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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Depta pt.:

»Ocena zasobéw genowych rodzaju Nicotiana pod wzgledem odpornosci na
najwazniejsze choroby wirusowe tytoniu”

1. Wprowadzenie

Niniejsza ocena zostala opracowana w odpowiedzi na pismo Z-Cy Przewodniczacego
Rady Naukowej Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa PIB w Putawach prof. dr hab.
Janusza Podlesnego z dnia 23 sierpnia 2023 roku. Przedtozona rozprawa doktorska zostata
wykonana w Zaktadzie Hodowli i Biotechnologii Roslin IUNG-PIB w Putawach pod
kierunkiem prof. dr hab. Teresy Doroszewskiej oraz pod kierunkiem promotora
pomocniczego - dr Anny Czubackiej.

2. Tytul, forma i problematyka badawcza rozprawy doktorskiej stanowiacej podstawe
ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora

Rozprawa doktorska mgr inz. Anny Depta pt. ,,Ocena zasobéw genowych rodzaju
Nicotiana pod wzgledem odpornosci na najwazniejsze choroby wirusowe tytoniu” stanowi
zbidr pieciu powigzanych tematycznie artykutow naukowych, opublikowanych w jezyku
angielskim (jedna w polskim) w czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym. Pierwsza
publikacja wspotautorska Kandydatki i jej Promotorki ukazala si¢ w roku 2011 w
nieistniejagcym juz czasopismie Phytopathologia (IF: 0, 0 pkt. MEIN), nast¢gpna ukazata si¢
drukiem dwa lata p6zniej w czasopismie Euphytica (IF: 0, 35 pkt. MEiN), kolejna w 2018 r.
w czasopismie Czech Journal of Genetics and Plan Breeding (IF: 0, 20 pkt. MEiN), za$
czwartg prace opublikowano w czasopismie Polish Journal of Agronomy w 2020 r. (IF: 0, 10
pkt. MEIN), ostanig - rok pdézniej w czasopismie Agronomy (IF: 3,949, 100 pkt. MEIN). Tak
wiec zasigg czasowy powstawania prac byl rozlegly, stanowit wyzwanie 1 zasluguje na
podkreslenie. Doktorantka jest pierwszym autorem trzech posrdd pigciu prac ocenianego
cyklu z potwierdzonym indywidulnym wktadem na poziomie 70-90%. W pozostatych
pracach Jej wktad w powstanie publikacji podany zostal na poziomie 50-60%. W mojej
ocenie, wymienione przez Kandydatke formy aktywnosci zwigzane z powstaniem cyklu
publikacji stanowigcych rozprawe doktorska oraz zadeklarowany wktad autorski, pozwalaja
na weryfikacje ogolnej wiedzy teoretycznej z zakresu dyscypliny naukowej rolnictwo i
ogrodnictwo oraz umiej¢tnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Depta wpisuje si¢ w nurt badan nad nie
chemicznymi sposobami ochrony roslin i dotyczy hodowli odmian tytoniu odpornych na
czgsto pojawiajgce si¢ w klimacie miarkowanym 1 powodujace ogromne straty finansowe
choroby, takie jak: wirus Y ziemniaka PVY, przenoszony przez wciornastka tytoniowca wirus
brazowej plamistosci pomidora na tytoniu TSWV i wirus mozaiki tytoniu TMV. Badania tego
typu maja duze znaczenie, gdyz tyton odgrywa znaczng rolg gospodarcza w Polsce i w wielu
krajach na §wiecie, bowiem stanowi wazny produkt eksportowy, zrodto dochodu oraz forme
utrzymania dla wielu gospodarstw rodzinnych (szczegodlnie ulokowanych na glebach
stabszych 1 w rejonach, gdzie trudno znalez¢ prace badz przestawi¢ si¢ na produkcje
alternatywna — woj. podkarpackie, matopolskie czy lubelskie). Roczna produkcja tytoniu
przemystowego w Polsce wynosi ok. 32,5 tys. ton, co stanowi 0,5% udziatu w produkcji
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$wiatowej, a nasz rynek tytoniowy jest jednym z najwigkszych w Europie. Obecnie w Polsce
wytwarza si¢ 175 mld sztuk papierosow 1 27 tys. ton innych wyrobow tytoniowych, co daje
Polsce drugie miejsce w Europie. Coroczne wplywy podatkowe z produkeji i konsumpcji
wyrobow tytoniowych si¢gajg 24,4 mld zt (w tym akcyza — 18,5 mld zt), stanowigc niemal
9% ogo6tu dochodow podatkowych panstwa. Z branza tytoniowa powigzanych jest 560 tys.
miejsc pracy (z tego ok. 50 tys. osob zatrudnionych jest przy uprawie tytoniu, a dalszych 10
tys. przy produkcji wyroboéw tytoniowych, za$ reszt¢ stanowig osoby pracujagce w handlu).
Warto zaznaczyc¢, ze tyton to nie tylko roslina, ktéra moze potencjalnie szkodzi¢ cztowiekowi,
ale tez jest ro$ling modelowa wykorzystywang w badaniach molekularnych i zielonym
bioreaktorem, z ktérego mozna wyprodukowaé¢ duze ilosci rekombinowanych biatek 1
biofarmaceutykow znajdujacych zastosowanie w medycynie, farmacji, przemysle i ochronie
srodowiska.

W tym kontek$cie podjete przez mgr inz. Ann¢ Depta badania nad hodowla
odporno$ciowg tytoniu majg ogromne znaczenie, tak z naukowego, jak i poznawczego punktu
widzenia.

Waznym problemem w uprawie tytoniu jest brunatna nekroza nerwéw wywolywana
przez wirusa Y ziemniaka, hamujacego transport wody i soli mineralnych w roslinie,
zmniejszajacego zdolno$ci asymilacyjne lisci, a w konsekwencji prowadzacego do spadku
plonowania i pogorszenia jako$ci surowca. Mimo dostepnosci na rynku krajowych i
zagranicznych odmian, z genami va0, val, va2 czy VR warunkujagcymi odporno$¢ na
nekrotyczne szczepy PVYN, problem wystepowania wirusa i strat przez niego powodowanych
jest znaczny. Obserwuje si¢ bowiem coraz czgstsze pojawianie izolatow, przetamujacych
dostepne zrodta odpornosci. Kolejng choroba wirusowa majaca duze znaczenie gospodarcze
w naszym Kraju jest brazowa plamisto$¢ pomidora (TSWV), atakujaca ponad tysigc gatunkow
roslin, nalezacych do kilkudziesigciu rodzin botanicznych Choroba objawia si¢ chloroza i
nekroza lisci oraz kartowaceniem roélin. Zrédta odpornosci na TSWV w $wiecie ro§linnym sa
bardzo rzadkie. W rodzaju Nicotiana jedynie N. alata charakteryzuje si¢ odpornoscia, lecz
zastosowanie go jest trudne z powodu sprzg¢zenia czynnika odpornosci z wystgpowaniem
deformacji morfologicznych roslin. W Polsce w latach 90. wyhodowano nieuprawiang
obecnie odmiang typu papierosowego ciemnego Polalta z odpornoscia pochodzaca od N.
alata. Z kolei gen N odpornosci na wirusa mozaiki tytoniu TMV powodujgcego m.in.
nekrozy, zwijanie 1 zotknigcie mozaikowato zabarwionych liSci wprowadzono do niektdrych
odmian uprawnych tytoniu np. Ambalema, lecz nie zabezpiecza roslin poddanych dziataniu
wysokich temperatur.

Mimo ogromnego znaczenia tego typu badan, w dostepnym pismiennictwie brakuje
publikacji na temat mozliwosci otrzymywania odmian tytoniu szlachetnego odpornych na
grozne choroby wirusowe. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze stosowane dotychczas
metody chemicznego zwalczania roznoszacego wirus TSWV powodujacego tzw. ,,chorobe
lubelska” wciornastka tytoniowca (Thrips tabaci) nie sg skuteczne, dzigki czemu niekiedy
dochodzi do drastycznej obnizki plonowania, obnizenia jakos$ci surowca a nawet zniszczenia
plantacji 1 dodatkowo do zanieczyszczenia srodowiska. Jak dotad podejmowano proby
wprowadzenia do genomu N. tabacum odporno$ci m.in. na wirusa mozaiki tytoniu (TMV)
korzystajac z N. glutinosa, maczniaka rzekomego tytoniu i czarng zgnilizng korzeni z N.
debneyi, zgnilizne korzeni z N. plumbaginifolia lub N. longiflora, PVY z N. benavidesii, N.
glauca, N. noctiflora, N. raimondii lub N. africana oraz wirusa TSWV z N. alata.

Uzupetnieniem tej wiedzy poznawczo-praktycznej zajeta si¢ w swojej pracy
doktorskiej mgr inz. Anna Depta zakladajac, Ze mozliwe jest otrzymanie genetycznie
odpornych na patogeny wirusowe odmian tytoniu typ Virginia o korzystnych cechach
jakosciowych surowca i zadowalajacym poziomie plonowania. Introgresja genéw odpornosci
od dzikich odmian tytoniu wigze si¢ bowiem z wieloma problemami m.in. obnizong



zywotno$cig siewek mieszancow a takze wprowadzeniem niepozadanych cech jakosciowych
lisci. Stad kompleksowe dzieto jakiego podje¢ta sie Kandydatka stanowi istotny wkiad w
rozw0j innowacyjnych sposobow zwalczania choréb wirusowych tytoniu.

3. Formalna analiza rozprawy

Prezentowana dysertacja sktada si¢, jak juz wspomniano wczesniej, z pigciu
powigzanych tematycznie, anglojezycznych prac opublikowanych w latach 2011-2021 w
czasopismach naukowych o tgcznej liczbie punktow 165 wg punktacji MNiSW zgodnie z
rokiem wydania (z sumarycznym IF wynoszacym 3,949), co jest zgodne z art. 187 pkt 3.
ustawy (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.).

Artykuly stanowiagce recenzowang rozprawe sg opracowaniami wspotautorskimi (2 - 6
autorow), przy czym w trzech Doktorantka jest pierwszym autorem. Deklarowany wktad
pracy Doktorantki w opracowaniach wspotautorskich wynosi 50-90%, co pokrywa si¢ z
zakresem 1 udziatem prac przedstawionych w o$wiadczeniach  zamieszczonych w
zalgcznikach. Wklad Doktorantki w powstanie publikacji polegal m.in. na: opracowaniu
koncepcji i metodyki badan, prowadzeniu do$wiadczenia, interpretowaniu i opracowaniu
wynikow, przygotowaniu lub pomocy w przygotowaniu maszynopisu oraz odpowiedzi na
recenzje. Tym samym speilnia Ona jeden z warunkow stawianych kandydatom na stopien
doktora — opanowanie umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej (zgodnie z
art. 187 pkt 1. ustawy (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.).

Rozprawa obejmuje 151 stron maszynopisu. Dotgczonych do niej zostato pigé
oryginalnych publikacji bazowych oraz siedem stron o$wiadczen wspotautorow prac i trzy
strony o$wiadczen promotora, promotora pomocniczego i autora rozprawy. Catos¢ zostata
podzielona na 12 gléwnych czgsci, wyrdzniajac nastgpujace rozdziaty:

o Spis publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej oraz Streszczenie w
jezyku polskim i angielskim - co jest zgodne z art. 187 pkt. 4 ustawy (Dz. U. 2022
poz. 574 ze zm.);

o Kilkustronicowy wstep, zawierajacy syntetyczng charakterystyke problematyki
poszczego6lnych prac wchodzacych w sktad rozprawy;

o Okreslenie hipotezy badawczej oraz celu rozprawy doktorskiej;

. Przeglad literatury zawierajacy krotka charakterystyke rodzaju Nicotiana 1 gtownych
patogenow wirusowych powodujacych choroby tytoniu

J Bogato ilustrowany rozdzial: Materiat i metody podzielony na kilka podrozdziatoéw

pierwszego, drugiego i trzeciego rzedu opisujacych przeprowadzone testy
odpornosciowe, serologiczne i molekularne;

Wiyniki badan 1 dyskusja podzielone na dalsze 3 podrozdziaty;

Podsumowanie i wnioski

Literatura zawierajaca 164 pozycje, gtéwnie angielskojezyczne;

Kopie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej

Oswiadczenia wspotautoréw dotyczace wkiladu w przygotowanie publikacji oraz
o$wiadczenia promotora, promotora pomocniczego i autora rozprawy doktorskiej

Prezentacja cyklu 5. prac wchodzacych w monotematyczny cykl — tj.:

P1. Doroszewska T., Depta A. 2011. Resistance of wild Nicotiana species to different PVY
isolates. Phytopathologia, 59: 9-24. IF:0; 0 pkt. MEIN

P2. Depta A Doroszewska T., Czubacka A. 2020. Zroéznicowanie reakcji odpornosciowej
wybranych odmian tytoniu (Nicotiana tabacum) w zalezno$ci od uzytego izolatu wirusa Y
ziemniaka, Polish Journal of Agronomy, 42, 3-13.1F: 0; 10 pkt. MEIN

P3. Depta A, Doroszewska T., Czubacka A. 2021. Resistance response of the recently
discovered species Nicotiana mutabilis to Potato virus Y (PVY) and Tomato spotted wilt virus



(TSWV) compared to other sources of resistance. Agronomy, 11(8): 1617. IF: 3,949; 100 pkt.
MEIN

P4. Laskowska D., Doroszewska T., Depta A., Kursa K, Olszak-Przyby$ H., Czubacka A.
2013. A survey of Nicotiana germplasm for resistance to Tomato spotted wilt virus (TSWV).
Euphytica, 193(2): 207-219. (IF: 0; 35 pkt. MEIN).

P5. Depta A., Kursa K., Doroszewska T., Laskowska D., Trojak-Goluch A. 2018. Reaction of
Nicotiana species and cultivars of tobacco to Tobacco Mosaic Virus and detection of the N
gene that confers hypersensitive resistance. Czech J Genet Plant Breed. 54(3): 143-146. (IF:
0; 20 pkt. MEIN).

Baze bibliograficzna rozprawy stanowiag w przypadku pierwszej pracy — 27 pozycji, w drugiej
— 42 pozycje, w trzeciej — 66 pozycji, zas§ w pracy czwartej cyklu — 75 pozycji literaturowych,
w piatej pracy — 9 pozycji z ktorych gros to pozycje anglojezyczne, pod wzgledem formalnym
cytowane w sposob wiasciwy. Pozytywnie oceniam, ze cytowana literatura pochodzi w
wigkszosci z ostatnich dwoch dekad, jest $ci§le zwigzana z poruszanymi problemami
badawczymi i stanowi doskonate kompendium wiedzy dla czytelnika.

Z formalnego punktu widzenia rozprawa speilnia wymogi stawiane pracom
doktorskim.

4. Merytoryczna analiza pracy

Metodyka wykonanych prac jest prawidlowa, wyniki badan s3 szczegdlowo
analizowane i1 dyskutowane, zarowno na tle biezacej literatury krajowej, jak 1 zagranicznej,
stad warto$¢ zaprezentowanych w rozprawie publikacji w mojej ocenie jest wysoka.
Doktorantka wykazata si¢ dobra Znajomoéciq literatury, ktéra umiejetnie wykorzystata w
czasie planowania doswiadczen, opisywania wynikéw i prowadzenia dyskusji. Dyskusje w
przedstawionych pubhkaqach sa napisane wlasciwie 1 s3 wyznacznikiem dojrzalosci
naukowej Pani mgr inz. Anny Depta. Podjete przez mgr inz. Anng Depta badania nad
hodowlg odpornosciowa tytoniu maja duze znaczenie, tak z naukowego, jak i poznawczego
punktu widzenia.

Artykuty opublikowano w czasookresie od 2011 do 2021 roku. Tak znaczacy
przedzial czasowy $wiadczy, ze Doktorantka podjeta si¢ rozwigzania ztozonego problemu
sprawdzenia mozliwosci wprowadzenia genéw odpornosci na trzy choroby wirusowe
tytoniu. Nalezy podkresli¢, ze uczynita to z przemysleniem i wizja badawczo-praktyczna.

W czesci opisowe] dysertacji Autorka przedtozyta krotkie wprowadzenie w ktorym
wprowadza czytelnika w zagadnienia gromadzenia zasobow genowych wykorzystywanych
podczas hodowli odpornos$ciowej oraz opisuje najwazniejsze choroby wirusowe rodzaju
Nicotiana. W dalszej kolejnosci przedstawia hipoteze badawczg i 3 cele badawcze, ktore
realizowata podczas badan. Nastepnie przedstawia przeglad piSmiennictwa ukierunkowany
na charakterystyke i hodowle odpornosciows rodzaju Nicotiana oraz opisuje trzy gtdéwne
patogeny wirusowe bedace przedmiotem badan.

Kolejna czg$¢ pracy zawiera opis metodyki przeprowadzonych badan, ktora
podzielona zostata w logiczny sposob na czg¢$¢ dotyczacag charakterystyki zastosowanego
materiatu badawczego w postaci dzikich gatunkoéw i odmian uprawnych N. tabacum i N.
rustica oraz uzytych izolatow wirusow. W dalszej kolejnosci Doktorantka szczegdlowo
opisuje metodyke zastosowanych testow odpornosciowych, serologicznych oraz
molekularnych (przy czym dodatkowe informacje nt. uzywanych metodyk znajduja si¢ w
odpowiednich manuskryptach na ktorych bazuje niniejsza rozprawa).

W kolejnej czesci: Wyniki badan i dyskusja Autorka umiejetnie sprawozdaje uzyskane
rezultaty, zamieszczajac krotki opis i wybidrcze tabele i rysunki przeniesione i opisane z
publikacji bazowych, stanowiac streszczenie badan opisanych w 5. artykutach na ktorych
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praca doktorska zostata oparta. Autorka starata si¢ takze odnie$¢ do danych z literatury
swiatowej. Wyniki badan sg szczegotowo analizowane i dyskutowane, zar6wno na tle
biezacej literatury krajowej, jak 1 zagranicznej, stad warto$¢ zaprezentowanych w
powyzszym cyklu publikacji w mojej ocenie jest wysoka. Podstawg tej oceny jest takze
poziom naukowy i potrzeba badan dotyczacych hodowli odmian tytoniu odpornych na
czesto pojawiajace sie¢ w klimacie miarkowanym i powodujace ogromne straty finansowe
choroby wirusowe, takie jak: przenoszony przez wciornastka tytoniowca wirus bragzowe;j
plamisto$ci pomidora na tytoniu, wirusa Y ziemniaka czy wirusa mozaiki tytoniu.

Czes¢ opisowa konczy si¢ dwunastoma rozbudowanymi wnioskami, dotyczacymi

zaréwno identyfikacji dzikich gatunkéw stanowigcych zrodto odpornosci, jak i badan
molekularnych na obecno$¢ genu podatnosci Va na PVY lub genu N nadwrazliwo$ci na
TMV oraz wskazania odmian odpornych na TSWV, PVY i TMV.

Pierwsza praca z cyklu pt. ,,Resistance of wild Nicotiana species to different PVY
isolates” przedstawia wyniki oceny odpornosci na PVY 68 gatunkow, 7 form
autotetraploidalnych i 12 odmian botanicznych N. rustica oraz 9 - N. tabacum. Testy
obejmowaly sze$¢ izolatéw, nalezacych do trzech grup, PVYNW, PVYN? i pVvYNTN
roznigcych sie pod wzglgdem cech serologicznych i ich zdolnosci do tfamania opornosci.
Analizowane gatunki Nicotiana roznity si¢ pod wzglegdem odpornosci na stosowane izolaty,
przy czym najwigksza liczb¢ gatunkoéw odpornych stwierdzono w sekcji Paniculatae.
Immuni¢ obserwowano w przypadku N. raimondii, diploidalnych i tetraploidalnych form N.
knightiana, jak rowniez u tetraploidalnego N. glauca. Wysoce odporne byly takze: N.
benavidesii, N. wigandioides i N. noctiflora. Wsrod gatunkéw podrodzaju Petunioides tylko
N. africana wykazywat oporno$¢ na wszystkie izolaty PVY. Te dzikie gatunki Nicotiana
moga by¢ zatem stosowane w hodowli tytoniu ukierunkowanej na tworzenie nowych
odpornych na wirusa Y ziemniaka odmian. Odporno$¢ na trzy z szeSciu izolatow PVY
wykazaty gatunki: N. solanifolia, N. cordifolia, N. otophora, N. setchelii i N. petunioides. W
obrebie odmian botanicznych N. rustica zaobserwowano takze znaczne zrdéznicowanie
odpornos$ci, a najwigkszg na 3 sposrod szesciu izolatow wykazata N. rustica var. brasilia.
Kolejnych 26 gatunkéw Nicotiana wykazato za$ objawy tolerancji na wszystkie badane
izolaty, objawiajace si¢ przejasnieniami nerwow, plamami i pierscieniami chlorotycznymi i
deformacjami, bez nekrozy nerwoéw. Nalezy podkresli¢, ze do tej pory nie przeprowadzono
tak szerokiego badania weryfikacji statusu odpornosci na PVY. Dzigki tym badaniom w
naszym kraju podejmowane sg proby otrzymania linii hodowlanych tolerancyjnych na
wszystkie izolaty PVY.

W kolejnej pracy rowniez traktujacej o odpornosci na brunatna nekrozg nerwow i
lisci przebadano 25 odmian uprawnych N. tabacum. Odpornos¢ na wirus Y ziemniaka zalezy
od obecnosci pojedynczego recesywnego genu va powstatego w wyniku delecji w genie
podatnosci Va. Odpornos¢ t¢ obserwuje si¢ u wielu odmian uprawnych, niestety moze by¢
ona przetamywana przez zjadliwe izolaty PVY, stad nalezy poszukiwa¢ nowych Zrodet
odpornosci lub taczenie czynnikow odpornosci juz poznanych. W pracy przebadano gtéwnie
odmiany polskie z grupy tytoniu papierosowego jasnego. Badane odmiany tytoniu uprawnego
tytoniu wykazaty zréznicowany stopien podatnosci na PVY w zaleznosci od uzytego izolatu.
U 16 odmian obserwowano delecje¢ w obrebie genu podatnosci na wirus Y ziemniaka a tym
samym obecno$¢ recesywnego genu odpornosci va, za§ u pozostatych stwierdzono obecnos¢
genu podatnosci na PVY. Najwyzsza odpornoscig, warunkowang dwoma genami
recesywnymi va i va2, charakteryzowata si¢ odmiana VAM, ktoéra nie zostala porazona
stabszymi izolatami, chociaz izolaty silne spowodowaly u niej nekroze nerwow. Nizsza
odpornoscig cechowato si¢ 6 odmian (Wiecha, Bachus, Wiktoria, Weneda, Wislica 1 Virginia



SCR), ktdre nie wykazaty objawow chorobowych po zastosowaniu izolatu stabego. Pozostate
odmiany posiadajgce gen odpornosci va (Havana 307, Havana IIC, Wilga, Krak, Wiera,
Warta, Wika, Wanda i Wisana) zostaty porazone przez wszystkie izolaty. Kolejnych pigé
odmian (Ztotolistny IHAR, LB Koro, Virginia Gold Dolar, Virginia 278 oraz Zamojska 4),
posiadajacych gen podatnosci Va, wykazato objawy tolerancji na zakazenie uzytymi izolatami
PVY. Niezaleznie od uzytego izolatu wirusa wykazywaty one przejasnienia nerwoéw i plamy
chlorotyczne, ale bez nekroz, przy czym wzrost i rozwoj roslin inokulowanych byl zblizony
do zdrowych. Natomiast odmiany: Prezydent, Virginia Joyner i Samsun H z genem
podatnosci Va, reagujace na inokulacje wszystkimi uzytymi izolatami PVY wystgpieniem
nekrozy nerwow, okreslono jako podatne. Odmiana Wegierski Ogrodowy, pomimo obecnosci
genu podatnosci (Va), nie zostata porazona przez izolaty stabe, natomiast izolaty bardziej
zjadliwe spowodowaly przejasnienia nerwow i plamy chlorotyczne, za$ inokulacja izolatami
silnymi skutkowata nekrozami nerwoéw. Badania pozwolity oceni¢ wybrane polskie odmiany
1 wytypowac te, ktore posiadajg odporno$¢ warunkowang obecnoscig genu va, a takze okresli¢
jej poziom poprzez ocene skutecznosci w zetknigciu z réznymi izolatami PVY. Pozwoli to na
optymalny dobdér komponentéw do hodowli odpornosciowe;.

Trzecia praca z cyklu dotyczy poszukiwania odpornosci na dwie choroby wirusowe
tytoniu — wirusa Y ziemniaka i brazowa plamisto$¢ pomidora. Materialem badawczym byty 4
gatunki Nicotiana: N. alata, niedawno odkryty N. mutabilis i N. forgetiana oraz jako kontrola:
N. tabacum — odmiany Virginia A Mutant i Burley 21. Doktorantka przeprowadzita analize
molekularng w celu wykrycia genu Va okreslajacego podatnos¢ na PVY i SCAR ACC/CCC
172 zwigzanego z oporno$cig na TSWV. Testy odporno$ci przeprowadzono poprzez sztuczng
inokulacje jednym izolatem TSWYV i dwoma izolatami PVY o ro6znej wirulecji, potwierdzajac
obecnos¢ wirusow za pomocg testow DAS-ELISA z uzyciem przeciwciat przeciwko PVY i
TSWV. Wyniki wskazuja na brak markera Nsyl-elF4E1, zwigzanego z genem Va podatno$ci
na PVY i obecnos¢ genu odpornosci TSWV w genomie N. mutabilis. Gatunek ten zostat
uznany za tolerujacy dwa badane izolaty PVY, poniewaz pomimo pozytywnych wynikow
testu DAS-ELISA, na zakazonych roslinach obserwowano chlorotyczne plamy, bez nekrozy
nerwow. W wyniku inokulacji TSWV N. mutabilis wykazat reakcje nadwrazliwosci; jednak
po czterech miesigcach 30% inokulowanych roslin wykazywato infekcje ogdélnoustrojowa.
Gatunek ten rozszerza genetyczng réznorodno$¢ w rodzaju Nicotiana 1, ze wzgledu na jego
tolerancj¢ na PVY 1 czgsciowa odpornos¢ na TSWV, moze by¢ potencjalnym zrodiem
odpornosci na te wirusy. W przypadku gatunkéw pokrewnych: N. alata i N. forgetiana
obserwowano nieco inng reakcj¢ po inokulacji szczepami PVY i TSWV. U N. alata notowane
typowe objawy nadwrazliwosci a wyniki testu DAS-ELISA przeprowadzone po o$miu
tygodniach i cztery miesigce po inokulacji wskazaty, ze rosliny nie byly zakazone TSWV. U
N. forgetiana zauwazono takze objawy nadwrazliwosci w postaci nekrotycznych plam i
dodatkowe pomarszczenie blaszek lisciowych, a wyniki testow serologicznych byty
pozytywne.

W przypadku odmiany podatnej Burley 21, posiadajacej gen podatnosci Va na PVY,
po inokulacji notowano wystapienie nekroz nerwdéw, natomiast odmiana VAM, posiadajaca
odporno$¢ typu va, zostala porazona jedynie przez silny izolat ITUNG 20, posiadajacy
zdolno$¢ przetamywania tego typu odpornosci.

W kolejnej pracy Doktorantka wraz z zespolem przebadala reakcje 94 obiektow
nalezacych do 62 gatunkow z rodzaju Nicotiana na Tomato spotted wilt virus (TSWV). W
doswiadczeniu zastosowano markery SCAR zwigzane z genem odporno$ci na tego wirusa.
Gatunki z sekcji Alatae: N. alata, N. forgetiana, i Nicotiana x sanderae, jak rowniez odmiany
uprawne ‘Polalta’ i ‘Wiktoria’ z genem odpornosci na TSWV wprowadzonym z N. alata,
wykazywaty reakcje nadwrazliwosci na TSWV. Na roslinach w pierwszym tygodniu po
inokulacji obserwowano zotte przebarwienia, przeksztatcajace si¢ w nekrotyczne plamy. W



niektorych obiektach, wirus rozprzestrzeniat si¢ wywotujace ogolnoustrojowa reakcje
nadwrazliwo$ci. Pie¢ obiektow z N. alata i trzy z Nicotiana x sanderae zawierato
odpowiednio 16,7-50% i 6,3-50% roslin, u ktérych pojawity si¢ objawy nadwrazliwosci
systemicznej. U N. forgetiana po reakcji nadwrazliwo$ci w miejscu zakazenia nastepowaty
objawy nadwrazliwosci ogodlnoustrojowa. U odmiany ‘Wiktoria’ 21,1% ro$lin wykazato
reakcje nadwrazliwosci, podczas gdy pozostate okazaty si¢ podatne. U wszystkich genotypow
u ktorych wystapita odpowiedz nadwrazliwosci lub nadwrazliwosci ogodlnoustrojowej na
TSWV stwierdzono obecno$¢ markerow SCAR, zwigzanych z genem odpornosci.
Pozostatych 80 obiektow oznaczono jako podatne na zakazenie TSWV.  Badania
potwierdzity, ze gen pochodzacy z N. alata (RTSW-al.) i ktory, oprocz N. alata, powoduje
odporno$¢ na TSWV u Nicotiana x sanderae, odmiany ‘Polalta’ oraz, do pewnego stopnia,
‘Wiktoria’ jest jedynym znanym zrédiem odpornosci na TSWV w rodzaju Nicotiana.
Jednakze jego zastosowanie w hodowli tytoniu jest trudne ze wzgledu na odleglosé
genetyczna miedzy dawcami odpornosci i odmianami uprawnymi N. tabacum.

W ostatniej pracy monotematycznego cyklu przebadano 62 odmiany tytoniu

orientalnego, ciemnego oraz jasnego typ Burley i Virginia a takze 11 gatunkow dzikich
Nicotiana, oceniajac je pod katem odpornos$ci na TMV. Do oceny odpornosci tytoniu uzyto
testow biologicznych, inokulujac w dwoch zakresach temperatur (z niskg temperaturg: dzien
22°C przez 14 godzin i noc 20°C przez 10 godzin oraz z wysoka temperaturg: dzien 30°C
przez 14 h, a noc 28°C przez 10 godzin). Zaobserwowano cztery rodzaje reakcji na wirusa
podatno$¢, tolerancje, nadwrazliwo$¢ 1 systemiczng nadwrazliwo$¢. Najczestszg byla
podatnos¢, co objawialo si¢ mozaikowatymi przebarwieniami lisci a takze zahamowaniem
wzrostu oraz zOtknigciem roslin. Nieco mniej liczng grupe stanowity obiekty wykazujace
tolerancj¢ polegajaca na tym, ze w tkankach nastepowalo namnazanie wirusa, ale na roslinie
nie obserwowano objawow chorobowych. W tym przypadku reakcja zalezata od temperatury
(przy nizszych - nie notowano objawow, za$ przy wyzszych obserwowano Silne
przebarwienia mozaikowe). Ten typ reakcji wystgpowal u odmiany ‘Ambalema’ oraz N.
glauca, N. wigandioides i N. africana. U trzeciej grupy notowano reakcj¢ nadwrazliwosci,
widoczng jako zamieranie tkanek wokol miejsca infekcji, uniemozliwiajace wirusowi
rozprzestrzenianie si¢ po roslinie. Ten typ odpornosci znaleziono u 14 odmian tytoniu
szlachetnego oraz u 7 dzikich gatunkéw Nicotiana a reakcja nadwrazliwosci zalezata od
temperatury. Ostatnig byla systemiczna reakcja nadwrazliwosci na TMV, polegajaca na
przejsciu od przejasnien 1 drobnych nekroz na dolnych liSciach do rozleglych nekroz na catej
powierzchni rosliny oraz zamieraniu wierzchotka wzrostu. Wigkszo$¢ badanych gatunkow
tytoniu byta wrazliwa na TMV, dwa byty tolerancyjne, za$ pozostate wykazywaty reakcje
nadwrazliwo$ci. Przy czym nadwrazliwos$¢, warunkowana przez gen N, wystepowata tylko w
temperaturze ponizej 22°C. W temperaturze powyzej 28°C, wszystkie odmiany wykazywaty
przebarwienia mozaikowe lub rozlegte nekrozy. Wyjatkiem byt N. gossei u ktorego
nadwrazliwo$¢ nie byla warunkowana genem N, byla trwata i nie zalezata od temperatury, co
sugeruje, ze ten dziki krewniak tytoniu moze by¢ dodatkowym zasobem genetycznym dla
hodowli tytoniu.

Artykuty naukowe wchodzace w sktad pracy doktorskiej nie budzg zastrzezen, a
wyniki tych prac podlegaly wczesniej ocenie przez wysokiej klasy specjalistow, recenzentow
1 wydawcow. Z tego powodu nie czuj¢ si¢ zobowigzana, zeby dodatkowo je oceniac.

Podsumowujac, byty to wszechstronne badania majace zarowno aspekt poznawczy,
jak 1 praktyczny, bowiem ich efekty mozna bezposrednio wdrozy¢ w praktyce rolniczej. Po
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analizie tekstu rozprawy doktorskiej stwierdzam, iz Autorka zaprezentowata wysoki poziom
wiedzy, umiej¢tnos¢ trafnego rozumowania oraz opracowania i prezentacji wynikow badan.
Jest to bardzo wartosciowe studium naukowe wnoszace nowe informacje na temat
poszukiwania nowych zrédet odpornosci, mogace prowadzi¢ do konkretnych zastosowan
podczas hodowli nowych odpornych odmian tytoniu na wazne gospodarczo patogeny. Nalezy
takze podkresli¢ umiejetnos¢ i swobode korzystania z literatury naukowej i estetyke pracy.

5. Wniosek koncowy

Biorgc pod uwage range uzyskanych wynikow, poziom naukowy rozprawy
doktorskiej, jak rowniez dojrzatos¢ naukowa Doktorantki, stwierdzam, ze przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Anny Depta speinia kryteria okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2022 poz. 85 z
poézn. zm.). Zgodnie z obowigzujacymi przepisami prawnymi dotyczacymi szczegdlowego
trybu przeprowadzenia czynnosci w przewodach doktorskich, sktadam formalny wniosek do
Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Instytutu Uprawy Nawozenia i
Gleboznawstwa - Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach o jej przyjecie i
dopuszczenie mgr inz. Anny Depta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lublin, 17.10.2023 r. Prof. dr hab. Barbara Kotodziej



