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Katedra Genetyki Ogdlnej, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Roslin

Lédz, 2.03.2016 r.
Ocena pracy doktorskiej mgr Marty Dmochowskiej-Boguty
pt. .Analiza wybranych czynnikéw genetycznychi biochemiczno-fizgjologicznych odpornosci

pszenicy (Triticum aestivum L.) na rdze brunatng (Puccinia triticina)”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Marty Dmochowskiej-Boguty
zostala wykonana w Zaktadzie Inzynierii Genetycznej Instytutu Hodowli 1 Aklimatyzacji
Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy w Radzikowie pod kierunkiem Prof. dr hab. Wactawa
Orczyka.

Praca liczy 133 strony, 26 rysunkdéw (zalecatbym uzywanie terminu wykres lub
rycina) i 12 tabel, bardzo dobrze dokumentujacych zagadnienia omawiane w rozprawic oraz
206 pozycji (w tym 14 stron internetowych) w spisie pismiennictwa (wlasciwie dobrane prace
doswiadczalne 1 inne artykuty literatury $wiatowe], w zdecydowane] wiekszosci
opublikowanych w latach lat 2000-2014, w tym wiele pozycji pochodzacych z ostatnich 3
lat). Cheiatbym podkreslic, ze w spisie pismiennictwa znalaztem wigkszoé¢ prac, ktore sam
zaliczam do tych waznych dla tematyki poruszanej w rozprawie doktorskiej. Z drugiej strony,
rozprawa stala sie dla mnie waznym zrédlem pismiennictwa, ktore z réznych wzgledow
przeoczylem.

Rozprawa zostala napisana w jezyku polskim, w klasycznym ukladzie i oprocz spisu
tresci, ilustracji i tabel oraz wykazu stosowanych skrotow zawiera Wstgp 1 Cel pracy,
obszerny 1 bardzo interesujacy Przeglad literatury. Materiaty i Metody, bardzo szczegdlowo
przedstawione Wyniki, interesujaca Dyskusje, Wnioski, Suplement 1 Spis Literaiury.
Oczywiscie nie przeoczylem umieszczonych na poczatku pracy streszezen w jezyku polskim 1
angielskim. Uktad pracy i jej opracowanie, sposdéb prezentacji i1 analizy wynikéw
zrealizowane zostaly przez Doktorantke w sposéb wzorowy. Stad, uprzedzajac szczegolowe
uzasadnienie, cheialbym juz teraz wyrazié poglad, ze praca ta w mojej ocenie spelnia
wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Instytutu
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o dopuszczenie mgr Marty Dmochowskiej-Boguty do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Tematyka i cele pracy

Tematyka i cele pracy doktorskiej mgr Marty Dmochowskiej-Boguty mieszezg sie w
jednym z niezwykle waznych, bardzo aktualnych kierunkdw wspofezesnej biologii roslin, do
ktorych bez watpienia nalezy zaliczy¢é molekularne/genetyczne mechanizmy odpornosci
waznych roslin uprawnych na patogeny. U podstaw nieustajgcego i stale rosnacego
zainteresowania ta tematyka lezy z jednej strony ogromny. niespotykany wczedniej rozwdj
warsztatu badawcezego, technik, narzedzi pozostajacych do dyspozycji naukowcdw, z drugiej
zas, bedace tego konsekwencja, osiagnigcia poznawcze w dziedzinie biochemii, genetyki i
biologii molekularnej zwiazane z poznaniem strukturalnej i funkcjonalnej organizacji genomu
zarowno roslin  wyzszych jak i drobnoustrojow. Oczywiscie, nadrzedna podstawa
zainteresowan naukowcdw 1 praktykdw ta tematyka jest potrzeba najpierw zidentyfikowania,
scharakteryzowania i powiazania w logiczng, wspdigrajaca calo§¢ mechanizméw
odpowiedzialnych za odporno$¢ badanego gatunku na patogena, a w dalsze] perspeklywie,
docelowo — doskonalenie odmian roslin uprawnych. Niech potwierdzeniem dla tej opinii
bedzie fakt, ze praca doktorska mgr Marty Dmochowskicj-Bogutybyla realizowana byfa w
ramach projektu badawczego zamawianego ..Nowe metody genetvki molekularnej i genomiki
shuzgee doskonaleniv odmian roslin uprawnych”, projektu badawczego ,.Kinazy zwigzane ze
Sciang komdrkowg w pszenicy i jeczmieniu - nowa grupa genéw zaangazowana w odpornosé
na patogeny” finansowanego przez NCN, w ramach Sieci naukowe] ..Genomika i transgeneza
roslin uzytkowych” a wreszcie tematu badawezego w ramach Dziatalnos$ci statutowe;.

Jak juz wspomnialem wczesniej. temat i cel ocenianej pracy doktorskiej mieszeza sie.
w moim przekonaniu. w bardzo aktualnym i niezwykle waznym kierunku badawczym w
dziedzinie wspdlczesnej biotechnologii molekularnej, dotyczacym odpornosei  roslin
uzytkowych na patogeny. Moge, zatem stwierdzi¢, ze temat pracy doktorskiej mgr Marty
Dmochowskiej-Boguty i jednoznacznie sformulowany, kierunkowy cel, speiniajg wymagania
stawiane obecnie przed autorami ambitnych projektéw badawczych w  dziedzinie
wspotczesnej biotechnologii  molekularnej roslin, w  tym projektow dotyczacych
agrobiotechnologii.

Problematyka badawcza, a w szczegdlnosci omawiane w tej rozprawic zagadnienia sg
doskonala ilustracja zlozonosci, wieloaspektowosei prac badawczych niezbednych do
precyzyjnego ustalenia istotnych dla cafosci zagadnienia mechanizméw, ich wzajemnych
oddzialywan i powiazafd. Wiem, ze oceniana praca doktorska mgr Marty Dmochowskiej-

Boguty stanowi tylko pewien wycinek znacznie szerszych, powaznie zaawansowanych badan
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prowadzonych pod kierunkiem Profesorow Anny Nadolskiej-Orczyk i Waclawa Orczyka —
badaf unikalnych na skale krajowa pod wzgledem koncepcji metodycznych i rozwiazan
technicznych. Wyniki badan sreferowanych w rozprawie stanowia, jak sadzg, uzupelnienie
wiedzy zdobytej przez Zespol Profesora Orczyka w latach ubiegtych (czego wymiernym
efektem sa publikacje w renomowanych czasopismach naukowych) oraz kolejny etap
poszerzania | poglebiania wiedzy dotyczgee] mechanizmow genetyeznych rzadzacych
metabolizmem roslin. Swoj znaczacy udziat w realizacji badan prowadzonych w Zaktadzie
ma mgr Dmochowska-Boguta. Wyrazem tego sa publikacje z Jej wspotautorstwem:

e Dmochowska-Boguta M., Alaba ., Yanushevska Y., Piechota U., Lasota E.. Nadolska-Orczyk A,
Karlowski WM., Orczyk W., 2015. Pathogen regulated genes in wheat isogenic lines differing in
resistance to brown rust Puccinia triticing. BMC Genomics, 16:742:1-17. DOI 10.1186/512864-013-
1932-3.

e Dmochowska-Boguta M., Nadolska-Orczyk A., Orczyk W. 2013. Roles of peroxidases and NADPH
oxidases in the oxidative response of wheat (Triticum aestivim) to brown rust (Puccinia triticing)
infection. Plant Pathol.62:993-1002. Doi: 10.1111/ppa.12009

e Kawatek A, Dmochowska-Boguta M. Nadolska-Orczyk A, Orczyk W. 2012, Anew BSMV-based
vector with modified f molecule allows simultaneous and stable silencing of two genes. Cell. Mol.Biol.
Lett. 17: 107-123. DOI: 10.2478/511658-011-0041-9, 17: 107-123.

s Orczvk W, Dmochowska-Boguta M.. Czembor H.J.. Nadolska-Orczyk A. 2010. Spatiotemporal

patterns of oxidative burst and micronecrosis in resistance of wheat to brown rust infection. Plant
Pathol. 59: 567-575. DOL: 10.11 I1{1.1365-3059,2010.02257.){
oraz wspblautorstwo zgloszenia patentowego:
o Orczyk W., Nadolska-Orezyk A, Dmochowska-Boguta M. 2011, Sposéb wyciszania genu rogliny
zhozowej oraz wektor wirusowy lub RNA do stosowania w tym sposobie. Wniosek Patentowy
zgtoszony w Urzedzie Patentowym RP nr PK/1325/RW. Numer zgloszenia: P.396949. data zgloszenia:

2011-11-11.

Przeglad literatury

Przeglgd literatury stanowi interesujace kompendium wiedzy dotyczace] zagadnien
¢cigle zwiazanych z tematyka pracy doktorskiej. W pierwszej czeéci rozdziatu Autorka
przedstawifa informacje dotyczace pszenicy — jej uprawy i znaczenia. W kolejnych
rozdziatach pracy mgr Marta Dmochowska-Boguta szeroko, szezegdtowo i fachowo omowila
cykl rozwojowy I cpidemiologie badanego grzyba — rdzy brunatnej (Puccinia triticing).
Kolejne rozdziaty mgr Marta Dmochowska-Boguta poswiecita odpornoéci roélin na patogeny.
Szczegblnie interesujace wydaja mi sie wiasnie te rozdzialy.
Sadze, ze Przeglad literatury moglby stanowic kanwe dla bardzo interesujacego artykutu

przegladowego.



Cel pracy

W moim rozumieniu, w tej czesci rozprawy podane powinny by¢ w formie najbardziej
zwiezlej, lakonicznej gléwne 1 ewentualnie poboczne cele przeprowadzonych badan. [ wilasnie
w takim ujgciu cel pracy zostat przedstawiony przez Doktorantke.

Praktyczna realizacja celu pracy doktorskiej mgr Marty Dmochowskiej-Boguty
wymagala przeprowadzenia bardzo zlozonych, trudnych, wieloetapowych, a takze zmudnych
i crasochtonnych doswiadczen z wykorzystaniem rdznorodnych metod 1 technik
biochemicznych i molekularnych.

Nie mam watpliwosci, ze wskazane cele pracy doktorskiej nalezy uznaé za ambitne a
ich realizacja wymagala od Doktorantki obok opanowania i praktycznego zastosowania

szerokiego zestawu metod. intensywnej pracy laboratoryjne;j.

Materialy i metody

Ogblnie, nie wnosze zasadniczych zastrzezen do tresci tego rozdziatu, bowiem
wiekszo$¢ zastosowanych metod, technik i procedur uwazam za odpowiednie, nowoczesne i
wlasciwie dobrane by zapewni¢ wynikom wiarygodnosé i umozliwi¢ realizacje bardzo
ambitnych, dalece wykraczajacych poza wymagania formalne celow,

Jako materiat roslinny w badaniach wykorzystana byla pszenica zwyczajna (7riticum
aestivum L.) odmiana Thatcher (Tc) i izogeniczne linie odmiany Thatcher z okreslonymi
genami odpornosci na rdze brunatna: TcLr9, TcLrl9, TceLr24, Telr23. Tcelr26, Telr29 i
TcLr34 oraz jednozarodnikowy izolat rdzy brunatnej (Puccinia (riticing). Poshuzyly one
Autorce w badaniach molekularnych, biochemicznych, makroskopowych, mikroskopowych i
z zakresu fitopatologii.

Jestem pefen uznania dla zakresu przeprowadzonych badan oraz roznorodnosci
stosowanych technik/metod. Fakt ten stanowi o kompleksowosci przeprowadzonych badan 1

wiarvgodnosci uzyskanych wynikow.

Wyniki i Dyskusja

Jestem swiadom faktu, ze w tego rodzaju projektach, majac zréznicowany materiat
badawczy, a jako narzedzia badawcze liczne 1 zréznicowane pod wzgledem zlozonosci
techniki cytochemiczne, biochemiczne, molekularne 1 analizy bioinformatyczne, osiagniecie
celu(ow) przedsiewziccia uwarunkowane jest nie tylko wiedza i posiadanym warsztatem
badawczym, ale takze takim cechami charakteru jak pracowitoé¢, dyscyplina i swoistego
rodzaju pedantyczno$é, drobiazgowos$¢. Stwierdzone przeze mnie tylko nieliczne bledy czy

niedociagniecia daja jak najlepsze Swiadectwo o Doktorantce (i Promotorze).
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Wyniki pracy doktorskiej mgr Marty Dmochowskiej-Boguty zostaly opisane i
udokumentowane na 33 stronach rozprawy. Dokumentacje wynikéw stanowia liczne
wykresy, diagramy, doskonalej jakosci barwne makro- i mikrofotografie, sekwencje
nukleotyddw— nic sposdb wymieni¢ wszystkie formy.

Tak obfita dokumentacja jest kolejnym potwierdzeniem ogromu wykonanej przez
doktorantke pracy eksperymentalne;.

W ocenie tego bardzo obszernego rozdziatu ograniczg si¢ do tych rezultatéw, ktore
uwazam za najwazniejsze:.

¢ Potwierdzono, ze wzory ekspresji peroksydaz i oksydaz NADPH, skorelowane
z przebiegiem akumulacji nadtlenku wodoru, wskazuja na udziat tych
enzymow w akumulacji nadtlenku wodoru 1 odpornosci:

e  Wykazano, ze akumulacja nadtlenku wodoru w pszenicy w czasie infekcji jest
zalezna od peroksydaz, oksydaz NADPH (Rboh). oksydazy diaminowej i
oksydazy poliaminowej z tym, ze wzgledny udziat tych enzymdw jest rozny w
zaleznosci od obecnosci okreslonego genu Lr.

e  Wykazano, ze wzor ekspresji klonu JG968933 (TaWAK) wskazuje, ze gen ten
jest silnie zaangazowany w odpowiedZ pszenicy na infekcje rdza brunatna;

e Suderuje sie, ze wzor ckspresji szesciu z oSmiu  badanych genow
reprezentowanych przez klony SSH (JG968933, JG969003. J(G968955,
1G968944, JG968925 1 J(G968969) u rosliny odpornej w pordwnaniu do rosliny
podatnej wskazuje na ich potencjalny udziat w reakeji odpornosei.

e Na podstawie analizy ekspresji i analizy bioinformatycznej klondéw SSH
wskazuje si¢ na udzial tych gendw w odpowiedzi na infekcje oraz funkcje w
transdukeji sygnatow, wybuchu oksydacyjnym i reakcjach
mikronekrotycznych (oksydaza Rboh) oraz sygnalingu (biatko 14-3-3 i
receptor LRR).

Wyniki pracy doktorskiej mgr Marty Dmochowskiej-Boguty zostaly podsumowane w
postaci udokumentowanych do$wiadczalnie, w petni uprawnionych wnioskdw koncowych.
Bardzo interesujgca i wazna czgscig pracy doktorskiej mgr Marty Dmochowskiej-Boguty jest
$wietnie napisana Dyskusja. Z duza przyjemnoscig odnotowalem w tej czedci pracy
odpowiedzialne komentarze na temat jej wlasnych wynikdéw oraz ich uprawniong
interpretacje. Te cze$¢ pracy znamionuja bardzo dobra znajomosc przedmiotu, bieglosé
warsztatowa doktorantki, oraz sprawne postugiwanie si¢ polszczyzna.

Podsumowujac te czes¢ swojej opinii pozostaje pelen uznania dla ogromu wykonane]
przez Pania mgr Marte Dmochowska-Bogute pracy., uzyskanych przez Nig wynikow i w petni

uprawnionej ich interpretacji.
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Koncowe uwagi ogdlne
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Wysoko pod wzgledem merytorycznym i formalnym oceniam napisany przez mgr
Marte Dmochowskg-Bogute Przeglad literatury. Uwazam, ze bytby on, po
przeformatowaniu. wartodciowym artykulem przegladowym. Wséréd niezbednych
modyfikacji widzialbym krytyczna redukcje, posiadajacego juz wylacznie wartosé
historyczna, pismiennictwa.

Moge z przyjemnoscia stwierdzi¢, ze mgr Marta Dmochowska-Boguta w czasic
realizacji celow pracy doktorskiej opanowala bardzo bogaty, nowoczesny warsztat
badawczy, ktéry. jak sadze. umozliwitby Jej kontynuacje pracy naukowej w wielu
laboratoriach biologii molekularnej roslin.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki zasluguja na najwyzsza uwage badaczy
zajmujacych si¢ ta tematyka, ich interpretacja jest w pelni uprawniona, a cala

rozprawa doktorska zashiguje na duze uznanie.

Na zakonczenie chcialbym jeszcze raz powtorzyé: rozprawe doktorska mgr Marty

Dmochowskiej-Boguty oceniam jako wlasciwa pod wzgledem formalnym i bardzo

wartosciowyg pod wzgledem merytorycznym, a wymienione przeze mnie w recenzji

nieliczne uwagi krytyczne nic maja, z natury swojej, zadnego wplywu na moja ogolnie

wysoka jej oceneg.

Wyrazajac poglad, Ze praca ta spelnia wymogi ustawowe stawiane rozprawom

doktorskim wnosze do Rady Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roélin — Panstwowy

Instytut Badawczy w Radzikowie wniosek o dopuszczenie mgr Marty Dmochowskiej-

Boguty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego..

Chcialbym w tym miejscu wyrazi¢ opinie, ze biorage pod uwage wartos¢

merytoryezng rozprawy i wiecej niz poprawno$¢ formalna, o ile spelnione sg inne

wymogi, praca ta zasluguje na stosowne, w ramach istniejacych przepisow, wyréznienie.

N Lﬁi
\s |

Andrzej K. Kononowicz



