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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Adriana Duby pt. ,,Zdrowotnoesé wybranych gatunkow
rodzaju Triticum L. jako wynik morfolegicznych i genetycznych mechanizméw

obronnych roslin”

Praca zostata wykonana w Katedrze Entomologii, Fitopatologii 1 Diagnostyki Molekularnej
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem prof. dr hab. Urszuli
- Wachowskiej, promotor pomocniczy dr Katarzyna Glowacka

Podstawg przedloZonej do recenzji rozprawy doktorskiej stanowi monotematyczny cykl
czterech oryginalnych recenzowanych prac tworczych wspotautorstwa mgr Adriana Duby,
ponumerowanych przez Doktoranta w kolejnosei od P1 do P4:

P1. Duba A., Goriewa-Duba K., Wachowska . 2018. A review of the interactions between
wheat and wheat pathogens: Zymoseptoria tritici, Fusarium spp. and Parastagonospora
nodorum. International Journal of Molecular Sciences, 19(4), 1138.

P2. Duba A., Goriewa-Duba K., Wachowska U. 2019. Trichothecene genotypes analysis of
Fusarium isolates from di-, tetra- and hexaploid wheat. Agronomy, 9(11), 698.

P3. Duba A., Goriewa-Duba K., Wachowska U., Glowacka K., Wiwart M. 2019. The
associations between leaf morphology, phenylalanine ammonia lyase activity, reactive
oxygen species, and Fusarium resistance in selected species of wheat with different
ploidy levels. Plants, §(10), 360.

P4, Duba A., Wachowska U. 2018. Podatno$¢ diploidalnych, tetraploidainych
i heksaploidainych gatunkéw pszenicy na porazenie przez Zymoseptoria tritici 1 Blumeria
graminis. Progress in Plant Protection, 58(4), 270-274.

Zawartos¢ merytoryczna publikacji przedstawionych jako rozprawa doktorska jest
zgodna z tytulem rozprawy doktorskiej, w zwigzku z czym spelniony zostal warunek
formalny polegajacy na spdjnosci tematycznej prac zglaszanych jako osiggnigcie naukowe.
Publikacje te dotyczg zdrowotnosci rézmych genotypdéw pszenic oraz morfologicznych,
biochemicznych i genetycznych mechanizméw warunkujacych odpornosé tych roslin.

Publikacje Doktoranta, przedstawione jako rozprawa doktorska, ukazaly si¢
w czasopismach posiadajacych wysoka renom¢ naukowa, o profilu w pelni odpowiadajacemu
tematyce osiagni¢cia Doktoranta. Wybor tych czasopism stanowi dobrg rekomendacje




wysokiej jakosci wykonanych badan i ich wartosci naukowej. Trzy pierwsze publikacje
ukazaly sie w czasopismach posiadajacych Impact Factor (IF), ktdrego sumaryczna wartosc
wynosi 9,074. Laczna warto§é punktowa wszystkich czterech publikacii, wedlng MNiSW
stanowi 290 pkt.

Udzial wiasny pana mgr A. Duby w poszezegdlnych publikacjach wskazanych jako
osiagniecie naukowe jest znaczny. W dwoch pierwszych pracach wynost on 65%, natomiast
w pozostatych dwéoch 70%. Udzial Doktoranta polegal na wspdétudziale w opracowaniu
koncepcji prac, wykonaniu badaf, interpretacii uzyskanych wynikéw, zebraniu
najwazniejszych informacji w formie tekstu manuskryptu i tabel, opisamiu wnioskéw
i dyskusji, przygotowaniu manuskryptu do druku. Wszyscy wspélautorzy powyZszych
publikacji Zlozyli stosowne os$wiadczenia o swym udziale w pracach, wskazanych przez
Doktoranta jako cykl publikaciji skladajacych si¢ na rozprawe doktorska, ktéry wynosi od 5%
do 30%.

7. oéwiadczen Doktoranta oraz o$wiadczen wspolautoréw wyraznie wynika, 1z mial on
znaczacy udzial na kazdym etapie powstawania publikacji stanowiacych osiagnigcie. We
wszystkich pracach mgr A. Duba jest pierwszym autorem. Przedstawiony w cyklu publikacji
dorobek jest oryginalny i bezsprzecznie posiada duza warto§¢ naukowa. Jednoczesnie
dorobek ten stanowi niewstpliwic novum naukowe, dowodzace znacznego wkiadu
Doktoranta w rozwoj badan dotyczacych morfologicznych, biochemicznych i genetycznych
mechanizméw obronnych roslin réznych genotypdw gatunkdw rodzaju Triticum na porazenie
przez grzyby rodzaju Fusarium, Zymoseptoria tritici, Parastagonospora nodorum i Blumeria
graminis. Szczegblng uwage zwrdcil na istotng rolg identyfikacji gendéw warunkujacych
odpornosé roslin oraz poszukiwanie 1 potencjalne wykorzystanie zrodel odpornodci, w tym
linii reliktowych gatunkéw rodzaju Triticum, w dalszej hodowli odpornosciowej odmian
i wprowadzaniu ich do praktyki jako istotny element integrowanej ochrony pszenicy przed
chorobami. Na tej podstawie uznajg, ze wskazane osiagnigeie spetnia wszystkie wymogi
stawiane obecnie rozprawom doktorskim. Przedstawione badania mieszcza si¢ zardwno
w obszarze badan podstawoWych, jak 1 stosowanych, a ich wyniki przedstawiaja istotne
znaczenie praktyczne.

Zbioér czterech oryginalnych prac twoérczych Doktorant poprzedzil dosé obszernym,
liczacym 33 strony opracowaniem, ktGre zaczyna si¢ streszczeniem rozprawy doktorskie
w jezyku polskim i angielskim. Nast¢pnie zamiescit wstgp. Na podstawie dotychczasowego
stanu wiedzy Autor sformutowat cztery hipotezy badawcze 1 wyrdéinit 5 celow
szczegbltowych, kitore w toku badah zostaly osiagnigte. Rozbudowany przeglad literatury
zajmuje 7,5 stron opracowania a opis metod badawczych 4,5. Nastgpnie dokonal opisu
najwazniejszych wynikéw przeprowadzonych badafi przedstawionych w publikacjach.
Opracowanie podsumowuje 12 wnioskami, a konczy je spisem najwazniejszych pozyeji
literatury wykorzystanych przy wykonaniu rozprawy doktorskiej i wykazem publikacji
sk}adajacych sie na prace doktorska.



Pierwsza publikacja (P1), przedstawiona jako rozprawa doktorska, jest praca
przegladowa, uwzgledniajaca 150 pozycji literatury, =zawierajaca bardzo dobrze
przeprowadzony przeglad dotychczasowych wynik6w badan dotyczacych interakcji migdzy
roslinami pszenicy a jej najwazniejszymi patogenami: Z. fritici, P. nodorum 1 Fusarium spp.
Publikacja ta stanowi bardzo dobry wstep dla calego opracowania. Przedstawiono w nigj
przebieg procesu infekcyjnego dla hemibiotroficznych grzyboéw rodzaju Fusarium 1 Z. tritici,
oraz nckrotroficznego P. nodorum. Zwrdcono uwage na istotna role poszczegdlnych
zwiazkow bioracych udzial w tym procesie, zardwno tych wytwarzanych przez rosling, jak
i przez patogeny. Scharakteryzowano znaczenie morfologicznych i anatomicznych barier
warunkujacych odporno$é roglin pszenicy na powyzsze patogeny. Szczegdlng uwage
zwrdcono na uwarunkowania na poziomie genetycznym decydujace o odpornosei roslin na
wczesniej wymienione grzyby, w tym na zaangazowanie gendéw w kodowaniu odpornosei.
Na koniec przedstawiono praktyczne mozliwodci wykorzystania mechanizméw obronnych
pszenicy w jej ochronie przed chorobami. Informacje zawarte w publikacji nr P1 byly
cytowane tylko w przegladzie literatury rozprawy doktorskiej. Dla podkreslenia, iz publikacja
ta stanowi integralng cze$¢ rozprawy dokiorskiej warto bylo to wyraZnie zaznaczy¢, np.
podajac ,,P1, Duba i in. 20187, czyli w takim samym stylu jak w dalszej czg$ci opracowania
cytowano pozostale prace stanowiace osiagniecie.

Pozostale trzy prace stanowigce rozprawg doktorskg bazujg juz na eksperymentach
naukowych, realizowanych w warunkach polowych, szklarniowych i laboratoryjnych.
Wykorzystany w nich material badawczy stanowily liczne linie 6 taksonow pszenicy
o réinym stopniu ploidalnosci: diploidalny takson 7. monococcum ssp. monococcum,
tetraploidalne taksony T. furgidum ssp. polonicum, T. turgidum ssp. durum i T. turgidum ssp.
dicoccum oraz heksaploidalne taksony T. aestivum ssp. aestivum 1 T. aestivum ssp. spelta.
Rosliny te poshuzyly miedzy innymi jako materiat do pozyskania kolekcji izolatéw gatunkow
grzybow Fusarium wykorzystywanych w opracowaniu.

Na szczegdlng pozytywng ocene zashuguje poprawne postepowanie metodyczne, czgsto
wykorzystujace nowoczesne techniki i sprzet badawezy, oraz wzorowe opracowanie bardzo
bogatych wynikoéw. Gatunki Fusarium identyfikowano mikroskopowo i molekularnie,
wykorzystujge technike PCR, PCR-ITS oraz multiplex PCR. W pracy zastosowano takze
metode mikroskopii skaningowej w celu scharakteryzowania barier morfologicznych lisci
pszenicy. Badano takze zmiany w aktywnosci enzymu amoniakoliazy fenyloalaniny w reakcji
tworzenia kwasu cynamonowego. Ponadto, wykorzystano mikroskop konfokalny do
zobrazowania stopnia akumulacji reaktywnych form tlenu podczas procesu infekcyjnego
F. culmorum w tkankach pszenicy.

Prawidtowe zaplanowanie i staranne wykonanie pracochlonnych badan, umozliwilo
uzyskanie wielu interesujacych, a zarazem cennych danych. Przeprowadzone w ramach pracy
doktorskiej do$wiadczenia polowe, szklarniowe i analizy laboratoryjne pozwolily na
kompleksowe zbadanie interakcji pomiedzy roslinami pszenic a infekujacymi je patogenami.
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W warunkach naturalnych, na analizowanych heksaploidalnych liniach 7. aestivum ssp.
aestivum zazwycza) najwiecej obserwowano objawdw porazenia przez Z. tritici 1 B. graminis.
Mniej objawdw chorobowych stwierdzono na T. gestivum ssp. spelta 1 T. aestivum ssp.
aestivum odmianie Sumai 3. Na tetraploidalnych liniach T turgidum ssp. polonicum
i T turgidum ssp. dicoccum odnotowano przeci¢tne nasilenie objawdw powodowanych przez
Z. tritici oraz mmikome dla B. graminis. W warunkach naturalnych na diploidalnych liniach
T. monococcum $Sp. monococcum zazwyczaj nie obserwowano zadnych objawdw porazenia
przez analizowane patogeny [ub objawy te wystepowaly sporadycznie, natomiast znacznie
wigeej objawOw porazenia stwierdzono po inokulacji zarodnikami Z frifici roslin
uprawianych w szklarni.

Doktorant udowodnit, iz ziarno oraz plewy analizowanych linii 7. aestivum ssp. spelta
i T. monococcum ssp. monococcum byly czesciej zasiedlone przez grzyby rodzaju Fusarium
niz pozostalych gatunkéw Triticum. Wsrdd przeanalizowanych izolatdéw F. culmorum
i F. graminearum wyr6znit duzy odsetek izolatow nalezacych do genotypéw NIV i 3-ADON.

Autor opracowania stwierdzil, ze budowa 1 liczba barier konstytutywnych roznita sig¢
pomigdzy analizowanymi gatunkami pszenicy. Wigkszo$¢ analizowanych linii gatunkéw
reliktowych pszenicy cechowala si¢ wigkszg liczba trichomow niz linie pszenicy zwyczajngj
oraz wigksza liczby aparatéw szparkowych niz odporna odmiana Sumai3. Zaobserwowano
rowniez inng budowe krysztaléw wosku pokrywajacych liscie pszenicy. Linie pszenicy
zwyczajnej tworzyla jednorodna zbitg strukturg¢ zbudowang z krysztalow wosku, natomiast
u innych gatunkéw obserwowano pojedyncze krysztaly wosku rozmieszezone na powierzchni
lisci.

Oceniajac odpowiedz biochemiczng linii pszenicy zwyczajnej 1 pszenicy orkisz na stres
biotyczny na poziomie komérkowym stwierdzono wzrost aktywnosci enzymu amoniakoliazy
fenyloalaniny i wzmozona syntez¢ reaktywnych form tlenu w poczatkowych etapach po
infekcji F. culmorum. W komorkach odpornej linii pszenicy orkisz, zawartos¢ reaktywnych
form tlenu pozostawala wysoka przez pieé dni po inokulacji. Natomiast u odpomej odmiany
Sumai3 stwierdzono niski poziom syntezy i akumulacji reaktywnych form tlenu oraz
niewielki wzrost aktywnoéci enzymu amoniakoliazy fenyloalaniny.

Osiagniecia wynikajgce z przeprowadzonych oryginainych badan podsumowane zostaty
dwunastoma wnioskami, ktére w wickszosci sq trafnie osadzone w wynikach badan. Wnioski
te na ogdt sa poprawnie sformulowane, jednak moim zdaniem warto by przeredagowac
wniosek pierwszy.

Lektura powyzszych publikacji $wiadezy, iz Doktorant potrafi przeprowadzi¢ analize
uzyskanych wynikéw i wyciagnaé na tej podstawie odpowiednie wnioski. Ponadto wyniki
wlasne umiejgtnie konfrontuje z rezuitatami badan innych autoréw, zawartych
w przytoczonych licznych pozycjach pismiennictwa. Rozdzialy dotyczace dyskusji wynikow
sa zawsze bardzo obszerne, czytelne i prowadzone w sposdb konsekwentny. Wynika z nich,

iz Doktorant posiada szerokie rozeznanie w literaturze naukowej a jednoczesnie umiejgtnosc
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krytycznego podejscia, zaréwno do uzyskanych rezultatéw wlasnych, jak 1 perspektyw
szerszego wykorzystania wykonanych badan.

Stanowigce integralng cze$¢ rozprawy doktorskiej opracowanie, w ktorym Doktorant
dokonuje kompilacji czterech publikacji oryginalnych i podejmuje probe przedyskutowania
otrzymanych wynikéw, pomimo niewatpliwych walordéw jakie praca ta posiada, jej lektura
sktania do kilku uwag i sugestii, ze wzgledu na stwierdzone uchybienia:

"W metodyce badawczej pojawily si¢ pewne rozbieznosci dotyczace terminu oceny
nasilenia porazenia. W rozprawie doktorskiej, powolujac sie na pracg nr P2, podano
iz ocene zdrowotnosci ro§lin wykonano w czierech terminach, ij.: w fazie strzelania
w zdzblo (BBCH 31), w fazie kloszenia (BBCH 61), fazie kwitnienia (BBCH 65) i fazie
dojrzatosci woskowej ziarna (BBCH 83), natomiast w oryginale tej pracy podano tylko
fazy BBCH 75 i BBCH 89. JeZeli te terminy ocen dotyczyly rowniez innych prac nalezalo
je poda¢. Moim zdaniem wymienione terminy ocen dotyczyly pracy nr P3. Ponadto faza
BBCH 61 to nie faza kloszenia a poczatek kwitnienia.

= W rozprawie podano, iz oceniajgc obecno$¢ Fusarium spp. na ziarnie i plewach badanych
pszenic ogdlnie wylozono 45 préb, natomiast w pracy nr P2 podano 52 proby (samples).
W tym miejscu warto dodac, iz zamiast okre$lenia ,,prOb” nalezatoby stosowaé okreslenie
probek”.

®* W rozprawie podano, zc ilos¢ i jakos¢ wyizolowanego DNA sprawdzono za pomoca
pomiarn absorbancji wykorzystujac do tego celu NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
natomiast w pracy P2 podano NanoMaester Gen, Warsaw, Poland. RéZnice dotyczyly
réwniez stgzen zelu agarozowego, na ktérym dokonywano reakcji rozdzielena produktow.

= Zardwno w rozprawie doktorskiej, jak i w pracy P2, na kiora si¢ powotywano, w metodyce
badan podano, iz tozsamos¢ gatunkowa zostala potwierdzona poprzez zsekwencjonowanie
konserwatywnego nickodujacego regionu grzybdw rodzaju Fusarium, ktory zostal
amplifikowany z wykorzystaniem starterow ITS4 1 ITS5. Z kolei w opisie wynikow badan
poedano, Ze przeprowadzono amplifikacje regionow I'TS1 1 ITS2.

"W pracy zdarzaja si¢ miezbyt trafne stwierdzenia. Miedzy innymi podano ,,Podczas
pierwszych faz infekcji”. Zapewne Doktorantowi chodzito o pierwsze etapy infekcji, gdyz
infekcja jest jedna z faz przebiegu procesu chorobowego. Inne stwierdzenie to
»bezobjawowe]j fazy infekcji”. Oczywiscie nie zawsze po infekcji obserwujemy objawy
chorobowe, jednak objawy chorobowe mozna zaobserwowaé dopiero w fazie choroby
wlasciwej, a nie podezas infekeji. Innym razem podano ,,w warunkach naturalnej infekeii

na mikropoletkach”. Infekcja jest procesem naturalnym, prawdopodobnie Autorowi
chodzilo o naturaing inokulacjg.

* W rozprawie doktorskiej zastosowano pewne uproszczenia. Brak objawdw chorobowych
nie zawsze oznacza, ze nie doszio do infekcji i rosliny sg odporne na infekcje. Warto

pamigtaé, iz rozwdj patogendw moze zostac zatrzymany rowniez po fazie infekcji.




s Moim zdaniem warto unikaé podawania polskich i laciski nazw r0Zznych gatunkow
pszenic w jednym zdaniu.

s Warto bylo doprecyzowaé stwierdzenie podane w sireszezeniu (sfr. 3, ostaini wiersz)
»Patogen Z. jest”.

PoWyZej wymienione sporadyczne, drobne uwagi i sugestie, czesto edytorskie, w zaden
spos6b nie umniejszajg wartosci ocenianej rozprawy doktorskiej. Calo$¢ ocenianego zbioru
czterech monotematycznych publikacji  stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego, kidre oceniam pozytywnie i wysoko. Rozprawa ta ma charakter pelnego
opracowania, zawiera wiele cennych i nowych dla nauki wynikéw, majacych duza wartos¢
poznawczg, a takze praktyczng. W moim przekonaniu zamieszczone publikacje i ich
podsumowanie wskazuja, ze Doktorant jest przygotowany do samodzielnego rozwiazywania
probleméw naukowych, wykazuje ogolna wiedzg teoretyczna oraz umiejgtnosé zespolowego
prowadzenia pracy naukowe;j.

Opinia koncowa

Podsumowujac  stwierdzam, 2e pod wzgledem formalnym, metodycznym
i merytorycznym przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Adriana Duby speinia
wymogi stawiane rozprawom dokiorskim okreslonym w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U.
z 2003 1., nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.) oraz Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego W sprawie szczegOlowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci
w przewodzie doktorskim, postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie
tytutu profesora. W zwiazku z powyzszym przedkiadam wniosek do Wydziatu Ksztaltowania
Srodowiska i Rolnictwa, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie
pana mgr Adriana Duby do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora.
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