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Kita kapusty jest najgrozniejszg chorobg szeregu gatunkéw uprawnych roslin
kapustowatych, zaréwno rzepaku jak i warzyw, powodujacg ogromne straty plonu, a zatem o
duzym znaczeniu gospodarczym. Zwalczanie sprawcy choroby, patogena jakim jest
Plasmodiophora brassicae, jest niezwykle trudne z uwagi na jego powszechne wystepowanie
oraz dolno$¢ do przetrwania w glebie przez kilka lat nawet bez obecnos$ci roslin zywiciela.
Ponadto, wystepuje wiele patotypéw o réznej wirulencji, co ogranicza postep w hodowli
odpornosciowej, zwlaszcza przy niedostatecznie poznanym mechanizmie reakcji
odpornos$ciowej roslin na infekcje. Dlatego podjecie badan nad zrozumieniem genetycznych
uwarunkowan tych mechanizméw i wskazanie genéw zwigzanych z odpornos$cig nalezy do
pilnych zadan o znaczeniu dla produkcji roslinnej zaré6wno w Polsce jak i na §wiecie. Autor
rozprawy podjat sie odpowiedzie¢ na kilka probleméw badawczych i poszerzy¢ wiedze w tym
zakresie skupiajgc sie na jednym wybranym patotypie P. brassicae (P1+) powszechnie
wystepujgcym na terenie Polski i opierajac swoje badania na roslinie modelowej Arabidopsis
thaliana, nalezacej do rodziny kapustowatych, dla ktérej dostepny jest bogaty zestaw danych
genetycznych i transkryptomicznych oraz dostepne s3g kolekcje obiektéw o réznym
pochodzeniu, w tym takze scharakteryzowanych mutantéw. Tematyka rozprawy jest zatem w
peini aktualna i wazna z poznawczego punktu widzenia, ale takze o potencjalnym duzym
znaczeniu dla postepow w hodowli nowych odmian roslin uprawnych sprzyjajacych
prowadzeniu zrdwnowazonej gospodarki rolnej.

Struktura i opis rozprawy

Rozprawa doktorska zostata przedstawiona w formie monografii w jezyku angielskim.
Jedynym autorem rozprawy jest mgr Soham Mukhopadhyay wykonujgcy badania do pracy
doktorskiej w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu; promotorem jest dr hab. Robert
Malinowski, prof. IGR, a promotorem pomocniczym dr William Truman. Rozprawa zostata
przygotowana w roku 2022. Badania bedjce przedmiotem rozprawy byty czeSciowo
finansowane w ramach projektu badawczego NCN OPUS 10 nr 2015/19/B/NZ3/01489,
ktdérego kierownikiem byt dr William Truman.



Rozprawa obejmuje 150 stron, sktada sie z typowych rozdziatéw przewidzianych dla

pracy doktorskiej w naukach przyrodniczych i zawiera streszczenia w j. angielskim i polskim,
wykaz wykorzystywanych skrétéw, spis tresci, wstep, cel pracy i hipotezy, materiat i metody,
wyniki, dyskusje uzyskanych wynikéw, konkluzje oraz wykazy 48 rycin, 7 tabel i
wykorzystanej literatury (ok. 200 pozycji).
Wstep obejmuje 30 stron, a Autor przedstawia w nim charakterystyke patogena jakim jest
pierwotniak Plasmodiophora brassicae, sprawca kity kapusty, choroby roslin gtéwnie z
rodziny kapustowatych. Przedstawia konsekwencje ekonomiczne wystepowania choroby,
strategie ograniczania strat plonu, taksonomie patogena i jego cykl zyciowy. W dalszej
kolejnosci skupia sie na mechanizmach interakcji ros$lina-patogen omawiajac szereg szlakow
sygnalnych i odpowiedzi ros$lin na infekcje. Przybliza aktualng wiedze o genetycznym podtozu
odpornosci na kite u kapustowatych z oméwieniem poszczegdélnych gatunkéw. Caty rozdziat
jest wnikliwy, skupiajacy sie na najwazniejszych aspektach i oparty na obszernej aktualnej
literaturze. Moge stwierdzi¢, ze Autor ma dobre rozeznanie w problematyce tematu, posiada
bogatg wiedze, ktérg umiejetnie przedstawia.

W rozdziale Cel i hipotezy Autor definiuje dwa gtéwne cele i trzy hipotezy. Rozdziat
Materiat i metody jest skrétowy, bez wnikania w szczeg6towe opisy metodyk lecz zawierajacy
podstawowe i najwazniejsze informacje, w mojej opinii wystarczajgce dla przedstawienia co
byto obiektem badan i jak je prowadzono. Zawiera takze odnos$niki do materiatow
Zzrodtowych, z ktoérych czytelnik moze wuzyska¢ bardziej szczegbétowe informacje o
wykorzystanych procedurach. Uwazam, Ze rozdziat ten jest napisany w sposéb przemyslany i
wystarczajacy. Dodatkowe informacje jak zaplanowane zostaty poszczegélne eksperymenty
zawarte sg w ich opisach w kolejnym rozdziale Wyniki, co utatwia jego zrozumienie. Ten
rozdziat obejmujgcy 50 stron zostat podzielony na trzy podrozdziaty z podpunktami
nawigzujgce do trzech gtéwnych hipotez zdefiniowanych w rozdziale wcze$niejszym.
Podrozdziaty te s3 napisane w sposob niezwykle skondensowany uwypuklajgce jedynie
najwazniejsze wyniki wynikajgce z przeprowadzonych eksperymentéw. Wzbogacone sg w
ilustracje i tabele, ktére sg przejrzyste i informatywne, dobrze ukazujgce podsumowanie
przeanalizowanych wynikéw. Autor w nietypowy sposob sformutowat tytuly wiekszosci
podrozdziatéw, ktore sg de facto gtownymi konkluzjami sformutowanymi na podstawie
osiggnietych wynikéw i ukazywanych w tych rozdziatach. Nawigzuje w ten sposéb do
praktyki spotykanej w artykutach naukowych publikowanych w czasopismach o wysokiej
randze naukowej. Opis wynikdw uzupeiniony jest jednocze$nie o elementy dyskusji w
kontekscie literatury tematu, Autor takze podaje przypuszczalne wyttumaczenia osiggnietych
wynikéw i ich znaczenie oraz wskazuje jakie dalsze badania mozna lub powinny by¢
wykonane. Konstrukcja rozdziatu Wyniki jest zatem bardziej typowa dla publikacji naukowe;j
niz rozprawy. Zabieg ten sprawia jednak, Ze cata praca zostata przedstawiona syntetycznie,
bez zbednych powtérzen w rozdziale Dyskusja, co znacznie utatwia jej zrozumienie.

Rozdzial Dyskusja obejmujacy dziewiec stron, zawiera w zwigzku z powyzszym
gléwnie interpretacje osiggnietych wynikéw, ale nie tylko szczegétowych lecz w ujeciu
holistycznym. Ukazuje on dojrzato$¢ Autora do naukowego i krytycznego spojrzenia na
uzyskane wyniki podej$cia. Nie uniknat jednak zawarcia w tym rozdziale takze wynikéw (np.
wskazanie gendw), ktére nie byty ukazane w rozdziale Wyniki. Zakoniczenie tego rozdziatu
stanowi podsumowanie badan, w ktérym Autor ukazuje na schematach roznice w reakcji




roslin tolerancyjnych i wrazliwych. Opatrzenie ich syntetycznym oméwieniem bytoby cennym
zwienczeniem dyskusji uzyskanych wynikéw i sformutowanych wnioskéw koricowych, ktére
zostaty zawarte w ostatnim rozdziale Konkluzje.

Ocena merytoryczna rozprawy

W  rozprawie zostaty przedstawione wyniki licznych i zlozonych prac
eksperymentalnych, w wyniku ktérych uzyskano nowe przestanki wzbogacajagce wiedze o
zmiennoSci 143 obiektéw rzodkiewnika pod katem wrazliwosci na kite kapusty oraz
genetycznym podtozu reakcji na infekcje patotypem P1+ P. brasicae. Badanie zmienno$ci byto
kluczowe dla dalszych etapéw badan, umozliwito bowiem wybranie obiektéw o skrajnej
reakcji na patogena oraz ustalenie tempa zasiedlania Zywiciela, co umozliwito ustalenie
wiasciwych warunkéw prowadzenia dalszych eksperymentéw.

W dalszej czedci Autor wykonat analize GWAS kolekcji rzodkiewnika i zidentyfikowat
jeden polimorfizm pojedynczego nukleotydu silnie powigzany ze stopniem zasiedlenia
zywiciela przez patogena. Okre$lit potozenie tego SNP w rejonie locus RPB1 wskazanego we
wcze$niejszych  badaniach  jako powigzanego z odporno$cia na kite, ale
niescharakteryzowanego. Na podstawie analiz bioinformatycznych i ekspresji oraz wykonujgc
eksperymenty polegajace na transformacji genetycznej rzodkiewnika i tytoniu wprowadzajac
sekwencje kodujgcg RPB1 kontrolowang przez rézne promotory i z dotagczonym znacznikiem
GFP Autor wykazat réznice strukturalne genu u roslin o réznym stopniu podatno$ci i zwigzek
jego ekspresji z tworzeniem naro$li na korzeniach. Wskazatl takze, ze gen RPB1 nie jest
wystarczajacym czynnikiem genetycznym aby warunkowac odporno$¢. Dlatego w dalszej
kolejnosci wykonal analize poréwnawczg transkryptoméw obiektéw Col-0 i Est-1 o
odmiennej reakcji na patogena. Zidentyfikowat zestaw gendéw o réznicowej ekspresji i
przeprowadzit dla nich analizy wzbogacenia (GO i KEGG pathway enrichment). Na tej
podstawie wskazat procesy biologiczne zaangazowane w reakcje rzodkiewnika na infekcje P.
brassicae, a w szczeg6lnosci wykazat aktywacje réznych Sciezek w zaleznosci czy rosliny sg
podatne czy tolerancyjne, w tym m.in. $ciezek sygnalnych zaleznych od kwasu jasmonowego i
salicylowego. Co wiecej, wykazat interakcje miedzy tymi $ciezkami sygnalnymi. Niezalezny
zestaw eksperymentéw doprowadzit do wykazania, ze w trakcie infekcji dochodzi do
zahamowania reakcji obronnej u ro$lin wrazliwych poprzez ostabienie szlaku sygnalnego
indukowanego przez chityny. Autor zidentyfikowat takze gen PbChiBD2 u patogena, ktéry
przypuszczalnie koduje biatko wigzace chityny i blokujgce mozliwo$¢ rozpoznawania chityny
przez receptory u rzodkiewnika i tym samym postuluje mechanizm omijania przez patogen
systemu obronnego rosliny.

Po zapoznaniu sie z przedstawiong rozprawg doktorska moge stwierdzi¢, ze stanowi
ona oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Uzyskane wyniki i sformutowane na ich
podstawie wnioski znacznie pogtebiaja dotychczasowg wiedze o mechanizmach odpowiedzi
ro$lin rzodkiewnika na infekcje P. brassicae. S3 one wazne i bedg pomocne w dalszych
badaniach, bowiem Autor nie tylko uzyskal odpowiedzi na stawiane pytania lecz takze
uzyskat liczne dane, ktére moga by¢ w dalszej kolejnosci eksplorowane, ale takze sformutowat
szereg przypuszczen, ktore nakre$lajg kierunki przysztych badan. Wyniki uzyskane dla
gatunku modelowego stanowig takze doskonaty punkt odniesienia dla badan u gatunkéw



uprawnych. Z powyzszych wzgledow uwazam, Zze rozprawa jest warto$ciowym
opracowaniem wnoszacym nowg wiedze o duzym znaczeniu poznawczym w zakresie nauk
rolniczych. Podkre$lenia wymaga ztozonos$¢ eksperymentéw wymagajacych nabycia
umiejetno$ci przez Autora wielu technik badawczych i metod obliczeniowych. Obejmujg one
techniki pracy z mikroorganizmami i do$wiadczeniami odpornosciowymi ro$lin, analizy
molekularne DNA i RNA, w tym iloSciowe, analizy bioinformatyczne GWAS, RNASeq, i
wzbogacenia $ciezek i ontologii gendw, izolacji i klonowania genéw, tworzenia wektorow
plazmidowych, transformacji genetycznych, reprodukcji roslin, ekstrakcji i analizy aktywnosci
enzymatycznej. Réwniez na uznanie zastuguje zapewnienie we wszystkich eksperymentach
odpowiedniej liczby niezaleznych powtdrzen obejmujacych wiele roslin, co jest istotne dla
zapewnienia jako$ci i utwierdza w powtarzalnos$ci uzyskanych wynikéw oraz uwiarygodnia
przeprowadzane interpretacje. Cata rozprawa zostata przygotowana starannie i wzbogacona
licznymi i wtasciwie zaprojektowanymi planszami obrazujagcymi omawiane wyniki.

Uwagi i pytania

Chciatbym jednak zwrdéci¢ uwage na kilka aspektéw. Podany przez Autora drugi cel
badan (zidentyfikowanie i scharakteryzowanie biatek potencjalnie wigzacych chityne) jest
jednoznaczny i niewgtpliwie wazny w kontekscie wyttumaczenia mechanizmu odpornosci na
kite, jednak cel pierwszy zostal sformutowany zbyt obszernie. W szczeg6lnosci, Autor
niepotrzebnie wskazuje jakimi metodami bedg prowadzone badania, oraz podkresla, Ze celem
badan jest samo ich prowadzenie, podczas gdy celem powinien by¢ okre§lony rezultat badan.
Celem badann powinno by¢ zatem nie przeszukiwanie zasobdéw genowych jak zostato to
napisane lecz opis tych zasobdéw lub identyfikacja obiektéw wykazujacych odpornosé oraz
charakterystyka interakcji patogen-ros$lina. Taka informacja jest oczywiscie réwniez zawarta
w przytaczanym zdaniu opisujagcym cel badan, zatem moja uwaga ma bardziej charakter
redakcyjny. Réwniez sformutowanie hipotez sktania mnie do zwré6cenia uwagi, ze powinny
by¢ one zdecydowanie bardziej jednoznaczne, bo to na podstawie hipotez planowane sg
eksperymenty, ktére majg dostarczy¢ wynikéw pozwalajacych zweryfikowa¢ poprawno$c¢
stawianych hipotez. Zbyt ogélne i niejednoznaczne hipotezy mozna uznal za prawdziwe
wilasciwie dowolnie Kkonstruujac uktad doswiadczalny. Lektura catej rozprawy, a w
szczeg6lno$ci rozdziatu Wyniki, poiwala mi stwierdzi¢, ze Autor stawiat wiele szczeg6towych
hipotez, ktére sg precyzyjnie sformutowane i poprawne. Dla wiekszej przystepnosci rozprawy
nalezatoby zatem zebrac je w jednym miejscu, przynajmniej te gtéwne hipotezy.

Ponadto uwazam, Ze Autor zbyt lakonicznie przedstawil najwazniejsze wnioski. W
szczeg6lnoSci wnioski 1 i 4 sg zbyt ogdlne i wiasciwie nic nie wnoszace. Taki sposéb
przedstawienia wnioskéw koncowych stoi w sprzeczno$ci z umiejetnos$cia Autora do
formutowania jednoznacznych stwierdzen, de facto bedacych konkluzjami, a co udowodnit
formutujac tytuty podrozdziatéw, o czym wspominam w poczatkowym fragmencie recenz;ji.

We wstepie rozprawy zabrakto moim zdaniem informacji o innych patotypach P. barassicae.
Prosze o oméwienie w trakcie obrony co wiadomo o wirulencji badanego patotypu P.
barassicae w stosunku do innych oraz na ile uzyskane wyniki opisane w rozprawie moga
mie¢ przetozenie na rosliny uprawne.



Badajgc kolekcje rzodkiewnika Autor zidentyfikowat 11 obiektéw, ktére wykazywaty
znacznie mniejsze porazenie niz pozostate i uznat je za odporne. Czy uzasadnione jest
stosowanie terminu ,odporny” w przypadku roslin tych obiektéw skoro byty zasiedlone
przez patogena i wykazywaty objawy chorobowe (indeks porazenia DI dla obiektéw
wynosit 30-50%)?

Na Fig. 22 obserwowane réznice miedzy $rednimi dla linii L1-L9 i Col-0 s3 istotne, ale sg one
bardzo mate. Wykazana istotno$¢ jest wynikiem zastosowania testu t-Studenta, ktéry nie
jest odpowiedni przy poréwnaniach wielokrotnych. Nalezatoby zweryfikowac czy réznice
nie bytyby nieistotne stosujac test dedykowany do poréwnan wielokrotnych z kontrolg,
np. test Dunneta, a wtedy jaki miatoby to wptyw na dalszg interpretacje wynikow.

W eksperymentach z wektorami zawierajgcymi Kkonstrukcje p35S:GFP nie uzyskano
fluorescencji u transformantéw. Czy sprawdzono poprawno$¢ sekwencji wektora poprzez
transformacje z uzyciem wektora bez insertu RPB1? Analogicznie, czy uzyskano
fluorescencje lub wybarwienie histochemiczne gdy stosowano wektory z pRPB1:RPB1.

W analizie poréwnawczej transkryptoméw do wyboru DEG zastosowano kryterium oparte o
wspoétczynnik (1,5 i 2,0) méwiacy ile razy jest wiecej lub mniej odczytéw dla danego
transkryptu. Czy przy wyborze DEG brano takze pod uwage jaki jest poziom ekspres;ji?

Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa jest wartoSciowym opracowaniem naukowym waznego
problemu badawczego. Cato$¢ badan jest logicznie zaplanowana i zrealizowana z uzyciem
wihadciwych metod, zakladane cele zostaly osiggniete, a uzyskane wyniki poszerzajg
dotychczasowg wiedze. Przedstawiona rozprawa wskazuje takze, ze mgr Soham
Mukhopadhyay wykazuje og6lng wiedze teoretyczng w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo
oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Konkludujgc, uwazam ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, ktorej
autorem jest mgr Soham Mukhopadhyay spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim i
wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN o dopuszczenie mgr Soham
Mukhopadhyay do dalszych etapéw postepowania.

Krakow, 19 wrzes$nia 2022 prof. dr hab. Rafat Baranski



