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Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Daniela Kuznickiego
pt.: ,,Dziedziczenie nabytej odpornosci systemicznej ziemniaka (Solanum tuberosum L.)
na Phytophthora infestans (Mont.) de Bary”
Pracg¢ doktorska wykonano w Katedrze Fizjologii Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego

w Poznaniu pod kierunkiem pani promotor prof. dr hab. Jolanty Floryszak-Wieczorek

Uzasadnienie wykonania recenzji

W dniu 24 czerwca 2021 r. Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo
i Ogrodnictwo — prof. dr hab. Andrzej Blecharczyk poinformowal mnie pisemnie, ze
w wyniku glosowania Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo zostatam

powotana na recenzenta w/w rozprawy doktorskiej i przekazat mi niniejsza rozprawg.

Struktura pracy — ocena formalna

Pod wzgledem edytorskim prac¢ wykonano bardzo starannie. Recenzowana praca
doktorska obejmuje 162 strony, w tym spis literatury obejmujacy 30 stron. Prac¢ napisano
wedlug struktury wiasciwej dla rozpraw doktorskich. Prace rozpoczyna 4-stronicowy wstep
zawierajacy krotkie wprowadzenie do badan, po ktorym umieszczono przeglad literatury
z podzialem na dwa glowne podrozdzialy zawierajace aktualny stan wiedzy na temat
odporno$ci ro§lin oraz dziedziczenia epigenetycznego. W przypadku odpornosci roslin
skupiono si¢ na odpornosci typu PTI oraz ETI, nabytej odpornosci systemicznej SAR, a trzeci
podrozdzial po$wigcono roli kwasu B-aminomastowego (BABA) w indukowaniu reakcji
SAR. W podrozdziale na temat dziedziczeni epigenetycznego Doktorant objasnit czym jest
epigenetyka, opisal rodzaje modyfikacji bialek histonowych, mechanizm i role metylacji
DNA oraz jej regulacje przez RNA (szlak RIDM), a takze zmiany zachodzgce na poziomie
metylacji DNA roslin w odpowiedzi na stresy srodowiskowe. Wstep napisany jest poprawng

polszczyzna, bez btedow 1 zargonu naukowego, terminy stosowane sg wlasciwie.



Wstep zawiera liczne skroty, z tego wzgledu zdecydowanie lepiej, gdyby wykaz ten
poprzedzono spisem skrotow, zamiast umieszczaé go w koncowej czeSci pracy. Wstep
zawiera tabele i ryciny przygotowane na podstawie literatury, jednak zmienione przez
Doktoranta by uwypukli¢ procesy, ktore sg opisywane oraz zebra¢ wiedze¢ z kilku a nawet
kilkunastu prac w jedng calo$¢. Ten sposdb przygotowania przegladu literatury jest
wyjatkowo cenny, bowiem nie kopiuje danych innych autorow, lecz przetwarza je by uzyskac
nowa jako$¢. Takie postepowanie charakteryzuje osoby o znacznej wiedzy w danym zakresie,
potrafiacej w dojrzaly sposob przedstawi¢ przeglad literatury, jednak bez nadmiaru
szczegotow 1 watkdw pobocznych. Wstep dobrze przygotowuje czytelnika do nastepujacej po
nim tre$ci pracy, jednak zdecydowanie brakuje w nim zagadnien rolniczych zwigzanych
Z uprawg ziemniaka a takze fitopatologicznych, zwigzanych z jego chorobami, zwlaszcza
zarazg ziemniaka. Jest to gldéwny przedmiot pracy i material badawczy, bolej¢ wiec, ze nie
zostat opisany.

Cel i zalozenia pracy przedstawiono w czytelny sposob. Celem badan byto
wyjasnienie czy zastosowanie kwasu B-aminomastowego spowoduje indukcje odpornosci
ziemniaka na stres biotyczny oraz czy uzyskane przystosowania obronne zostang
odziedziczone w kolejnym pokoleniu wegetatywnym i generatywnym, a jesli tak, to jakie
mechanizmy beda zaangazowane w ten proces. Szkoda, ze Autor nie przedstawit Zadnej
hipotezy badawczej, np. czy spodziewat si¢ takiego dziedziczenia, w jakich warunkach, na
podstawie jakiego szlaku czy mechanizmu i dlaczego? Ze sformulowan zawartych w tym
rozdziale wynika, ze Autor zatozyl, iz indukowanie odpornosci SAR poprzez potraktowanie
ro$lin réznymi stezeniami BABA jest mozliwe lecz nie byt pewny co do dziedziczenia tego
stanu oraz mechanizmow kierujacych tym procesem. Bardzo prosz¢ Doktoranta o komentarz
na temat przewidywan przed przystgpieniem do doswiadczenia oraz informacje na ile
uzyskane wyniki potwierdzity lub zaprzeczyty wstepnym przewidywaniom.

Cze$¢ metodyczna obejmuje 24 strony i jest podzielona na 9 podrozdziatow,
zawierajacych opis postepowania z materiatem badawczym, w tym material roslinny
i warunki uprawy ziemniaka, materiat infekcyjny, metod¢ indukowania odporno$ci roslin
kwasem B-aminomastowym (BABA), metode inokulacji a takze sposob $ledzenia procesu
infekcyjnego poprzez pomiary objawow. Doktorant oznaczat tez transkrypcje genu obecnego
w genomie P. infestans i ulegajacego konstytutywnej ekspresji na wszystkich etapach cyklu
zyciowego tego patogenu. Autor zanalizowat poziom ekspresji gendw metoda PCR w czasie
rzeczywistym (RT-gPCR). Ponadto Doktorant zanalizowal poziom metylacji DNA mierzac
catkowita metylacje testem ELISA oraz stosujgc metode immunochemiczng (ICC) a takze

sprawdzit metylacje DNA sekwencji wybranych gendéw. Ponadto Autor rozprawy oznaczyt



ilo$¢ transkryptu dojrzatego miRNA. W podrozdziale analiza statystyczna opisano liczbe
powtdrzen oraz zastosowany test statystyczny.
W kolejnym rozdziale Doktorat usystematyzowal wyniki analiz i opisal kolejno:

1) wptyw induktora BABA na odpornos$¢ roslin matecznych i potomnych;

2) poziom ekspresji genéw biorgcych udziat w strategii obronnej;

3) poziom ekspresji genow biorgcych udzial w procesie metylacji i demetylacji po

dziataniu BABA i stresu biotycznego;

4) zmiany w calkowitej metylacji DNA genomu ziemniaka po dziataniu BABA

I stresu biotycznego;
5) modyfikacje stopnia metylacji DNA fragmentow sekwencji promotorowych
i kodujacych trzech wybranych genéw waznych w procesie indukcji odpornosci.

Rozdzial Dyskusja zajmuje 15 stron; ulozony jest w interesujacy sposéb bowiem
tytulty podrozdziatéw to jednocze$nie wnioski z wykonanych badan. Doktorant uniknat
typowego btedu wielu miodych pracownikow naukowych, polegajacego na powtdrzeniu
wynikow 1 skupit si¢ na podsumowaniu wynikow przez siebie uzyskanych oraz dyskusji tych
wynikow z danymi opisanymi w literaturze $wiatowej. Kazdy z podrozdziatow dyskusji
bezposrednio dotyczy omawianego tematu, a uzyskany wynik przedstawiony jest w czytelny
| zrozumiaty sposob. Rozdzial Wnioski zawiera zarowno podsumowanie wynikow jak tez
wnioski, opisy s3 tu bardzo szczegotowe lecz brak wniosku podsumowujacego calg prace.
Prosz¢ Doktoranta o sformulowanie takiego wniosku podczas obrony pracy doktorskie;j.
Zapewne bedzie to stwierdzenie przedstawione na zakonczenie streszczenia?

Streszczenie jest obszerne i zawiera wiele szczegotow ale napisane jest konkretnym
jezykiem 1 skupia si¢ na wynikach badan. Zawiera tez odpowiedZ na pytanie o hipoteze
robocza, ktorej zabraklo w rozdziale cele badan. Anglojezyczna wersja jezykowa odpowiada
wersji polskiej. Dopiero po streszczeniach znajduje si¢ wykaz stosowanych skrotow.

Rozdziat Literatura zawiera 352 pozycje, ze tego przewazajaca wigkszo$¢ (98 %) to
literatura w j. angielskim (345 publikacji).Publikacji datowanych do 1999 roku jest 31 (95),
prac w lat 2000-2009 jest 110 i stanowig one 31% pozycji literaturowych , a prac z okresu
2020-2021 jest 211, co stanowi az 60% publikacji. Doktorat zaznajomiony jest wiec
Z wspotczesng literatura Swiatowa zwigzang z tematyka realizowanych badan.

Poza drobnymi potknigciami jezykowymi praca jest bardzo czytelna, konkretna, opisy
w stopniu niezbednym dla zrozumienia tematu lecz bez zbednych szczegdtow. Prace napisano
tadng polszczyzng. W opisach ilustracji czasem brakuje szczegdtow np. nazwy markera, ale

sg to bardzo drobne niedociagniecia.



Tematyka badawcza

Wobec braku akceptacji dla nadmiernego stosowania pestycydow, a takze w obliczu
braku akceptacji dla roslin modyfikowanych genetycznie, stymulacja endogennych
mechanizméw obronnych ro$lin w ramach nabytej odpornosci systemicznej (SAR) jest
jednym z najciekawszych i nowoczesnych podejs¢ w ramach strategii ochrony roslin
uprawnych. Dzieki jej stosowaniu wespot z uzyciem odmian z genetyczng odpornoscig na
patogeny wystepujace na okreslonym terenie oraz przy wsparciu metody agrotechnicznych
oraz biologicznych, w tym nadpasozytdw oOraz organizméw pozytecznych i sprzyjajacych
dobrostanowi ro$lin, jest przyzwolenie dla stosowania mechanizmu SAR w ramach
integrowanej ochrony roslin 1 integrowanej produkcji upraw rolniczych. Z racji na wielkie
znaczenie ziemniaka  oraz zagrozenie jego plonowania przez zaraz¢ ziemniaczang
(P. infestans) istnieje wielkie zapotrzebowanie dla wlaczenia mechanizmu SAR do
integrowanej ochrony ziemniaka.

Ku mojemu zdziwieniu we Wstepie do pracy nie zawarto zadnych danych na temat
ziemniaka, obszaru i znaczenia jego uprawy w Polsce i na $wiecie, wartosci odzywczych
I innych danych o charakterze rolniczym, ktorych mozna by si¢ spodziewaé po Doktorancie
Uniwersytetu Przyrodniczego (zwlaszcza z Poznania!). Krotka charakterystyka ziemniaka
pojawia si¢ jedynie w streszczeniu pracy i wskazuje iz ziemniak jest jedna z czterech
najwazniejszych ro$lin w rolnictwie 1 stanowi jedno z gléwnych zrodet pozywienia ludzi
I wielu zwierzat. Doktorant zajat si¢ zatem badaniami nad bardzo wazna rosling uprawna,
uprawiang W wielu strefach klimatycznych.

W rozprawie brak tez rozdzialu dotyczacego choréb tej waznej rosliny rolniczej
| przyblizenia czytelnikom znaczenia zagrozenia ze strony Phytophthora infestans.
Tymczasem jest to grozny patogen wywotujacy zaraze ziemniaka, pomidora a czasami takze
innych gatunkow ro$lin z rodziny psiankowatych. Co ciekawe patogen nalezy lggniowcow
z krolestwa Chromista i jest organizmem grzybopodobnym, tworzy grzybni¢ w bulwach
i obumartych resztkach po zbiorach ziemniaka i w tej formie zimuje. Sporangiospory
pojawiajace si¢ na wiosne, S3 rozprzestrzeniane z wiatrem 1 w warunkach sprzyjajacych
rozwojowi patogenu wywotuja wyjatkowo silne infekcje. Znanym w historii ludzkosci
I historii fitopatologii przyktadem epifitozy majacej ogromne znaczenie spoteczne
I gospodarcze jest kleska glodu, ktora nastapita w Irlandii w latach 1845-1849 (Wielki Gtod).
Masowe porazenie roslin ziemniaka przez P. infestans spowodowato wyludnienie kraju
W nastepstwie $mierci poéttora miliona osob i wielkiej fali emigracji; populacja Irlandii

W ciggu okoto pot wieku zmniejszyta si¢ prawie o potowe.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Emigracja

Jako osobie zajmujacej si¢ fitopatologia, w pracy traktujgcej o aspektach odpornosci
ziemniaka na zaraze, zabraklo mi opisu tego waznego patogenu i dramatycznych wydarzen

w skali migdzynarodowej, bedacych podrecznikowym przyktadem znaczenia choréb ro$lin.

Brak danych na temat obiektow badawczych tj. rosliny 1 patogena, kompensowany jest
cickawie opracowanym kompendium wiedzy na temat typéw odpornosci roslin, ze
szczegblnym uwzglednieniem nabytej odporno$ci systemicznej oraz mechanizméw
rzadzacych dziedziczeniem epigenetycznym. W hodowli ro§lin wprowadzanie gendéw
odpornos$ci oraz QTLi z nig zwigzanych to podstawa warsztatu pracy. Ciekawa jestem zdania
Doktoranta 1 jego wizji na temat mozliwosci praktycznego wykorzystania mechanizmu
dziedziczenia epigenetycznego w hodowli i ochronie ro$lin. Czy firmy hodowlane
wprowadzg ‘priming’ induktorami odpornosci np. kwasem [-aminomastowym jako element
strategii hodowlanej? Centralny O$rodek Badania Odmian Ros$lin Uprawnych w Slupi
Wielkiej, tak jak inne osrodki tego typu na $wiecie, rejestruje odmiang jesli rozni si¢ ona od
pozostatych (cecha odrebnosci) oraz jest wyréwnana i trwala. Skoro dziedziczenie
epigenetyczne to stabilne, dlugoterminowe zmiany obejmujace modyfikacje chromatyny
I wywotujace zmiany w potencjale transkrypcyjnym komorek, prowadzace do okreslonych
reakcji roslin m.in. na stresy srodowiskowe, to formy zaprogramowane epigenetycznie maja
szans¢ spelni¢ wymogi instytucji rejestracyjnych. W odroznieniu od odmian populacyjnych,
odmiany mieszancowe F1 tez majg okreslong stosunkowo krotkg trwalo$¢ 1 wymagaja
nieustannego odnawiania materiatu siewnego, a zatem ‘epi-odmianom’ tez powinno Si¢ dac¢
szans¢ zaistnienia na rynku komercyjnym. Ciekawa jestem przemyslen Doktoranta na ten

temat, gdyz watek ten nie jest rozbudowany w dyskusji ani wnioskach rozprawy doktorskie;j.

Reasumujac, Doktorant zajat si¢ niezwykle wazng i aktualna tematyka badawcza
zwigzan z jedng z najwazniejszych chorob rosliny uprawnej o globalnym znaczeniu. Badania
nad wykorzystaniem dziedziczenia odporno$ci nabytej wpisuja si¢ w nurt tworzenia
organizmow modyfikowanych epigenetycznie (EMO) poprzez metylacje DNA wplywajaca
na poziom transkrypcji selektywnie wybranych gendéw, w tym gtoéwnie gendéw odpornosci
I gendw zwigzanych z patogeneza u roslin. Tematyka jest aktualna a uzyskane przez
Doktoranta wyniki badah przyczyniaja si¢ do uwypuklenia wielkiego znaczenia nabyte]
odpornosci systemicznej ros$lin oraz mozliwosci jej dziedziczenia zaré6wno na drodze

wegetatywnej jak tez generatywnej.



Merytoryczna ocena pracy

Praca doktorska pana mgr. inz. Daniela Kuznickiego poszerza naszg wiedz¢ na temat
roli odpornosci nabytej oraz mozliwosci 1 mechanizméw jej dziedziczenia. Badania
wykonano przy zastosowaniu licznych i zré6znicowanych metod obejmujacych wspodlczesny
warsztat fitopatologa i biologia molekularnego. Badania prowadzono na starannie dobranym
materiale roslinnym ziemniaka (Solanum tuberosum L.) odmiany Sarpo Mira w znacznym
stopniu odpornym na porazenie legniowcem P. infestans. Prosz¢ Doktoranta o podanie
powodu, dla ktérego zdecydowano si¢ na zastosowanie tej konkretnie odmiany ziemniaka.
W pracy zawarto informacje, ze u odmiany Sarpo Mira stwierdzono 5 genéw odpornosci na
w/w patogen i zapewne ta dos¢ szczegdlowa wiedza byla podstawg wyboru odmiany do
badan, jednak w pracy nie opisano powodu wyboru tej odmiany ani jej charakterystyki
gospodarczej i hodowcy (czy jest to IHAR?).

Eksplantaty ziemniaka namnazano w warunkach sterylnych metoda sadzonkowania in
vitro i Doktorant szczegotowo i bardzo starannie opisal warunki wzrostu i ukorzeniania
roslin. Rosliny traktowano induktorem BABA jednokrotnie, w pokoleniu rodzicielskim. Ze
wzgledu na obcopylnos$¢ roslin, dla uzyskania pokolenia generatywnego rosliny zapytano
w warunkach kontrolowanych a kwiaty utrzymywano w izolatorach. Warunki do$wiadczalne
dobrano starannie, zadbano takze by rosliny kontrolne zapylane byly pylkiem roslin nie
traktowanych induktorem BABA. Na fotografii 12b dopatrzytam si¢ ciemnego przebarwienia
okwiatu i przylegtej szyputki. Czy rosliny byty wolne od innych patogenow, np. z rodzaju
Alternaria?

Brak wczesniejszej charakterystyki patogenu we wstgpnej czgéci pracy powoduje, iz
trudno jest oceni¢ czy wybor tego konkretnie patogenu byt najwlasciwszy. Czy eksperyment
przeprowadzony z innymi izolatami, typami kojarzeniowymi, datby podobne wyniki? Proszg
0 poszerzenie mojej wiedzy na temat zmienno$ci genetycznej patogenu w Polsce i na
$wiecie, liczby typow kojarzeniowych P. infestans i innych waznych cech patogenu, ktore
wplywaja na odpornos$¢ ziemniaka.

Zastosowano trzy stezenia induktora BABA. Mozna by si¢ spodziewac, ze najwigksze
stezenie (10 mM) bedzie najbardziej efektywne, jednak tak si¢ nie statlo ze wzgledu na
widoczne chlorozy, punktowe nekrozy oraz spadek turgoru lisci. Stgzenie induktora
opisywano czasem jako mM a czasem mmol, tymczasem jednostki powinny by¢ jednolite
w catej pracy. Wybor stezenia induktora oparto nie tylko na analizie wizualenj lecz takze na
wynikach analizy ekspresji genu AspRS (syntaza aspartylo-tRNA), odpowiedzialnego za
synteze bialka enzymatycznego, ktore podlega bezposredniej interakcji z BABA. Na

podstawie uzyskanych wynikow najwyzszg dawke induktora wykluczono z dalszych analiz.



Ten etap byt kluczowy dla wszystkich dalszych badan, bowiem niewlasciwy dobdr dawki
induktora wptynalby na wyniki wszystkich analiz. Wybor stezenia dokonano trafnie, bowiem
zarowno powierzchnia plam chorobowych po dziataniu P. infestans zmniejszyta sSi¢ istotnie
statystycznie, jak tez istotnie zmniejszyt si¢ poziom transkryptu genu Pitef, swiadczacy
0 zmniejszeniu ilosci biomasy patogenu. Wyzej wymienione wyniki pokazano na wyraznych
| wyczerpujaco opisanych wykresach, zaznaczajgc nie tylko odchylenie standardowe, ale tez
warianty statystycznie istotnie rézniace si¢ od kontroli. Takie czytelne ryciny przygotowano
w catej pracy. Brawo!

Widze sprzecznos¢ w stwierdzeniu, ze analizy przeprowadzono po 1,3,6 1 24
godzinach po indukcji BABA ale inokulacje patogenem poprzez spryskanie lisci wykonano
trzy dni po indukcji BABA, dlaczego nie wczesniej a jesli nie, to dlaczego analiz nie
wykonano takze 72 godziny po indukcji? Taka analiza bytaby bardzo warto$ciowa
i kompatybilna z testem inokulacyjnym. Z tekstu na stronie 54 wynika, ze takich analiz nie
przeprowadzono, natomiast z ryciny 15 wynika, ze takie proby pobrano. Tabelaryczna czgs¢
Ryciny 15 na stronie 56 jest niezrozumiata, dlaczego warto$ci w nawiasie to nie 73 (1+72), 75
(3+72) oraz 78 (6+72) skoro inokulacja nastgpita po 3 dobach od czasu ,,0”, od ktérego
policzono kolejne wartosci 96 (24+72) oraz 120 (48+72)?.

W pracy zastosowano standardowe i poprawne metody inokulacji oraz jej
skutecznos$ci, poprzez pomiar objawoéw chorobowych w wyniku analizy histochemicznej po
wybarwieniu tkanek blekitem tryptofanowym, odbarwieniu wodzianem chloralu,
zeskanowaniu obrazu i obrobce w programie ImageJ. Zmierzono takze poziom transkryptu
genu Pitefl, wystepujacego w jednej kopii w genomie patogenu i ulegajacego konstytutywnej
ekspresji na wszystkich etapach jego rozwoju.

Ekspresje genow badano standardowa metodg PCR w czasie rzeczywistym (RT-
gPCR), po izolacji catkowitego RNA, ktorego ilos¢ okre§lono na urzadzeniu typu NanoDrop
a nastepnie rozcienczano do ustalonego stezenia. Z prob usuwano DNA. Proces odwrotnej
transkrypcji i utworzenie bibliotek cDNA przeprowadzono przy zastosowaniu zestawu firmy
Fermentas w obecnos$ci inhibitora RNaz. Wszystkie niezbedne kroki przygotowawcze przy
badaniu RNA prowadzono na tazni lodowej, unikajac tym samym zmian struktury RNA.
Sekwencje, nazwy i temperatury topnienia produktow reakcji RT-qPCR przedstawiono
w tabeli (16 par starteréw). Specyficzno$¢ amplifikacji oceniono na podstawie analizy
krzywych topnienia, co takze jest standardowa i1 poprawna metoda, wilasciwg dla tego
eksperymentu. Genami referencyjnymi byly efla oraz 18S rRNA, a ilos¢ transkryptu

obliczano wzglgdem wariantow kontrolnych, co takze jest wlasciwym trybem postepowania.



Niespecyficzne produkty pomijano w obliczeniach; czy doktorant moze przytoczy¢ na ile
czesto takie produkty si¢ pojawiaty?

Oceng efektywno$ci nabywania odpornosci po indukcji przez BABA badano na
podstawie ekspresji genow PR1 i PR2 oraz genu odpornosci R3a, opisanego w czesci
wynikowej jako gtowny gen odpornosci w odmianie ziemniaka Sarpo Mira. Skoro gen R3a
pelni takg wazng rol¢ to obowigzkowo powinien by¢ scharakteryzowany (lub cho¢
wymieniony w sposob szczegodlny). Jednakze w cze$ci poswieconej materiatom i metodom
brak tego opisu, stad pytania o znaczenie genow odporno$ci nasuwaja si¢ same. Dlaczego nie
badano poziomu transkryptow genéw R3b, R4, R8 oraz Rpi-Smiral, czyli pozostatych (poza
R3a) genéw odpornosci obecnych w odmianie Sarpo Mira? Czy ich sekwencje nie sg znane?
W rozdziale metodycznym nie wyjasniono czym kierowano si¢ wybierajgc pozostate 12
genow, dopiero lektura cze$ci wynikowej objasnia ten wybor.

Doktorant wykazal, ze po zaindukowaniu, u roslin poddanych inokulacji ekspresje
genow PR1, PR2 oraz genu odporno$ci R3a stwierdzano szybciej i byta ona silniejsza. Te
zaleznosci takze byly istotne statystycznie, nie tylko u form rodzicielskich ale takze u ro$lin
rozmnozonych wegetatywnie i generatywnie.

Procedury analizy metylacji DNA, w tym calkowitej metylacji metodg ELISA oraz
metoda immunochemiczng (ICC), poprzedzone izolacja catkowitego genomowego DNA lisci,
wykonang metoda fenolowo-chloroformowsa a wyniki poddano analizie statystycznej w celu
stwierdzenia r6éznic pomigdzy proba kontrolng a okres§lonym wariantem z zastosowaniem
inokulacji. Poza oznaczeniem poziomu catkowitej metylacji (niezbyt zrgcznie okreslanej
w pracy doktorskiej jako ,globalna”) Doktorant okreslit tez zmiany w metylacji DNA
sekwencji genow PR1, PR2 i R3a, postugujac si¢ w tym celu metoda MS-HRM, a zatem
wysokorozdzielczg analiza krzywych topnienia w potaczeniu z traktowaniem nici DNA
wodorosiarczynem, powodujagcym zmian¢ niezmetylowanej cytozyny w uracyl, co wptywato
na zmiang¢ temperatury topnienia produktu. Sekwencje promotorowe wyznaczono arbitralnie
(1000 pz przed miejscem startu transkrypcji). Rozdzial PCR sekwencji promotorowej genu
PR1 pokazany na rycinie 17 wskazuje na dtugos¢ produktu 200-250 pz, jednak sam rozdziat
jest stabej jakosci, nie opisano jaki zastosowano marker, a wszystkie $ciezki to ten sam
produkt powtorzony trzykrotnie; informacja bytaby peitniejsza gdyby pokazano produkty
sekwencji promotorowych trzech badanych genéw. W badaniach Doktorant oznaczyl takze
ilo§¢ transkryptu dojrzatego miRNA. Wzglgdng ilos¢ transkryptu oznaczano w stosunku do
kontroli oraz do genow referencyjnych ef7a i 18S rRNA.

Wszystkie doswiadczenia mialy trzy powtorzenia biologiczne i trzy techniczne; dane

poddawano analizie statystycznej, a zatem wnioski byty oparte na podstawach naukowych.



Ekspresja gendow biorgcych udziat w procesach metylacji cytozyny wykazywata
zmienne tendencje (np. silny wzrost ekspresji genu SAMS (syntaza S-adenozylometioniny) do
24 godziny po potraktowaniu BABA a nastepnie spadek). Co wigcej wpltyw na t¢ ekspresje
miata takze inokulacja P. infestans, zwlaszcza w potaczeniu z zastosowaniem induktora
BABA. Wzrost ekspresji dotyczyt takze genu SAHH (hydrolaza S-adenozylohomocysteiny,
bedacej silnym inhibitorem metylacji). Doktorant przesledzit takze ekspresje genu MET1
(metylotransferaza DNA), CMT3 (chromometylaza) i DRM2 (metyltransferaza rearanzujaca
domeny). Wyniki przedstawiono opisowo i na rycinach; w podpisach zabraklo pelnych nazw
omawianych genow.

Dla unaocznienia wynikow Autor zaprezentowalo obrazy jader komorkowych
uzyskanych metodg ICC dla komorek roslin kontrolnych i traktowanych BABA. Metylacja
DNA jest tam ukazana w formie zielono lub zoéttozielono zabarwionych jader po
zastosowaniu BABA. W niektorych przypadkach wyniki testu ICC byty nieco odmienne od
wynikow testu ELISA, jednak szczesliwie byty zbiezne z rezultatami analizy poziomu ilosci
transkryptu gendw metyltransferaz oraz demetylaz DNA. Badania r6znymi technikami mogg
da¢ nieco rozbiezne wyniki w poszczegdlnych punktach czasowych, jednak koncowy obraz
jest bardzo zblizony.

Doniesienia na temat metylacji roslin i jej zwigzkow z odpornoscia roslin na patogeny
sg obecne w literaturze naukowej, natomiast czasem zwigzek z odpornoscia ma spadek
poziomu metylacji. Autor dysertacji przytacza rdézne pozycje literatury naukowej na ten
temat, nie ograniczajac si¢ wylacznie do przyktadow zbieznych z wynikami jego pracy, co
jest uczciwym i rzetelnym podejsciem naukowym. W przypadku niniejszej rozprawy
Doktorant wykazal, ze u analizowanych genow metylacja nastgpita w ich sekwencjach
kodujacych i zostata przekazana zaréwno do pokolenia wegetatywnego jak i generatywnego.
Autor rozprawy zaproponowat schemat ilustrujacy wptyw BABA na metylacje wybranych
genow ziemniaka. Na podstawie zmian ekspresji dwoch genéw szlaku RADM Doktorant
wykazat, ze uzyskanie odpornosci nabytej odbywa si¢ dzigki dziataniu mechanizmow tego
szlaku.

Reasumujac, w pracy zastosowano wiele réznorodnych technik obejmujacych
metody klasyczne, molekularne z elementami bioinformatyki, stosowane w szeroko pojetych
badaniach fitopatologicznych. Jesli byly to badania wykonane samodzielnie a nie zlecone
w serwisach zewngtrznych lub innych laboratoriach, to Doktorantowi sktadam najwyzsze
wyrazy uznania za opanowanie tak wielu metod badawczych. Stosunkowo rzadko spotyka sie

mtodych badaczy, ktorych warsztat naukowy jest tak bogaty 1 zroznicowany.



W swojej pracy Doktorant dowiodt ze indukcja roztworem BABA powoduje
odporno$¢ systemiczng ziemniaka na wirulentny izolat P. infestans. Najciekawszym
elementem pracy jest moim zdaniem wykazanie, iz odporno$¢ ta jest dziedziczona na
zasadzie zmian epigenetycznych, zarowno w pokoleniu wegetatywnym jak i generatywnym, a
molekularnym no$nikiem trwatosci tej odpornosci jest metylacja cytozyny w sekwencjach

kodujacych genéw PR1, PR2 oraz R3a, kierowana przez RNA (RdDM).

Whioski

Doktorant przeprowadzit poprawne rozumowanie, jednak sformutowane wnioski sa
raczej podsumowaniem wynikow. W rozdziale Wnioski zabraklo wniosku koncowego,
jednak szcze$liwie pojawia sie¢ on W streszczeniu pracy, cho¢ w tym przypadku nie byto juz
mozliwosci omowienia aspektow praktycznych. W dyskusji zabraklo mi szczegdtowego

omoéwienia potencjatu aplikacyjnego wykonanych badan. Prosze o kilka stow na ten temat.

Wybiegajac w przysztosc: jakie sa mozliwosci zastosowania BABA w praktyce? Czy
mozliwe jest opryskiwanie roslin na polu w celu uzyskania efektu odpornosci i jakie bylyby
koszty takiego zabiegu? Na polu choroby czgsto wystepuja w kompleksie, poza zaraza
ziemniaka jest kilka innych waznych gospodarczo chordob wywolywanych przez grzyby,
I powodujacych nekrozy zielonych czgéci roslin, np. alternarioza (czern) powodowana przez
grzyb Alternaria solani. Czy w przypadku zastosowania BABA mozna spodziewaé sig¢
kompleksowej ochrony ziemniaka przed kilkoma patogenami jednocze$nie, niezaleznie od
krolestwa z ktorego pochodza? Plamistosci lisci i inne choroby ziemniaka wywolywane sa
przez bakterie, legniowce, grzyby a takze wirusy. Wspdlny mechanizm obrony przed
wszystkimi tymi patogenami bytby wielkim osiggnigciem. Czy mechanizm ten tatwo mozna
przezwyciezy¢? Co dzieje si¢ w roslinie gdy brak jest chorob? Czy i jaki jest koszt pre-
kondycjonowania systemu obronnego roslin, wiemy co rosliny zyskuja majac taki system
jako oreze, a czy co$ tracg? W badaniach Lankinena i in., opublikowanych w 2016 roku
dziedziczenie odpornosci indukowanej BABA w znacznym stopniu zalezalo od genotypu.
Czy i w jakim stopniu opracowana strategia sprawdzi si¢ na innych odmianach ziemniaka

anizeli Sarpo Mira?

Podsumowanie

Eksperymenty zaplanowano logicznie, badania byly pracochtonne, wymagajace
technicznie, wykonano je z zastosowaniem tradycyjnych inowoczesnych technik
laboratoryjnych. Dokumentacja wynikow jest rzetelna i staranna. Badania dotycza waznej

tematyki i wpisuja si¢ obecnie preferowany nurt poszukiwan ianalizy bioréznorodnos$ci



tkwigcej w naturze. Badane zwiazki, po rozwiklaniu tajemnic tkwiagcych w ich budowie
I wlasciwos$ciach, moga przyczynic¢ si¢ nie tylko do poszerzenia naszej wiedzy, lecz takze do
jej wykorzystania w praktyce.

Pan mgr. inz. Daniel Kuznicki zajat si¢ wazng i1 aktualng problematyka badawcza.
W ramach swojej pracy doktorskiej zastosowat bardzo logicznie utozone podejscie badawcze
i konsekwentnie zrealizowal poszczegdlne ctapy swojego planu. Wykonujgc poszczegodlne
doswiadczenia optymalizowal warunki reakcji, wybieral najbardziej wartosciowe warianty
badawcze. Opis wykonanych badan jest czytelny, warsztat metodyczny poprawny i bardzo
nowoczesny. Wnioski szczegotowe 1 wniosek ogbélny wynikaja z wykonanych
eksperymentow.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Daniecla Kuznickiego w istotny sposdb przyczynia si¢
do poszerzenia wiedzy na temat niezwykle istotnej roli dziedziczenia nabytej odpornosci
systemicznej oraz mechanizmow przy pomocy ktorych zachodzi to zjawisko.

Na podstawie jako$ci rozprawy doktorskiej pan mgr inz. Daniel Kuznicki jawi si¢ jako
ambitny mtody pracownik naukowy, ktorego rozwoj powinien by¢ nadal wspierany.

Nie mam najmniejszych watpliwosci, ze przestana do oceny praca doktorska pana
mgr. inz. Daniela Kuznickiego pt. ,,Dziedziczenie nabytej odpornos$ci systemicznej ziemniaka
(Solanum tuberosum L.) na Phytophthora infestans (Mont.) de Bary” spelnia wymagania
ustawy o stopniach itytule naukowym. Badania dotycza dziedziny nauk $cistych i
przyrodniczych w obrebie dyscypliny nauk rolniczych i ogrodniczych.

Whnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr. inz. Daniela Kuznickiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Przez wzglad na wysoki poziom merytoryczny i edytorski
pracy, jej nowatorstwo, zastosowanie zaawansowanych technik badawczych oraz istotnosc¢
uzyskanych wynikow, wskazujacych na mozliwos¢ dziedziczenia nabytej odpornosci
systemicznej na drodze wegetatywnej i generatywnej wnosz¢ O wyroznienie pracy
powolujac si¢ na argumentacj¢ przytoczong powyzej. Prace uwazam za nowatorska, rzetelng
a jej wyniki za wazne dla rozwoju dyscypliny. W perspektywie badania majg istotny potencjat
aplikacyjny, mozliwy do wykorzystania w integrowanych systemach ochrony ro$lin

uprawnych.
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