RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Doroty Milczarek
pt. Zastosowanie technik molekularnyeh w selekicfi ziemmniaka uprawnego

odpornego na maiwiki (Globodera spp.)

W przedstawione] do recenzji rozprawie Autorka opisala wyniki wervfikacji przyvdatnosci
markerow molekularnych sprzezonyeh z genami odpornosel ziemniaka na nicienie 2 gatunkow
Globodera rostochiensis 1 (. pallida. Analizowane markery zostaby wybrane w oparciy o
wezesniejsze doniesienia roznveh autordw, a postulowane sprzezenia dotyesyly sicdmiu genow
odpornosci introdukowanveh do genomu Solanum tuberosum z dzikich trzech gatunkow: S
uberosum subsp. andigena. S, vernei 1S, spegazzini. Badania zawarte w pracy doktorskiej Pani
mer Doroty Milezarck mialy na celu wskazanic markerow skutecznie sclekejonujacych rosling
posiadajace geny odpornosci, poprawe elekiyvwnoscr selekeji poprees ocene dawki™ genu
odpornoset. ocene wplvwu selekeji wspomagane] markerami w kierunku odpornosci na matwiki
na poziom cech uzytkowych oraz wyselekejonowanic klonow ziemniaka o wysokicj i zlozang)
odpornogel na rozne  patotvpy  tego  szkodnika, Autorka podjela rownies udana  probe
opracowania metody rownoleglego genotypowania roznyveh foci w svstemic multipleks-PCR. W
pracy bardzo wyraznie zaznaczony zostal jej aplikacyjny charakter. a przedstavione wyniki.
poza ich niewalpliwa warto§eia poznaweza 1 uzytkowa. sa w mojej opinii bardzo cenng ilustracia
skali problemow zwigzanveh z adaptacja informatywnyeh markerow  molekularnych  dla
konkretnveh populacji niespokrewnionyeh bezposrednio 7z tyvmi. dla kiorveh markery zostaly
orvginalnic wygenerowane. Moje uznanie wzbudzil sposob w jaki ekspervmenty zostah
zaplanowane 1 wykonane. co pozwolifo jednoznacznie oceni¢ prevdatnose weryfikowanveh
markerdw. mimo niesatysfakcjonujacych (z punktu widzenia hodowli. ale mervtorveznie
poprawnyveh) wynikow  dotvezgeveh oczekiwanveh sprzezen kilku # nich 2 odpowiednimi

genami odpornoscei.

Struktura pracy
Praca w formie monogratii obejmuje 134 strony maszynopisu 7z wiydziclonymi

rozdziatami typowymi dla prac naukowych z zakresu nauk przyvrodniczych.



Streszezenie w jerzvku polskim 1 angielskim bardzo dobrze charakieryzuje zalozenia
pracy i prezentuje uzvskane wyniki i wnioski.

Wstep stanowi syntetvezne wprowadzenie w tematyke badawceza podjeta w pracy
doktorskiej 1 syvgnalizuje  wszyvstkic  istotne  zagadnienia. ktore  stanowia  podstawe
przeprowadzonych badan.

Cel pracy zostal zwiezle 1 precyzyjnie sformulowany w formie czterech punktow
poprzedzonych poprawnic zdefiniowana hipoteza badawceza.

W preegladeie [iteratury obejmujacym 16 stron maszynopisu Autorka omowila gromade

nicieni. ze szezegolnym uwzglednieniem rodzaju Globodera. pod wzgledem ich znaczenia dla
produkeji rolniczej. Klasviikacji taksonomicznej, cvklu zvciowego orars interakeji patotypow 7
organizmami zywicielskimi w obrebie rodzaju Solanum. Szezegdlowo scharaktervzowala ona
réwniez mechanizmy  odpornosci rodlin - ziemniaka na matwiki. wskazala mozlive do
wikorzystania w hodowli ziemniaka zrédla odpornoscei na te agrofagi 1 pochodzace # tveh 7rodel
geny warunkujace odpornosé. W bardzo intercsujacy sposdb opisala ona rownics proces hodowli
twareze] ziemniaka oraz korzyvsel, ktore zwiazane sg z wprowadzeniem do hodowli technik
molckularnyeh. czyli prowadzenia tzw. selekeji wspomagane] markerami (ang. marker assisted
selection, MAS), Ostaini podrozdzial  przegladu  literatury  to charakterystvka  technik
identylikac)i markerow  molekularnyeh stosowanveh w ostatnich  kilkudziesieciu latach do
identyfikacyi polimorfizmdow sprzezonych z cechami waznymi uzvtkowo, Zabraklo mi jednak w
tvm miejscu nawel krotkiego odniesienia do calej grupy technik wiysokowvdajnych. poczgwszy
od technologii Diversity Arravs. a skoficzvwszy na genotvpowaniu SNP w oparcin o
sekwencjonowanie nastepnej generacji.

Materialy | metodyv costaly opisane w sposob szezegolowy | kompletny. Bardzo dobrze

saprezentowany zostal wyvkorzystany w badaniach material roshinny . Schemat preedstawiony na
Rys. 1 bardzo dobrze ilustruje strukture przeprowadzonych ekspervmentow . Mcetody zostaly
rownicz zaprezentowanc bardzo starannie. ale przy tak szezegdlowe] prezentac)i nie udalo sig
uniknaé pewnsch rozbieznosei. np. na str. 44 (3 wiersz od gdry) wshazano. z¢ oczchivana
wiclkosé produkiu dla markera TG689 to 205 pz, podezas edy w Tab. 9 podana jest wiclkos¢
I41 pz. Nie zostalo rowniez wystarczajaco jasno opisanc w jaki sposob precprowadzono

aenotypowanic markerami SPUDIT636 1 HC, skoro sa to polimorfizmy pojedynezego nukleotydu



(SNP. por. Tab. 9). Ponadio. produkt amplifikacji fragmentu genu BCII nie powinien hyd
nazywany markerem (str. 40), edvz nie identyfikuje on polimorfizmu,

Winiki wraz 7z dokumentacja (24 tabele. 12 fotogratii i 14 wykresow ) obejmuja 43 stron i
stanowia casadnicza czes¢ pracy. Otrzymane rezultaty badan sa lovicznic uporzadhowanc.
czvielnie przedstawione i poparte wlasciwie dobranym materiatem ilustracy jnym. Obejmuja one
padrozdzialy opisujace oceng odpornosei roslin ziemniaka na matwiki. analizy molehularme ez
genotvpowanic w oparciu o pojedvneze markery oraz w ukladzie multipleks. a takze probe
wervfikacji ..dawki™ genu przy uzyciu techniki real time PCR. wreszeie oceng cech
agronomicznych w kontekscie selekeji wspomagane) markerami w kierunku odpornosci na
(rlobodera. pozwalajace] na piramidyzacje gendw odpornosci,

Dyskusja obejmuje 16 stron i stanowi wilaciwe uzupehicnic 1 komentarz do sckeji
opisujacej wyniki przeprowadzonyvch eksperymentdw. umieszezajace je w szersZyvm kontekscie.
Podobnie jak pozostale czedei rogprawy. zostala ona zorganizowana starannic 1w przemyslany
sposab, Moje drobne watpliwosci budea stwicrdzenia dotyezace ..zbyt niskic) polimorlicznosci
markerow™ (str. 90) oraz ich .nicwystarczajacej polimorficznosci™ (str. 92) — mysle. 7ze w tym
wypadku lepicj byloby mowid o braku sprzezenia pomiedzy okreslony mi markerami a cecha
adpornosct w odniesieniu do analizowanych w badaniach populacji roslin.

Podsumowanic i wnioski to zhidr szesciu rozbudowanych punktow stanowigeyeh na ogol

poprawna rekapitulacje wynikdw przeprowadzonyveh ekspervmentow, jednak nickiore # nich
ograniczaja sie jedvnie do komunikatu na temat zakresu wykonanych prac (np. punkty 3a i 3bj,
Spis literatury obejmuje 138 pozyveji 1 trzy strony internetovwe. Wykorzystany prrzez
Autorke zestaw publikacji $wiadezy o jej bardzo dobrym przyveotowaniu teoretyeznyvm do
prowadzenia badan.
Na koncu pracy Autorka umieseia trzy dodatki zawierajace] tabele presentujace warunhi
pocodowe w trakeie doswiadezen polowveh, nawozenie stosowane w tveh doswiadezeniach oraz

szezegdlowe wyniki przeprowadzonyeh analiz statystveznveh,

Merytoryczna ocena pracy
Dysertacja przyeotowana przez Pania mgr Dorote Milczareh dotvezy powaznego
problemu zwigzanego z uprawg ziemniaka, jakim sg straty plonu wywolvwane przez porazenie

matwikami. Ziemniak jest jednym 2 najwaznicjszyveh gatunkow roslin uprawnyeh zardowno na



swiccie, jak 1w Polsce. Ograniczanie strat zwigzanveh z wystepowaniem matwikow  jest
mozliwe glownie dzicki wykorzvstaniu odmian odpornych: ochrona chemiczna jest malo
wydajna 1 wymaga zastosowania srodkow o wysokiej szkodliwosei dla srodowiska. [Hodowla
worcza ziemniaka wymaga zatem jednoczesne] selekeji na wiele cech wzytkowych, w
powigzaniu 7 selekeja w kierunku odpornosei na nicienie. Hodowla odpornosciowa moze zostac
usprawniona poprzez wykorzystanie metod molekularnych w procesic zwanym selekeja
wspomagana markerami. Jednak aby byla ona skuteczna. niczbedne jest apracowanie zestawu
markerdw molekularnyveh. ktore w selekcjonowanych materialach roslinnyeh wiykazywaly beda
zadowalajacy poziom sprzezenia genetyveznego z genem lub genami warunkujacymi ceche
odpornosci. W oodniesieniu do odpornosci na Glebodera istnigje stosunkowo wiele doniesien
literaturowveh na temat markerdw molekulamyeh sprzezonveh z oenami warunkujacymi
odpornos¢ na rozne patotvpy (. rostochiensis 1 G. pallida. Te informacje stanowily punkt
wyjscia do przeprowadzonych przez Autorke badan majacyveh na celu weryfikacje skutecznoscei
tveh markerdw w puli materialow hodowlanyeh ziemniaka. opracowanic wydajne) technologil
genotvpowania. ocene .dawki™ genu, ocene wplywu selekeji wspomagane] markerami w
kierunku odpornosei na inne cechy uzyvtkowe oraz otrzyvmanie klonow o zlozonej odpornosci
warunkowane) kilkoma roznymi genami.

Wowvniku szeroko zakrojonveh ekspervmentdw Autorka wskazala markery. Ktore w
analizowanc] puli materialow hodowlanveh ziemniaka cechowaly sic wistarczajaeym poziomem
sprzezenia z odpowiednim genem odpornosci i zostaly uznane za dobre narzedzia diagnostyezne.
Wskazala rowniez grupe markerdw. dla kidryeh sprzczenic to nic bvlo obserwowane, W
odniesieniu do informaty wnych markerédw udalo sie opracowac warunki reakeji multipleks PCR
pozwalajace na jednoczesne genotvpowanie dwoch loci. Analiza seerecac)i pozwolila wskazac
rosliny cawicrajace jedna lub dwie kopie genu 1. ale niestety proba wiy korzystania w tvm celu
metody real time PCR zakonczvla sie nicpowodzeniem. Cenna ohserwacja byvlo to. ze nie
stwierdzono negatywnyeh zwiazkow pomiedzy obecnoscia genow warunkujacych odpornosé na
nicieniec a cechami agronomicznymi ziemniaka. Efektem praktveznvm  pracy  bylo
wyprowadzenie 14 klonow ziemniaka o wysokiej zlozonej odpornasci na wszysthic patotypy
Globodera. ktore cechowaly sie rowniez wysoka jakoseig. a nawet mialy bulwy istotnie wicksze

od rodow podatnych.



Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny prace oceniam bardzo wysoko., Wskazuje ona na bardzo
dobry poziom przygotowania Autorki do prowadzenia badan z zakresu hodow i tworeze) roslin.
laczace) metody typowe dla hodowli konwencjonalne] 7 wiedza dotyvezaca wikorzystania analiz
molekularnyeh do wspomagania selekeji. Podjeta przez Autorke tematska posiada przede
wszystkim duze znaczenie aplikacyjne: duza czesé pracy stanowi jednoczesnic demonstracje
mozhwoscr praktyeznego wykorzystania uzyskanyeh wynikow w hodow [ twéreze| ziemniaka,

Oceniana dysertacja spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. W szczegolnosci
stanowi ona orvginalne rozwiazanie problemu naukowego, wykazuje ogolng wicdrse tearetvezna
Pani mgr Doroty Milezarek w dziedzinie nauk rolniczyeh i dyscyplinie agronomia oraz jej
umicjetnosc samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wnioskuje zatem do Rady Naukowej
Instvtutu Ilodowli 1 Aklimatvzacji Roslin — Panstwowy Instvtut Badawesy v Radzihowie o
dopuszezenie Pani mgr Doroty Milezarek do dalszych ctapdw procedury doktoranckiej. Wysoka
ocena zawartosci merytoryczne] rozprawy pozwala mi rowniez na postawienic wnioshu o

WATOZIICNIC Pracy.
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