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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. inz. Daniela Kuznickiego
pt. ,Dziedziczenie nabytej odpornosci systemicznej ziemniaka (Solanum tuberosum L.)
na Phytophtora infestans (Mont.) de Bary”

Rozprawa doktorska mgr. inz. Daniela Kuznickiego zostata wykonana pod kierunkiem
prof. dr hab. Jolanty Floryszak-Wieczorek w Katedrze Fizjologii Roslin Uniwersytetu

Przyrodniczego w Poznaniu.

Wprowadzenie

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary to grzybopodobny patogen nalezacy do klasy
Oomycetes, ktory powoduje zaraze ziemniaka - jedna z najwazniejszych pod wzgledem
ekonomicznym choréb ziemniaka (Solanum tuberosum). W potowie XIX wieku epidemia
zarazy ziemniaka doprowadzita do gtodu, $mierci milionow ludzi. Szacuje sie, ze to
tragiczne wydarzenie stato sie bodzcem do rozwoju badan nad odpornoscia ziemniaka
na patogeny i hodowlg ziemniaka. Priorytetem byto i nadal jest rozszerzenie waskiej
puli genetycznej ziemniaka uprawnego o geny odpornosci na P. infestans, gtéwnie
pochodzgce z dzikich gatunkéw Solanum. Postep hodowlany uzyskany przy
zastosowaniu metod konwencjonalnych przebiegat w ziemniaku bardzo powoli,
niemalze przez caty XX wiek. Wprowadzenie do badar roslin metod biologii
molekularnej i narzedzi biotechnologicznych, co obserwujemy od 2-3 dekad, skutkuje
jakosciowym postepem wiedzy o podtozu molekularnym interakcji patogenéw z
roslinami. Odkrycia zwigzane z epigenetyczna kontrolg dziedziczenia odpornosci roslin
na stresy majg stosunkowo niedtugg historie, sa wcigz intensywnie badane, znakow
zapytania jest mnostwo, pojawiajg sie nowe pytania badawcze. Opisane w pracy
doktorskiej badania nie dotyczg zatem pobocznego zagadnienia, a sg w nurcie bardzo

istotnych obszarow badawczych roslin.

Praca obejmuje 162 strony, w tym tekst pracy, 57 rycin, 5 tabel, spis az 351

pozycji literaturowych oraz wykaz stosowanych skrotéw. Tekst pracy obejmuje spis



treSci, wstep, przeglad literatury, cel pracy, materiat, metody, wyniki i dyskusje, wnioski,

streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Ocena merytoryczna pracy

Tytut pracy zostat jasno sformutowany. Wstep i przeglad literatury obejmujg 37
stron maszynopisu. Informacje w nich zawarte sg bardzo szczegétowe. W mojej ocenie
nawet zbyt szczegdtowe jak na wprowadzenie, ktére ma utatwi¢ $ledzenie czesci
eksperymentalnej pracy. Z pewnoscig $wiadczy o rozlegtej wiedzy Autora i o jego
umiejetnosci spojrzenia na omawiane zagadnienie z szerszej perspektywy. Jednak
tekst zyskatby na przejrzystosci w kontekscie postawionych celéw, gdyby niektére
informacje, np. o modyfikacjach biatek histonowych, byly pominiete, na rzecz
dodatkowych informacji o specyfice genomu ziemniaka tetraploidalnego, czy ztozonosci
dziedziczenia cech w tym gatunku. Uwaga szczegotowa: strona 27: Solanum
physalifolium to nie jest diploidalna odmiana ziemniaka a chwast wystepujacy w

Ameryce Potudniowe;.

Doktorant sformutowat cele pracy w formie dwoch zadan badawczych: (1)
wykazanie skuteczno$ci indukowania nabytej odpornosci systemicznej (SAR) w
odmianie ziemniaka Sarpo Mira na skutek dziatania kwasu B-aminomastowego (BABA)
wzgledem wirulentnego izolatu P. infestans; (2) przeprowadzenie analizy poziomu
metylacji cytozyny dla wybranych genéw pod katem pamieci stresowej SAR w
pokoleniach wegetatywnym i generatywnym. Uwaga szczegblowa: strona 46:
.---metylacja cytozyny docelowych loci DNA”. Metylacji moga podlegaé sekwencje DNA,
loci to ich pozycje chromosomowe. Dziatanie indukcyjne BABA w roslinach opisano w
licznych publikacjach naukowych. Cele badawcze pracy zawierajg elementy
nowatorskie, jednak nie mozna ich postrzega¢ przez pryzmat nowej hipotezy
badawcze.

Czes¢ eksperymentalna pracy jest poprzedzona 24 — stronicowym rozdziatem
Materiat i Metody. Autor opisat w sposéb uporzgdkowany procedury niezbedne do
ewentualnego powtérzenia przedstawionych w pracy doswiadczen, z jedng uwaga:
strona 48: ziemniak tetraploidalny nie posiada barier samoniezgodnosci. Obcopylno$é
moze dotyczy¢ genotypow, a w tym wypadku poszczegolne rosliny odmiany Sarpo Mira
majg ten sam genotyp. Ten sam efekt zostalby uzyskany po samozapyleniu lub
zapyleniem mieszaning pytku z wielu roslin. Kazda roslina wyprowadzona z nasion po

samozapyleniu to inny genotyp, w swej ztozonosci odmienny od odmiany Sarpo Mira. Z



uwagi na wysokg heterozygotyczno$¢ =ziemniaka zréznicowanie alleliczne w
poszczegolnych loci bedzie istotnie rzutowa¢ np. na poziom transkrypcji genow. Czy

fakt ten zostat uwzgledniony w metodyce badawczej?

Rozdziat Wyniki obejmuje 35 stron maszynopisu, ktéry mozna podzieli¢ na cztery
czesci. W pierwszej czesci Doktorant opisat wyniki badan nad ustaleniem optymalnego
stezenia induktora BABA w aspekcie rozwoju infekcji ziemniaka po zakazeniu P.
infestans. Badania fenotypowe byly wspomagane przez ekspresje dwdch genéw
markerowych. Gitowna czes$¢ wynikow dotyczy badan przesiewowych ekspresji 10
gendéw zwigzanych z reakcjg obronna roslin na stresy biotyczne i abiotyczne, genéw
zwigzanych z procesami metylacji DNA, metylotransferaz i demetylaz, oraz genu
odpornosci na zaraze R3a. Wykonano badania ekspresji dla 4 grup roslin: kontroli,
roslin poddanych dziataniu BABA, ros$lin inokulowanych P. infestans oraz roslin
poddanych dziataniu induktora i patogena. Dla 3 genéw, PR1, PR2 i R3a, Doktorant
przedstawit wyniki ich ekspresji w pokoleniu rodzicielskim, roslinach uzyskanych z
rozmnozenia wegetatywnego oraz generatywnego. W przypadku pozostatych 7 genoéw
zaprezentowano dane o ekspresji genéw tylko w roslinach pokolenia rodzicielskiego.
Od strony molekularnej ta cze$¢ wynikéw zostata opisana w sposéb wiasciwy.
Watpliwosci dotycza doboru materiatu do badan roslin pokolenia generatywnego.
Zmiennos¢ genetyczna roélin uzyskanych z nasion wymaga innego podej$cia
metodycznego w badaniach fitopatologicznych i molekularnych niz to opisane w
rozdziale Materiat i Metody. Prosze o ustosunkowanie sie do tej kwestii podczas
publicznej obrony. Trzecia cze$¢ Wynikéw dotyczy badan zwigzanych z metylacjg DNA.
Przedstawiono dane pomiaréw catkowitej metylacji DNA metodami ELISA i ICC dla 4
wymienionych powyzej grup roslin. Niestety brak jest informacji, ktére pokolenie byto
przedmiotem badan, rodzicielskie, kolejne pokolenie wegetatywne czy generatywne?
Szkoda, iz zmiany w poziomie metylacji sekwencji promotorowych i kodujgcych dla
genow PR1, PR2 i R3a zostaly opisane jedynie w roslinach przed inokulacjg P.
infestans. Nie sposéb zatem ustosunkowaé¢ sie do problematyki ewentualnego
dziedziczenia nabytej odpornosci systemicznej odmiany ziemniaka Sarpo Mira na
infekcie P. infestans. Prosze o stosowny komentarz podczas publicznej obrony.
Ostatnia cze$é Wynikéw dotyczy badan ekspresji genéw AGO3 i DCL3 oraz poziomu
transkryptu miRNA, miR482e, w pokoleniu rodzicielskim. Podsumowujac, czesé

eksperymentalna pracy wzbudza pewien niedosyt. Doktorant przytozyt zbyt duzy nacisk



na mnogos$¢ wykonanych badan kosztem ich spéjnosci w kontekscie zasadniczego celu
pracy.

Dyskusja pracy jest obszerna, z licznymi odniesieniami literaturowymi do wynikéw
uzyskanych dla innych modeli doswiadczalnych. Doktorant poczynit proby interpretagii
uzyskanych wynikéw w kontek$cie mechanizméw obronnych na stresy biotyczne i
abiotyczne, opisanych w ziemniaku i innych gatunkach roslin. Nie zawsze s3 to proby
uprawnione. Rejestracja zmian ekspresji genoéw w badaniach przesiewowych, a takie
dominuja w recenzowanej pracy, nie daje wystarczajgcych podstaw do wyciggania
ogolnych konkluzji o mechanizmach biologicznych, funkcjonujgcych na styki roslina —
stres. Z uwagi na wspominane powyzej zastrzezenia, co do sposobu badan roslin w
pokoleniu generatywnym i braku analizy metylacji DNA po infekcji P. infestans,
zaproponowany schemat na Rycinie 57 wptywu BABA na metylacje DNA wybranych

genow jest nieuprawniony.

Podsumowanie

Generalnie nalezy podkresli¢ bardzo poprawny styl pracy, w ktérej zagadnienia
molekularne sg opisane bez stosowania Zargonowych okreslen laboratoryjnych.
Zauwazytem dostownie pojedyncze btedy edytorskie. Biorgc pod uwage cato$¢ pracy,
dogtebng wiedze Doktoranta o odpornosci roslin na patogeny, epigenetycznych
uwarunkowaniach reakcji na stresy, umiejetnosci wykorzystania w badaniach wielu
technik molekularnych, oceniana praca spetlnia wymogi formalne i naukowe,
zawarte w art. 13 ust 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. , O stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki”
(Dz. U. z 2017 r. poz. 1789). Zwracam sie zatem do Rady Naukowej
Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
0 przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pana mgr. inz. Daniela Kuznickiego do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



