsa i aplikacyjng uzyskanych
wynikow, wnioskuj¢ do Wysokiej Rady o stosowne wyrdznienie ocenianej pracy doktorskiej.
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Poznan, dnia 20 listopada 2019 roku



