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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Cieplak pt.
»Analiza wirulencji i charakterystyka populacji Blumeria graminis f. sp. avenae
na terenie Polski w latach 2014-2020”
wykonanej w Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie pod kierunkiem dr hab. Sylwii Okon, prof. uczelni

Podstawa formalng wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 5.07.2023 r.

Podstawe prawng stanowi art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia
20.07.2018 r. (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pdZniejszymi zmianami).

Tematyka badawcza podjeta przez Autorke jest aktualna 1 ma duze znaczenie dla
dyscypliny naukowe;j ,,Rolnictwo i Ogrodnictwo”. Dotyczy ona analizy wirulencji populacji
Blumeria graminis f. sp. avenae, a takze charakterystyki tego patogenu pod katem zmiennosci
genetycznej. Prace badawcze prowadzono na terenie Polski w latach 2014-2020. Do badan
wykorzystywano kolekcjonowane w warunkach polowych, jednozarodnikowe izolaty grzyba
pojawiajgce si¢ na liSciach owsa zwyczajnego (Avena sativa L.) i powodujacego maczniaka
prawdziwego zboz.

W ostatnich latach owies zyskuje na popularnosci nie tylko jako zrodto wartosciowej
paszy, ale takze ze wzgle¢du na sktadniki odzywcze dziatajace korzystnie na organizm ludzki.
Owies jest wykorzystywany jako component diety bogatej w weglowodany oraz zwigzki
bioaktywne, a firmy farmaceutyczne i kosmetyczne wykorzystuja go do produkeji preparatow
prozdrowotnych. Gatunek ten charakteryzuje si¢ duza wrazliwoscig na choroby grzybowe, w
tym maczniaka prawdziwego zboz. Zainfekowane rosliny znacznie gorzej plonujg, z powodu
zaburzenia przemian metabolicznych oraz ograniczenia przez grzybni¢ powierzchni

fotosyntezy. Ze wzglgdu na trendy prosrodowiskowe oraz w oparciu o dyrektywy unijne
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dotyczace zintegrowanej uprawy roélin, hodowla odporno$ciowa owsa stanowi niezwykle
wazny kierunek badawczy. Ograniczenie stosowania fungicydow jest kluczowe nie tylko ze
wzglgdow ekologicznych, ale takze z powodu zdolnosci adaptacyjnych patogenéw i nabywania
przez nie odpornosci na stosowane substancje chemiczne. Rozwigzaniem przyjaznym dla
Srodowiska jest introdukcja genéw odpornosci z gatunkow pokrewnych do nowych odmian
owsa. W tym celu konieczna jest dokladna charakterystyka wcigz zmieniajgcej si¢ populacji
patogenu, umozliwiajgca identyfikacjg¢ genéw roslinnych, ktére efektywnie ograniczajg rozwoj
grzyba. Ten problem badawczy zostat zglebiony przez Doktorantke i opisany w przedtozonej
rozprawie.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Magdaleny Cieplak obejmuje polskojezyczne
opracowanie w formie autoreferatu oraz trzy spojne tematycznie artykuly naukowe
opublikowane w roku 2021 (P1; P2) oraz 2022 (P3). Przedstawione do oceny publikacje
ukazaty si¢ w recenzowanych, migdzynarodowych czasopismach, umieszczonych w wykazie
czasopism naukowych MEIN i sa indeksowane w bazie JCR (Journal Citation Reports).
Sumaryczny wspétezynnik wptywu (IF, impact Jactor) tych publikacji wynosi 10,928, a suma
punktéw ministerialnych to 240. W dwéch prezentowanych pracach mgr. inz. Magdalena
Cieplak jest pierwsza autorkg (P1; P3), ktéra deklaruje wktad na poziomie 50% w powstanie
kazdej z nich, natomiast w artykule P2 jest drugim autorem, a Jej udziat w powstaniu publikacji
wynosi 40%. Doktorantka byta zaangazowana w opracowanie koncepcji badawczej (P1; P2;
P3); prowadzenie do§wiadczen w poszezegdinych zadaniach badawczych tj.: przygotowanie i
wykonywanie testow zywiciel-patogen (P1; P2; P3), oceng stopnia porazenia roélin (P1; P2),
przygotowanie pojedynczych izolatéw patogenu (P3), izolacj¢ DNA i prowadzenie analiz
molekularnych (P3); ponadto Doktorantka miata wklad w opracowanie otrzymanych danych
(P3) oraz przygotowanie odpowiedzi na recenzje (P1). Biorgc pod uwage wymég prawny oceny
indywidualnego wk}adu doktoranta w powstanie publikacji (Dz. U. z 2014, poz.1383; &6 ust.
5 Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dn. 3.10.2014) oraz o$wiadczenia
ztozone przez wspétautorow zbioru prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej i
okreslajace ich wklad w powstanie przedtozonych artykutéw stwierdzam, ze rola Doktorantki
W planowaniu i realizacji badan oraz opracowaniu wynikéw i wnioskowaniu byta istotna.
Uwazam, ze udziat wspotautoréw w przeprowadzonych badaniach i przedtozonych artykutach
swiadcezy o umiejgtno$ci wspotpracy Doktorantki w zespotach badawczych i nie umniejsza jej
roli w powstaniu rozprawy i oryginalnym rozwigzaniu problemu naukowego.

Rozprawa doktorska sktada si¢ ze strony tytutowej, streszczenia w jezyku polskim i

angielskim, listy powigzanych tematycznie trzech oryginalnych prac naukowych, autoreferatu
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liczacego 26 stron wraz z bibliografig oraz z wydrukéw trzech publikacji wehodzacych w sklad
rozprawy z o$wiadczeniami o wspétautorstwie. W autoreferacie Autorka przedstawia kolejno
rozdzialy: 1.Wstep, 2. Hipoteza i Cel badan, 3. Material i metody, 4. Omowienie wynikéw, 5.
Stwierdzenia i wnioski oraz 6. Bibliografia.

We Wstepie, stanowigcym wprowadzenie w problematyke badawcza rozprawy,
Autorka w sposéb syntetyczny przedstawia przestanki, ktore skfonily ja do podjecia badan.
Informacje zawarte w tym rozdziale stanowig dobre uzasadnienie podjgtego problemu
naukowego o niewatpliwie aplikacyjnym zastosowaniu. Doktorantka podkresla w tym miejscu
rosngce znaczenie owsa jako rosliny pastewnej, a takze gatunku coraz bardziej docenianego w
diecie i profilaktyce zdrowotnej cziowieka. Przedstawia takze systematyke, ewolucje i cykl
rozwojowy grzyba Blumeria graminis oraz skutki wystepowania powodowanej przez ten
patogen choroby, zwanej maczniakiem prawdziwym zbdz. Wskazuje takze metody, ktorymi
mozna zapobiega¢ infekcji i Jej rozprzestrzenianiu, podkreslajac  zasadno$é dzialan
proekologicznych i prewencyjnych. W ten trend wpisuje si¢ hodowla odpornosciowa wraz z
Jednoczesnym monitorowaniem dynamiki zmian wirulencji oraz zréznicowania genetycznego
W populacji patogenu wystepujacego na konkretnym obszarze. Doktorantka podkresla wage
badaf majacych na celu poznanie potencjatu ewolucyjnego patogenéw w oparciu o geny
odpornosci.

W kolejnym rozdziale Hipoteza i Cel badar Autorka ponownie uzasadnia podstawe
podjetych badan i formutuje gtowny ich cel, ktérym jest charakterystyka zmian zachodzgcych
W populacji B.graminis f. sp. avenae wystepujgcej w Polsce. Doktorantka wyjasnia, iz cel ten
zostat osiggnigty poprzez okreslenie wirulencji populacji patogenu w latach 2014-2020, ocene
struktury oraz dynamiki zmian zachodzgcych w populacji B. graminis f. sp. avenae oraz ocene
Jj€j zréznicowania genetycznego.

Rozdziat Material i melody zawiera syntetyczny opis procedury pobierania i
przygotowania izolatow B.graminis f. Sp. avenae oraz charakterystyk¢ wykorzystanych w
doswiadczeniu genotypow kontrolnych ze zidentyfikowanymi do tej pory genami odpornosci
(Pml1,Pm2, Pm3, Pm4, Pm5, Pm6, Pm7, Pm3 +Pm8, Pm9, Pm10, Pm11, Pml 2). Przedstawiona
zostata w nim takze metodyka przeprowadzania testow zywiciel-patogen i analizy skali
porazenia z wykorzystaniem uproszczonej 2-stopniowej klasyfikacji dzielgcej izolaty na
awirulentne badZz wirulentne. Na podstawie profili chorobotwérczosci patogenu okreslono
zmiany zachodzace w jego populacji. W celu charakterystyki populacji grzyba zastosowano
parametry takie jak czgstos¢ i kompleksowosé wirulencji oraz indeksy zroznicowania: Nei (Hs),

Simpsona (Si), Shannona (Sh) oraz Kosmana (KWm). Klasyfikacj¢ testowanych patotypow
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prowadzono metoda Gilmour’a (Gilmour 1973) (P1) oraz metoda zmodyfikowang przez
Autoréw i opisana w publikacji P2 (P2; P3). Do analizy zréznicowania genetycznego
pobranych izolatow uzyto po 30 starteréw reakcji amplifikacji DNA markeréw: ISSR oraz
SCoT. Wykonano wieloparametryczng analize wygenerowanych polimorfizméw i okreélono
poziom zréznicowania w obrebie populacji na podstawie wskaznika Shannona. Ponadto
obliczono dystans genetyczny migdzy badanymi izolatami (Nei 1972) i przeprowadzono
analiz¢ PCoA (ang. Principal Coordinates Analysis).

Rozdziat Oméwienie wynikéw zawiera przeglad wynikéw opisanych w publikacjach
wchodzgcych w sklad rozprawy. Autorka podzielila tekst na analiz¢ wirulencji oraz analize
Zroznicowania genetycznego w oparciu o markery DNA. W czgsci pierwszej omoéwiono
czgstos¢ wirulencji, kompleksowodé wirulencji, zréznicowanie populacji na podstawie
wirulencji i liczbg identyfikowanych patotypow. Druga czgs¢ rozdziatu stanowi opracowanie
wynikow analizy markeréow ISSR oraz SCoT wygenerowanych w badaniach izolatow
B.graminis f. sp. avenae. Caly rozdzial obejmuje 10 stron tekstu i stanowi syntetyczny zbor
najwazniejszych rezultatow uzyskanych podczas realizacji pracy doktorskie;j.

W konicowej czesci autoreferatu Doktorantka sformutowata 10 szczegétowych
wnioskdw odnoszacych si¢ do otrzymanych wynikéw. Autoreferat zamyka Bibliografia
zawierajgca 92 pozycje, w wickszosci 53 to oryginalne prace naukowe w jezyku angielskim,
aktualne i starannie dobrane pod wzgledem merytorycznym.

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej stanowia dogé logiczny uktad, a
poruszane w kolejnych artykutach problemy badawcze $wiadczg o coraz glebszej analizie
zagadnienia wirulencji i charakterystyki B.graminis f. Sp. avenae. Pierwszy artykut (Pl)
opublikowany w Plant Pathology Journal dotyczy badania struktury wirulencji tego patogenu
w latach 2014-2015. Do badan pobrano 180 izolatéw z 18 lokalizacji na terenie Polski. Analizy
prowadzono na 9 genotypach kontrolnych owsa. Patotypy klasyfikowano systemem Gilmour’a.
W zaleznosci od roku badan, zidentyfikowano od 4 do 5 sposréd 9 obowigzujgcych klas.
Utworzyly one 3 grupy o podobnym wzorze wirulencji. Na tej podstawie Autorzy publikacji
wskazujg na niskie zréznicowanie populacji B.graminis f. sp. avenae w badanym okresie. Za
najistotniejszy wynik prezentowany w artykule P1, uwazam stwierdzenie wirulencji
zidentyfikowanych patotypow wobec gendw Pml, Pm3, Pm6 i Pm3+Pm8 wskazujace na
przetamanie odpornosci warunkowanej przez te geny oraz wskazanie, ze geny Pm2, Pm4, PmS5.
Pm7 moga by¢ nadal stosowane w hodowli odpornosciowe;j.

W badaniach opisanych w kolejnym artykule (P2), opublikowanym w czasopi$mic Agronomy,

poszerzono do 14 liczb¢ genotypow kontrolnych owsa wprowadzajgc do analiz odmiany z
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genami Pm9, Pm10, Pml1 oraz Pm12. Z kolei liczbg lokalizacji, w ktérych pobierano izolaty,
ograniczono do 4 oraz zmniejszono liczbg izolatéw do 40 rocznie. Ponadto zmodyfikowano
system klasyfikacji patotypow zastgpujac skalg S-cio stopniowa Gilmour’a przez 2-stopniowg.
W takim ukladzie do$wiadczenia w latach 2016-2019 zidentyfikowano 46 patotypow
B.graminis f. sp. avenae. Patotyp TBBB, wystepujacy we wszystkich analizowanych
populacjach, byt najliczniejszy i stanowit 30% izolatéw. Potwierdzono przetamanie odpornosci
warunkowanej genami: Pml, Pm3, Pm6 i Pm8. Obserwowano niskg czgsto$¢ wirulencji w
stosunku do nowo badanych linii z genami Pm9, Pm] 0, Pm111iPm 12w wyniku czego uznano
te geny za efektywne.

W ostatnim roku badan, Autorzy opublikowanego w czasopismie Plants artykutu (P3)
opisali zréznicowanie i wirulentno$é 40 izolatéw B. graminis f. sp. avenae pobranych na terenie
Polski oraz 40 pochodzacych z Finlandii, Czech, Irlandii i Niemiec. Na podstawie analizy
wirulencji sklasyfikowano 22 grupy patotypow. Zwazywszy na temat recenzowanej rozprawy
doktorskiej, ktéry odnosi sie do badan prowadzonych na terenie Polski, wyniki uzyskane z
wykorzystaniem izolatbw pobranych na terenie innych pafstw uznaj¢ za mniej istotne.
Odnoszac sie do badan dotyczacych obszaru Polski, za najwazniejszy wynik uznaje ponowne
potwierdzenie wysokiej odporno$ci na maczniaka prawdziwego zbdéz genotypow z genami
Pm2, Pm4, Pm5 oraz Pm7. W drugiej czeéci artykutu Autorzy wykazali, ze badana populacja
B.graminis f. sp. avenae charakteryzuje si¢ wysokim polimorfizmem na poziomie DNA,
Jednoczesnie wskazujgc na niska korelacjg tych wynikéw z poziomem wirulencji patogenu.

Edytorskie przygotowanie rozprawy, Swiadezy o dobrym opanowaniu przez Autorke
techniki redakcji tekstu naukowego. Rowniez styl wypowiedzi i interpunkcja nie budza
wigkszych zastrzezen, a drobne biedy jezykowe nie wplywaja na aspekt merytoryczny
rozprawy. Z obowigzku recenzenta wskazuje jedynie bledy, powtarzajace sic w tekscie
rOZprawy:

- niepoprawna interpunkcja w nazwie grzyba B.graminis f. sp. avenae,

- niepoprawna deklinacja stowa wpatogen”, ktore w dopeiaczu liczby pojedynczej powinno
brzmieé: ,,patogenu” (,,Stownik Jgzyka polskiego” Wydawnictwa Naukowego PWN),

- stwierdzenie ,,iloé¢ form” powinno zosta¢ zastgpione przez ,liczba form”,

- zamiast okre$lenia ,polimorfizmu startera” powinno by¢ ,polimorfizmu otrzymanych
produktow”.

Wartos¢ merytoryczna pracy w mojej ocenie jest wysoka, niemniej jednak zauwazytam

kilka niescistodci:



- Autorka podaje, iz maczniak prawdziwy wpltywa na zmniejszenie plonu ziarna o 10-39%
powolujgc si¢ na publikacje z 1965 r. oraz 1987 r. — zwazywszy na zmiennos$¢ wirulencji
patogenu oraz niestato$¢ klimatu, informacja ta moze by¢ juz nieaktualna,

- stwierdzenie, iz B.graminis f. sp. avenae stale ewoluuje poprzez migracje i rekombinacje nie
Jest Sciste — zjawiska te mogg przyczyniaé si¢ jedynie do zachodzenia zmian w genomie jesli
np. na skutek migracji dojdzie do rozmnazania piciowego z patotypem o innym skladzie
allelicznym,

- stwierdzenie ,.ekstremalne warunki pogodowe watwiaja rozprzestrzenianie si¢ grzybow
B.graminis f. sp. avenae na duze odleglosci ...” wymaga wyjasnienia, co oznaczajg w tym
kontekscie ,,warunki ekstremalne”,

- proszg tez o wyjasnienie w jaki sposéb zachodzace obecnie zmiany klimatyczne wplywajg na
»powstawanie nowych, agresywnych patotypow” Zwazywszy, iz obserwowany wzrost temp. i
susza notowane w ostatnich latach nie sprzyjaja rozwojowi grzybow B. graminis,

- wyniki z lat 2016-2020 dotyczace zmodyfikowane;j nomenklatury patotypow przedstawione
sg w pracach P2 i P3, a nie P11 P2,

"

- stwierdzenie ,, ...p jest proporcjg wystepowania prazkow w genotypach Jest
uproszczeniem — tzw. ,,prazki” bedace markerami sa wizualizowane (wystepuja) na zelu,

- wniosek 2 oraz 4 Autoreferatu prowadza do podobne;j konkluzji dotyczgcej przetamania
odpornosci genéw Pml, Pm3, Pm6 i Pm3+8 i moga zostac¢ polaczone,

- wniosek 6, dotyczacy zwigkszajacej si¢ w kolejnych latach liczby patotypéw, nie jest
prawdziwy jesli wezmiemy pod uwage wyniki otrzymane w roku 2014-15 (P1). Autorka sama
stwierdza, ze na t¢ liczb¢ wplynely: zréznicowanie w poszczegbdlnych eksperymentach
przyjetej metodyki klasyfikacji patotypéw oraz liczba testowanych genotyp6éw kontrolnych
(wniosek 7). Druga czgé¢ wniosku 6 odnoszaca sie do warunkow pogodowych, ktére nie byty
przedstawione w rozprawie, stanowi jedynie przypuszczenie Autorki.

W czasic publicznej obrony pracy doktorskiej chciatabym, aby mgr inz. Magdalena
Cieplak rozwingta temat wptywu badanego przez nig zréznicowania genetycznego patotypow
na mozliwos¢ okreslenia sity potencjalu ewolucyjnego populacji patogenu. Problem ten
zainteresowal mnie szczegolnie w kontekscie opisanej przez Doktorantkg niskiej korelacji
(58%) polimorfizméw wykrytych za pomocg markeréw DNA z poziomem wirulencji. Proszg
tez o ustosunkowanie si¢ do mozliwoéci wykorzystania innych systeméow markerowych celem
podniesienia wspotczynnika korelacji migdzy tymi parametrami. Prosz¢ tez o rozwinigcie
wniosku 10, w ktérym Autorka stwierdza, iz potencjat ewolucyjny polskiej populacji

B.graminis f. sp. avenae jest niski i nie nalezy spodziewaé si¢ szybkiego przelamania
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odpornosci warunkowanej efektywnymi genami. Stwierdzenie to z punktu widzenia hodowli
odpornosciowej jest uspokajajgce, jednakze zmiany klimatyczne, rosngce parametry
zrdznicowania patotypow wystgpujgcych na terenie Polski, a takze ich wysoki polimorfizm
genetyczny nie prognozuja tak optymistycznie.

Podsumowujac, wskazane przeze mnie uwagi dotyczace oceny jezykowej i stylistycznej
tekstu, a takze aspektow merytorycznych nie wplywaja zasadniczo na warto$¢ naukowa
recenzowanej pracy doktorskiej. Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego poszerzajace aktualny stan wiedzy w dziedzinie naukowej ,,Rolnictwo i
Ogrodnictwo”. Ponadto uwazam, ze Doktorantka posiada szeroka wiedz¢ teoretyczng i
aplikacyjng, ktéra predysponuje ja do prowadzenia samodzielnych prac naukowych.
Stwierdzam, Zze przedstawiona do recenzji rozprawa pt. ,,Analiza wirulencji i charakterystyka
populacji Blumeria graminis f. sp. avenae na terenie Polski w latach 2014-2020” spelnia
wymogi pracy doktorskiej okreslone w art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
z dnia 20.07.2018 r. (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zniejszymi zmianami). W zwigzku z
pozytywng oceng zwracam si¢ do Rady Naukowej Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie z prosbg o dopuszczenie Pani mgr inz. Magdaleny Cieplak do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Sewrs Vo



