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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Barbary Meller
pt.: ,, Wplyw kwasu p-aminomaslowego na zmiany cpigenetyczne w nabytej odpornosci
systemicznej ziemniaka (Selanum tuberosum 1..) wzgledem Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary"

Wprowadzenic

W uzupelnieniu klasycznych technik ochrony roslin. nowe strategic biotechnologiczne
zmierzajg do wzmocnienia odpornosei roslin poprzez mobilizacje 1 wlasciwe ukierunkowanie
endogennych mechanizméw obronnych rosliny - gospodarza. Indukowanic wrodzonych
mechanizmow obronnych rodlin moze dokonywad si¢ poprzez zjawisko nabylej odpornosci
systemicznej, kiedy to roslina w wyniku wstepnego, trakiowania skutecznymi induktorami,
staje si¢ bardzicj odporna w momencie wystapienia silnego stresu nastgpezego. Najnowsze
doniesienia literaturowe zwracajg uwage na zjawisko kondycjonowania lub uwrazliwiania, (.
primingu, gdzie po picrwotne]j indukeji uruchamiane sg »miany biochemiczne, ktore skutkuja
mobilizacjg skutecznych mechanizmoéw obronnych wzgledem patogenu. Takic nabywanic
odpornosci Jest niezwykle cenne, zwlaszeza w kontekscic pojawiajacyeh sig dowodéw na to,
ze informacja © przebytej indukcji moze by¢ preckazywana przez rosling do kolejnych
pokolen. Skuteczny priming z wykorzystaniem induktorow nabytej odpornosei systemicznej
moze mie¢ podloze epigenetyczne, co jest niczwykle istotne w kontekscie dhugotrwalego
utrzymywania si¢ inlormacji o przebytym stresie.

Praca doktorska podjeta przez Doktorantke wpisuje si¢ w ten bardzo wazny kierunck

badan i wrzbogaca nasza wiedzg¢ o nowe 1 wazne clementy.

Ocena szezegiolowa dysertacji

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Barbary Meller jest
opracowanicm zawartym na 116 stronach maszynopisu. zawiera 30 ryein zlozonych, 5 tabel,
szereg zdje¢ 1 schematow, Tekst ocenianej rozprawy doktorskie) obejmuje istotne czesei
skladowe t). wstep, precglad literatury, cel i zaloZenia pracy, materialy i metody, wyniki.
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cytowania, glownie najnowszych pozycji literatury anglojezyveznej. Rovzprawa zawicra takse
wykaz stosowanych skrotow. Napisana jest w [ormie przyjetej dla prac naukowych.

Praca wykonana pod kierunkiem Pani profesor dr hab. Jolanty Floryszak-Wieczorek,
w Katedrze Fizjologii Roglin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, stanowi kontynuacje
wieloletnich badan Jej zespotu nad indukowanymi mechanizmami odpornosei ziemniaka na
Phytophthora infestans — sprawce zarazy ziemniaka. W zwiazku 7 faktem. iz straty plondw
riemniaka wywolywane przez zaraz¢ sa istotne nic tylko dla gospodarki polskiej, ale takze
swiatowe], wybor tematyki rozprawy doktorskicj dokonany przez promotora i doktorantke
uwazam za uzasadniony. tak ze wzgledow naukowych jak i utylitarnych. Tego typu badania
wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania naturalnych mechanizmow obronnych rosliny preed
patogenami 1 mogg mic¢ znaczenie w ograniczaniu stosowania chemicznych Srodkow
ochrony roélin.

Nadrzgdnym celem recenzowanej pracy byla ocena skutecznoSci i trwalosci
nabywania odpornosci wzgledem P. infestans przes rosliny ziemniaka indukowanego
kwasem P-aminomaslowym oraz wskazanic znacznikéw epigenetycznych, powigzanych
z regulacjy ekspresji genéw, kodujaeych bialka kluczowe dla ukonstytuowania sig
nabytej odpornogci w zicmniaku.

CizgsC leoretyczna pracy, czyli Wstep i przeglad literaturowy, jest napisany rzeczowo i
komunikatywnie, co swiadczy o bardzo dobrej znajomosei literatury. Na podkreslenie
zastuguje wlasciwe wywazenie informacji zawartych w poszezegdlnych podrozdriatach, w
petm wystarczajacych do dalszego sledzenia wynikow pracy, ich interpretacji i wyciagania
odpowiednich wnioskéw. W pierwsze] kolejnosci Doktorantka opisuje rodzaje odpornosci
roslin na patogeny, ogniskujgc uwagg na nabylej odpornosci systemicznej (SAR),
charakterystyce stosowanych induktorow., W dalsze) credci Autorka porusza kwestic
primingu, omawiajge kolejne ctapy percepeji bodzea primingu, faze mobilizacii o podiozu
fizjologiczno-biochemicznym i epigenctycznym oraz zdarzenia po silnym stresic wiasciwym,
w postaci generowania skutecznej strategii obronnej minimalizujacej ujemne skutki stresu.
Wskazuje rowniez na duze prawdopodobienstwo wystgpowania vjawiska primingu w
srodowisku naturalnym. dzigki czemu rosliny po przetrwaniu nickorzystnveh warunkéw
bytowania, mogq naby¢ i utrzymaé korzystne zmiany przystosowawcze, ktdre moga by
przekazane kolejnym pokoleniom roslin. W podrozdziale ., Procesy epigenetyczne a priming”,
Doktorantka, w oparciu o szereg przykladow doswiadezalnych zaczerpnictych z literatury,

wykazuje podloze epigenetyczne zjawiska primingu, w kontckscic precyzyjnej kontroli
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ckspresji genow zaangazowanych w ulrzymanie tzw. ~pamigel postresowe]”. Stanowi (o

Jednoczesnie dobry punkt wyjscia dla postawionego przez Doktorantke celu pracy.

W rozdziale Materialy i metody scharakteryzowano material badawczy, opisano
traktowanie ziemniaka odmiany Sarpo Mira kwasem B-aminomastowym (BABA) orar
podano sposob. w jaki pozyskano rosliny z pokolenia osobnikow uprzednio indukowanych
BABA. Niezaleznic opisano inokulacje wirulentnym izolatem P.infestans i oceng stopnia
rozwoju zarazy ziemniaka. Przedstawiony w tym rozdziale schemat ukladu badawczego
(Ryc.7), ulatwia czytelnikowi zrozumienic i pozwala na przesledzenie  kolejno
podejmowanych etapow badan.

Wyrazny niedosyt informacji niesie ze sobg lakoniczny opis przeprowadzonych analiz
ekspresji gendw oraz immunoprecypitacji chromatyny. W tym wzgledzie oceniajgea pragnie
uzyskac odpowiedzi na nast¢pujace pytania:

—  Czylw jakim stopniu zmiennos¢é wewnatrzgatunkowa moze wphywaé na sckwengje, na
ktérych opracowane byly startery?

—  Co nalezy rozumie¢ przez "50 cykli denaturacji"? Czy jest tu mowa o cyklach, po
ktorych pojawil sie produkt? Poprawniej byloby napisaé: 50 cykli obejmujgcych
denaturacje..., hybrydyzacie... oraz wydluzanic.

—  Dlaczego Doktorantka piszac o potwierdzeniu specyficznosei reakeji (np. strona 41.)
nie prezentuje uzyskanych wynikow. Czy produkty PCR byly rozdziclane na zelu?

—  Czy 1 najakic] podstawic dokonano oceny jakodci chromatyny po sonikacji?

—  Na jakiej podstawic wnioskowano o speeylice przeciweial wykorzystanych do
immunoprecypilacji chromatyny w prezentowanym ukladzie cksperymentalnym?

- Dlaczego analizie poddano ciato genu, a nic przeanalizowano jego region promotorowy

i/lub region okalajacy 1SS (miejsce startu transkrypeji)?

Rozdzial Wyniki obejmuje kilka podrozdzalow, w kiorych opisano prowadzone
kolejno cksperymenty i1 uzyskane w ich clckeic wyniki. zamieszezone na 18 rycinach
zlozonych, niczaleznie zilustrowanych dla pokolenia Py roslin indukowanych BABA, jak i dla
roslin pokolenia P namnazanych z bulw i nasion. W opisic wynikow i dyskusji mozna
wyroznic dwie czesel. W plerwszej czesei analizowano skuteczno$é 5mM induklora BABA w
ograniczaniu rozwoju zarazy oraz mozliwos¢ nabycia korzystnych przystosowan obronnych
roshiny wzgledem  wirulentnego patogenu, w  kolejnym  pokoleniu  wegetatywnym i
generatywnym  ziemniaka. Miernikiem efektywnosei primingu  byla analiza poziomu
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transkryptow genow kodujacych kluczowe biatka strategii obronnej, tj. PR1 i PR2, czynnika
transkrypeji WRKY'1 oraz regulatorow SAR, 1. NPR1 i SNI1, po indukeji BABA i infekeji vr
P. infestans. W tych eksperymentach Doktorantka sprawdzila ekspresje gendow w rownych
godzinach po indukeji 1 inokulacji, w co najmnicj trzech powtorzeniach biologicznych oraz w
niezbednej liczbie powtorzen technicznych. W odniesieniu do tej kwestii nasuwa si¢ pytanic -
co stanowito kontrolg dla roznych kombinacji doswiadezalnych? Czy wszystkic wyniki dla
danego genu byly normalizowane wzglgdem gendw referencyjnych?

/. kolei w drugiej czescl zaplanowanych cksperymentow Doktorantka badata ckspresje
genow kodujgcych biatka zaliczane do rodziny metylotransleraz (ATX2 oraz SUVII4) oraz
demetylaz (JMJT06), a taksc acetylaz (ITA'T) i deacetylaz (11IDAC) histonowych, W tym
micjscu prosz¢ Autorke o ustosunkowanic si¢ do obecnego w pracy stwicrdzenia, 7e
wymienione geny koduja biatka odpowiedzialne za remodelowanic chromatyny? Prosze
rowniez o komentarz do ryciny 22.. przedstawiajgce] wrgledng ekspresic genu CAF1 w
roshinach ziemniaka w pokoleniu Py oraz P pozyskanego # bulw i nasion: jak wythumaczy¢
wzmozong ckspresje CAIF1 po podaniu BABA oraz po infekeji roslin traktowanych BABA,
podezas gdy w roslinach kontrolnych poddanych inokulacji nic obserwujemy zadnych zmian?

Na zakonczenie tego rozdzialu Doktorantka zamicseila wyniki eksperymentow. celem
wskazania efektywnych znacznikow epigenetycznych primingu. W lym migjscu prositabym
Autorke o szezegotowa prezentacjg ukladu doswiadezalnego obejmujacego ryciny 27 1 28.

Na uznanie zastuguje fakt. ze kazdy podrozdzial konczy mysl podsumowujaca uzyskane
wynikl, co podnosi czytelnosé i porzgdkuje uzyskane rezultaty badan.

W rozdziale Dyskusja Autorka w sposob kompleksowy 1 wnikliwy analizuje otrzymane
wynikl, konfrontujge je z najnowszymi danymi literaturowymi dotyczacymi poruszanych
zagadnicn nabywania odpornosci wrzgledem  stresow  biotycznych. Gruntowna  analiza
wynikow data podstawy do sformulowania 9 wnioskow koncowych, Moim zdaniem wniosk]
dotyczace metylacy Doktorantka mogta » powodzeniem rozbudowac.

W odniesieniu do calej pracy nalezy stwicrdzi¢, ze Autorka nic ustrzegla sie pewnych
niescistosei czy bledow edytorskich, ktore nie pomnicjszajg wartodci meryloryeznej pracy. 7,
powinnosci recenzenta uwagi te przckazalam Autorce pracy.

Na podsumowanie stwierdzam, ze tres¢ i forma przedstawionej mi do recenzji pracy
doktorskicj odpowiada w pelni wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim. Praca
stanowi element nowosei naukowej w docickaniach badawezych nad poznaniem mechanizmu

nabyle) odpornosci ziemniaka na Phytophthora infestans.



Do najwazniejszych  osiggnied  rozprawy  zaliczam preede  wseystkim
udokumentowanie, 7¢ ziemniak “Sarpo Mira® pod wplywem indukeji SmM  kwasem p-
aminomasfowym nabyl odpornosé wzgledem wirulentnego izolaw P infestans, a cecha
zwigkszonej odpornosci zostala przekazana kolejnemu pokoleniu mnozonemu 7 bulw |
nasion. Uzyskanie potwierdzenia, ze¢ hamowanie rozwoju zarazy s1emniaka ma zwigzek ze
zmiang profilu ekspresji genow kodujacych bialka PR1 i PR2, zarowno w pokoleniu Py, jak 1
Pi. Wskazanic znacznika metylacji H3Kd4me2, jako markera epigenetycznepo, Majacego

zwigzek z nabywaniem przez ziemniak odpornosci systemicznej.
Wniosek koncowy

W swictle wyzej przedstawionej, pozylywnej oceny pracy doktorskiej Pani mgr inz.
Barbary Meller wnosz¢ do Rady Wydzialu Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszezenie Jej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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