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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra Lukasza Flisa pt. ""Wplyw poziomu
transkrypcji genéw hsp na kondycje stadium J2 nicienia Meloidogyne hapla Chitwood,

1949 w zakresie wybranych temperatur®

Jednym z pasozytéw szczegélnie szkodliwym dla roslin dwulisciennych jest guzak potnocny
Meloidogyne hapla. Zakaza on wiele gatunkow roslin uprawnych, co powoduje istotne straty
w rolnictwie i gospodarce cztowicka. Rozwoj 1 aktywnos¢ tego nicienia zaleza od czynnikow
srodowiskowych, a zwlaszcza od temperatury. Mimo, ze przeprowadzono wicle badan
dotyczacych wptywu tego czynnika na rozwdj jaja i stadium larwalnego, to wciaz stabo znane
sg zmiany na poziomie molekularnym w réznych warunkach w powigzaniu ze zmianami
morfologicznymi i fizjologicznymi. Dlatego bardzo stusznie ambitnym przedmiotem pracy
doktorskiej Pana mgra bLukasza Flisa stalo si¢ zbadanie wplywu réznych warunkéw
temperaturowych srodowiska zewnetrznego na poziom molekularny i fizjologiczny nicienia
Meloidogyne hapla. W analizach molekularnych skupiono si¢ na ekspresji gendéw szoku
termicznego (hsp).

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim ze streszczeniem w jezyku
angielskim. Zawiera ona klasyczny uktad, czyli: Spis tresci, Streszczenie, Abstract, Wstep
wprowadzajacy do tematyki nicieni glebowych i wptywu temperatury na ich rozwoj, Cele
pracy, Materialty i metody, Wyniki, Dyskusj¢, Podsumowanie, Wnioski, Literatur¢ i
Zalaczniki. Podrozdzialty w glownych cze$ciach sg poprawnie zorganizowane w sposob
hierarchiczny, co zwigksza przejrzysto$¢ pracy i prezentowanie rezultatow. W Zatacznikach

zebrano tabele z surowymi wynikami.

W pracy doktorskiej po raz pierwszy u Meloidogyne hapla zaprezentowano wyniki
badan wplywu stresu zimna i goraca na poziom transkrypcji genéw szoku termicznego Mh-
hsp90, Mh-hspl, Mh-hsp4, Mh-hsp6, Mh-hsp60, Mh-dnj19, Mh-hsp43 i Mh-hspl2.2 w
stadium jaja i J2. Dodatkowo uwzgledniono wptyw tego stresu na stan fizjologiczny opisany
przez dtugo$¢, szeroko$¢, mase ciala oraz masa i powierzchni¢ wybarwionych lipidow, a
takze aktywnos$¢ ruchowsg osobnikoéw stadium J2. Zastosowano duzo kombinacji temperatury

i czasu inkubacji.



Wstep jest przejrzyscie napisany i odpowiedni dla wprowadzenia czytelnika do
omawianych zagadnien oraz zrozumienia stawianych problemoéw. Przedstawiono w nim
charakterystyk¢ nicieni glebowych oraz ich znaczenie dla gospodarki i oceny stanu
srodowiska. Najwiecej miejsca poswiecono guzakom z rodzaju Meloidogyne, ktore sa
pasozytami wewnetrznymi wielu roslin, w tym uprawnych, powodujac srednio 10%-owy
spadek plonowania. Szczegdtowiej opisano gatunek Meloidogyne hapla bedacy przedmiotem
pracy doktorskiej. Na jego temat przedstawiono najwazniejsze informacje dotyczace historii
odkrycia, wystepowania, znaczenia i cyklu rozwojowego. Stosunkowo duzo miejsca
poswigcono Wpltywowi temperatury na tempo metabolizmu i rézne procesy zyciowe nicieni,
w tym Meloidogyne, oraz ekspresje gendéw, w tym kodujacych biatka szoku termicznego.
Informacje te zostaty napisane w jasny i zwigzty oraz dobrze uporzadkowany sposéb. Nalezy

zwréci¢ uwage na rozbudowane cytacje literaturowe.

Mam do doktoranta pytania dotyczace tej czesci. W zwigzku z tym, ze Meloidogyne
hapla zostal odkryty stosunkowo niedawno, bo w 1949 r., to czy nie jest to zwigzane z tym,
ze znany byl wczesdniej, ale opisywany byt pod inng nawa, a w podanym roku wyrézniono go
pod aktualng nazwa? Czy mozna odr6zni¢ morfologicznie od siebie stadium J3 i J4? lle razy

na rok samica sktada jaja?

Glownym celem pracy stalo si¢ zbadanie reakcji nicienia Meloidogyne hapla na
zmiany temperatury srodowiska zewnetrznego. Uwzgledniono przy tym ekspresje genow
szoku termicznego oraz parametry stanu fizjologicznego, zwartos¢ lipidow i aktywnos$é
ruchowg wybranych stadidow rozwojowych tego gatunku. Cele pracy zostaty poprawnie

sformulowane 1 wszystkie zostaty wtasciwie zrealizowane.

Doktorant rzetelnie opracowal Materiaty 1 metody. Szczegdélowo opisano materiat
badawczy, sposob hodowli oraz zastosowane metody: izolacje i amplifikacje materiatu
genetycznego, okreslanie ekspresji genow hsp metoda ilosciowa PCR, badanie wptywu
temperatur na stan fizjologiczny i aktywno$¢ ruchowsa oraz analiz¢ uzyskanych danych. W
oparciu o uogdlnione modele linowe wybrano najlepsze kombinacje predyktorow
(temperatury i czaséw inkubacji) badanych parametrow. Nie mam zastrzezen do metodyki
przeprowadzonych analiz. Analizy zostaly wykonane przy zastosowaniu odpowiednich

metod.

Mam jednak pewne pytania. Dlaczego wybrano doktadnie 336, 1008 i 1344 godziny

do inkubowania osobnikow J2? Czy znaczenie miato, Ze nicienie zostaly pozyskane z



marchwi, a hodowane na pomidorze? Czy wystepuje specjalizacja populacji tego gatunku do
ro$lin? Wzory na masg¢ ciata i lipidow sa do siebie podobne i maja tg samg stalg. Czy nie
powinna by¢ ona rdézna, poniewaz ogoélna gesto§¢ ciala nicienia 1 lipidow jest
najprawdopodobniej inna? Dlaczego temperature i czas inkubacji stosowano jako zmienne
kategoryczne, a nie ciagle? W Tabeli 2 dziwnie jest oznaczenie eksperymentu dla kontroli.
Sadze, ze liczba plusow powinna odpowiada¢ czasom inkubacji i powinny by¢ wyrodznione
komoérki odpowiadajace tym czasom. W przypadku analizy danych dobrze byloby podaé

funkcje i komendy zastosowane dla modeli liniowych.

Wyniki opisano skrupulatnie i1 obiektywnie. Szczegétowo scharakteryzowano
zalezno$¢ ekspresji genéw od temperatury, czasu inkubacji i interakcji tych dwodch
parametrow. W stadium jaja i J2 stwierdzono wzrost poziomu transkrypcji wszystkich genow
hsp na dziatanie stresu gorgca z wyjatkiem genu Mh-hsp12.2 w stadium J2. Natomiast pod
wplywem stresu zimna odnotowano wzrost ekspresji dla genéw Mh-hsp60, Mh-dnj19 i Mh-
hsp12.2 w obu badanych stadiach rozwojowych oraz Mh-hspl i Mh-hsp43 dla stadium J2.
Ekspresja genéw byta wyzsza w warunkach stresu goraca niz stresu zimna. Wzrost ekspresji
wigkszosci gendw hsp w temperaturach stresowych byt generalnie wyzszy w stadium J2 niz
jaja.

Badanie wptywu warunkow inkubacji na parametry fizjologiczne wykazato, ze z jaj
inkubowanych w temperaturach stresowych wylegaja sie osobniki stadium J2, ktérych $rednie
wartosci dlugosci, szerokosci i masy ciata sg mniejsze od odpowiednich parametrow
osobnikow J2 wylegnietych w temperaturach optymalnych. Cickawe jest to, ze dlugos¢ ciata

osiggata najwicksze warto$ci w temperaturze 30°C, a szeroko$¢ i masa ciala w 20°C.

Badajac osobniki stadium J2 poddane r6znym warunkom stwierdzono wzrost dtugosci
ciala do 30°C, a pozniej spadek w temperaturach stresowych, natomiast dtugos¢ ciata caty
czas zwigkszala si¢ ze wzrostem czasu inkubacji. W przeciwienstwie do tego szeroko$¢ i
masa ciata zmniejszaly si¢ ze wzrostem temperatury 1 czasem inkubacji. Réwniez
powierzchnia i masa wybarwionych lipidow zmniejszaly si¢ w zaleznosci od czasu inkubacji i
ze wzrostem temperatury. Powierzchnia wybarwionych lipidow byta generalnie wigksza w
nizszych temperaturach inkubacji. Aktywnos¢ ruchowa osobnikéw J2 byla najnizsza w

temperaturach stresowych 5°C 1 35°C, a zanikata w temperaturze 40°C.

Przeprowadzone badania ekspresji genow hsp, parametrow stanu fizjologicznego oraz

aktywnos$ci ruchowej potwierdzily, Zze optymalnymi temperaturami do rozwoju nicienia



Meloidogyne hapla pochodzacego z gleb strefy klimatu umiarkowanego sg temperatury w
przedziale od 20°C do 30°C.

Zaleta pracy byto wprowadzenie rozdziatlu "Podsumowanie wynikow badan ekspresji
genow hsp”, ktory w zwigzly sposob zbiera opisane wczesniej szczegdlowe wyniki. Mam
jednak uwagi. Wykresy pokazujace wartosci danych parametréw od innych mogtyby mieé
mniejsze kropki oznaczajgce wartosci szacowane. Mozna by jeszcze podsumowac przypadki
spadkow ekspresji w porownaniu do kontroli. Chciatbym réwniez, aby doktorant wyjasnit jak
interpretuje  wynik, ze nie zawsze ekspresja genéw byla najwyzsza w ekstremalnej
temperaturze 40°C. Dobrze bytoby takze opisa¢, czym sg wartosci szacowane na rycinach?
Domyslam si¢, ze sa to warto$ci wyliczone z modelu. Jak bardzo te wartoéci szacowane z
modelu r6znig si¢ od $redniej wyliczonej w oparciu o dane surowe? W pracy stosowano

termin o istotnej statystycznie rdznicy. W jaki sposob okreslano tg istotno$c?

W  rozdziale Dyskusja doktorant wyczerpujaco, obiektywnie i rzetelnie
przedyskutowal najwazniejsze osiggniecia swojej pracy doktorskiej. Pan tukasz Flis
poréwnat wyniki z dostepnymi danymi literaturowymi dotyczacymi wptywu temperatury na
ten sam i inne gatunki nicieni uzyskanymi przez innych badaczy. Znaleziono wiele
podobienstw we wplywie Szoku termicznego na ekspresje genow oraz parametry
fizjologiczne. Odmienne wyniki tlumaczono réznymi warunkami eksperymentow, np.
hodowla nicieni z dostgpem pokarmu przez innych autoréw. Potwierdzono takze zalezno$¢
TSR (temperature size rule) mowiaca, ze organizmy zmiennocieplne rosng wolniej w
chtodniejszym $rodowisku, ale dojrzewajac w tych warunkach osiagaja wicksze rozmiary

ciala.

Pan tukasz Flis wytlumaczyl réwniez mechanizmy lezace u podstaw wpltywu
temperatury i czasu inkubacji na badane parametry. Powigzat te zjawiska z denaturacja biatek
oraz tempem wzrostu i metabolizmu. Wyjasnienia sa logiczne i sensowne. Przedstawiono to
w rozdziale ”Podsumowanie dyskusji”, ktory uwazam za najbardziej interesujgcy. Mam
sugesti¢ na przyszte badania. Opisane w pracy eksperymenty na nicieniach przeprowadzono
w warunkach glodu, dlatego ciekawe bytoby wykonanie podobnych analiz przy dostepie do
ro$liny zywicielskiej. Czy te wyniki bytyby podobne czy rdznityby sig¢?

Rozdziat Podsumowanie i Wnioski sa do siebie podobne i jeden z nich bylby
wystarczajacy. Niewatpliwie, s3 one napisane przejrzyscie i zawieraja najwazniejsze WniosKi

uzyskane z badan.



Uzyskane wyniki sg wartosciowe. Poznanie zakreséw temperatur stresowych i
niestresowych dziatajacych na nicienie stadium J2 Meloidogyne hapla pomoze opracowac
skuteczniejsze metody zwalczania tego pasozyta. Doktorant zasugerowat takze zastosowanie
wyciszania genéw hsp w walce z tymi pasozytami. Poruszyt takze kwesti¢ zmiany zasiegow
nicieni z powodu ocieplania si¢ klimatu, co zmusza do szukania nowych metod zwalczania
nicieni pasozytniczych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze geny Mh-hsp90 i Mh-hspl moga by¢
stosowane jako bioindykatory wptywu $rodowiska zewnetrznego na organizm nicieni z

rodzaju Meloidogyne.

Opisy s3 dobrze zorganizowane pod wzgledem formalnym i nalezy podkresli¢
poprawne sformatowanie i tadng szate graficzng pracy. Warto zwrdci¢ uwagg, ze Wstep jest
ilustrowany tadnymi zdjgciami wykonanymi przez doktoranta. Praca i artykuly sa napisane
poprawnym jezykiem i stylem. Dostrzeglem tylko niewiele btgdéw. Ryc. 4 mogltaby mieé
bialg czcionkg. Przed ”cm” powinna by¢ spacja, a przecinek przed “tzn.” oraz “a”, ’to” i
“aby” w niektorych zdaniach ztozonych. Zdanie “Jedynie biatka o natywnej strukturze
wykazujg aktywnos$¢ katalityczng.” zamienitbym na “Jedynie biatka o natywnej strukturze
wykazuja wlasciwg aktywnos$¢ katalityczng.” Tytul “Wplyw temperatury na tempo
metabolizmu nicieni” zamienitbym na bardziej ogdélny “Wplyw temperatury na tempo
metabolizmu.” Termin retikulum endoplazmatyczne” zamienitbym na “siateczka
srodplazmatyczna”. Zamiast terminu homologia sekwencji aminokwasowej powinno si¢
stosowac, w zalezno$ci, co byto liczone, identycznos$¢ (identity), czyli procent identycznych
reszt aminokwasowych lub nukleotydowych) lub podobienstwo (similarity), czyli procent
identycznych reszt aminokwasowych oraz reszt o podobnych wlasciwosciach
fizykochemicznych posiadajacych wartosci punktacji dodatnie w danej macierzy punktacji

par aminokwasow.

Stwierdzone przeze mnie zastrzezenia nie rzutujg jednak na bardzo pozytywng ocen¢
pracy, a przedstawione powyzej uwagi nie zmniejszaja warto$ci ocenianej rozprawy.
Przeprowadzone badania byly bardzo zasadne, poniewaz istnieje potrzeba zbadania i
zrozumienia wplywu warunkéw temperaturowych i czasu inkubacji na rozwoj nicieni
pasozytniczych w aspekcie fizjologicznym i1 molekularnym. Nalezy podkresli¢, ze analizy
zostaty przeprowadzone skrupulatnie, a zastosowana metodyka okazata si¢ skuteczna. To
swiadczy o duzej samodzielno$ci doktoranta. Pan tukasz Flis wilozyt duzo trudu w

przeprowadzone analizy, a przedstawiona dyskusja wynikéw $wiadczy o jego duzej



dojrzatosci naukowej 1 umiejetnosci wydobywania najwazniejszych informacji z uzyskanych

wynikoéw oraz przedstawiania ich w formie zwartych wnioskow.

Warto podkresli¢, ze badania byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w
ramach grantu Preludium. W zwigzku z tym, ze doktorant postawit sobie trudny cel badawczy
i go rozwigzal przeprowadzajac wiele eksperymentow, a wyniki opisal w bardzo dobry

sposob i czesciowo opublikowat w Journal of Nematology proponuje wyrdznié rozprawe.

Uwazam, wigc, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia wszystkie
wymogi Ustawy o Stopniach Naukowych. Zglaszam, zatem wniosek do Rady Naukowej
Muzeum i Instytutu Zoologii Polskiej Akademii Nauk o uznanie rozprawy Pana mgra
Lukasza Flisa za odpowiadajagca wymogom stawianym rozprawom doktorskim i o

dopuszczenie doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

W el %W%MCMIU?
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