Warszawa 2016-03-28

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Dmochowskiej-Boguty pt. “Analiza
wybranych czynnikow genetycznych i biochemiczno-fizjologicznych odpornosci pszenicy
(Triticum aestivum 1..) na rdze¢ brunatna (Puccinia triticina)”, wykonana dla Rady

Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB w Radzikowie.

Wprowadzenie

Badania w mechanizméw odpornosci roslin na patogeny nieustajgco ciesza si¢ duzym
powodzeniem ze wzgledu na znaczenie gospodarcze konkretnych uktadéw roslina-patogen i
tym samym, mozliwe aplikacje. Jednoczesnie specyfika ras patogenow 1 mnogos¢é mozliwych
interakeji z licznymi genami odpornosci znaczaco komplikujg badania, wymagajac
prowadzenia prac nad roslinami uzytkowymi, a nie tylko na uktadach modelowych. Mgr
Marta Dmochowska-Boguta wybierajac temat dysertacji podjeta sie wiec niezwykle trudnego
zadania. Podsumowujac czynniki trudnosci tematu wymieni¢ nastgpujace:

e [rzecie zboze $wiala (trudna praca w warunkach laboratoryjnych) i jedna z
najwazniejszych chordb grzybowych pszenicy - swiatowa konkurencja w badaniach,

e Duzy i skomplikowany genom gospodarza, jeszcze catkowicie niezsekwencjonowany
przez publiczne konsorcja (pierwszy genom referencyjny pszenicy za ok. 2 lata),

e Liczne geny oﬂporlloéci ale 1 zmienny patogen potrafiacy przetamywad naturalne
odpornosci,

e Proba polaczenia badan histochemicznych i badan molekularnych.

Recenzowana praca jest wynikiem dziatalnosci doktorantki w ramach kilku projektow:
ministerialnego zamawianego, NCN, sieci naukowej i dziatalnosci statutowej Instytutu.
Celem przedtozonej pracy jest badanie interakeji pszenicy i rdzy brunatnej poprzez
obserwacje rozwoju patogenu, reakeji mikronekrotycznej rosliny, akumulacji nadtlenku
wodoru 1 jego genezy. odktadania kalozy 1 lignifikacji. Precyzyjnie rozfozone na osi czasu
obserwacje mikroskopowe sa poltaczone z analizami sekwencji i ekspresji 16 gendw, w tym 8

nowo-zidentyfikowanych sekwencji pochodzacych z biblioteki SSH.

Dane formalne o rozprawie

Rozprawa jest napisana w jezyku polskim i ma format standardowe] pracy doktorskicj
zawierajac wszystkie wymagane elementy. Rozprawa liczy 110 stron. a dodatkowo suplement
zawierajacy sekwencje 1 wyniki skanowania domen pigeiu bialek z wykorzystaniem bazy
InterPro — 7 stron oraz spis literatury — 16 stron. W calej pracy znajduja sie cytowania ponad
200 pozycji literaturowych, w tym 54 pozycje z ostatnich 5 lat i 14 linkdéw do zasobdw i
narzedzi sieciowych, Zdaniem recenzenta cytowane prace dobrze odzwierciedlaja aktualny stan
wiedzy w interesujacej tematyce, a ich dobor i ilo$¢ sa odpowiednie. Proporcje ilosciowe

pomigdzy ..przegladem literatury™ - 26 str.. .materiatami i metodami” - 21 str., .,wynikami” -



33 str. i ,,dyskusja” - 14 str. sq dobrze wywazone. W tekst wkomponowano 12 Tabel | 24
Rysunki zaopatrzone w informatywne podpisy.
Jezyk przejrzysty bez powaznych btedow jezykowych, terminologia naukowa

profesjonalna, nieliczne literéwki, a sekwencje mozna by zapisywac czcionka Courier New,

Ocena rozprawy

Tytut oddaje tres¢ i cele rozprawy, chociaz Jesli miatby zainteresowaé szersze grono
czytelnikow moglby by¢ bardziej precyzyjny. Recenzent jednak rozumie. ze szerokodé
prowadzonych analiz (a tak jest w tym przypadku) nie sprzyja formutowaniu bardziej
chwytliwych tytutéw. Cel jest dokladnie przedstawiony we wstepie. a hipotezy robocze Jjasno
wynikajg z opisu realizowanych zadan, jednak ani we wstepie ani w dalszych czgsciach pracy

autorka nie formutuje ich wprost.

Przeglad literatury jest dobrym oméwieniem i usystematyzowaniem informacji z
zakresu tematyki pracy. Rozpoczyna si¢ opisem obicktu badar — pszenicy, zarowno od strony
systematyki jak i aktualnego areatu i plonu w réznych rejonach sSwiata z uwzglednieniem
innych gatunkdéw pszenic — p. twardej i pszenic antycznych. Jedynie zrédto informacji o
systematyce gatunku Triticum aestivum — baza NCBI — wydaje si¢ nieco widrnym zrédlem,
gdyz stworzonym na potrzeby bazy danych sekwencji. Sugerowalbym powolywaé sie raczej na
APG I, czyli Angiosperm Phylogeny Group (2009) An update of the Angiosperm Phylogeny
Group classification for the orders and families of Towering plants: APG 111, Botanical Journal
of the Linnean Society 161: 105-121, ktére to zrodio jest stworzone pod katem wlasnie
systematyki. Nie zmienia to faktu, ze dla wickszosci gatunkéw rodlin, w tym pszenicy,
klasytikacja systematyczna z obydwu zrédet pokrywa si¢. Na kolejnych 5 stronach
przedstawione sg patogen — Puccinia triticing, etapy infekcji, cykl rozwojowy oraz
epidemiologia. Jest to wartoéciowa, podrecznikowa czes¢ przegladu literatury. Nastepnie jest
najwazniejsza i zarazem najtrudniejsza cze$¢ dotyczaca odpornosci ro§lin. Trudno$¢ polega
glownie na wielosci opracowan dotyczacych tej problematyki. Autorka z zadaniem poradzita
sobic bardzo dobrze, cytujac naprawde najwazniejsze publikacje Zrodiowe, a z ewentualnym
zarzutem nieusystematyzowania koncepeji odpornosei poradzila sobie przytaczajac za Chen
(2013) tabele z definicjami réznych typéw odpornosei. W tej czedci zawarto réwniez wnikliwy
opis odpornosci pszenicy na rdzg brunatna wraz z opisem roznych fenotypéw infekeji rdzy we.
Meclntosh i in. (1995). W przegladzie na zakoriczenie tresciwie przedstawiono rolg i biogeneze
reaktywnych form tlenu w reakcji roslin na patogeny, ze szezegbdlnym uwzglednieniem
pszenicy — opis ten jest doskonatym wprowadzeniem potrzebnym do zrozumienia znaczenia
pozniej przedstawionych analiz cytochemicznych. podobnie jak oméwienie roli lignin i kalozy:.
Na zakonczenie wyjasniono geneze klonéw SSH badanych w molekularnej czegei pracy, ktéra
jest przedmiotem oddzielnej publikacji doktorantki (BMC Genomics 1F=3,986) i dotyczy

wynikow nie zamieszezonych w niniejszej dysertacji. Podsumowujac. przeglad literatury w
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przedstawionej do oceny pracy jest rodzajem dobrego i rozszerzonego .introduction” z
publikacji wynikowe]. dostarczajac podstawowych informacji potrzebnych do zrozumienia
pozostalych czesci. Nie jest to zarzut, a jedynic konstatacja pokazujaca, ze fragmenty tej czesci
rozprawy mogtyby sig sta¢ publikacja przegladowa dopiero po gruntownym przeredagowaniu.
Z drugiej jednak strony stworzenie oryvginalnej przegladowki w tak konkurencyjnej tematyce

bvloby bardzo trudne.

Materialy i metody sa napisane syntetvcznic i odzwierciedlaja dobra znajomosé
wykorzystywanych metod i zrozumienie znaczenia wynikdéw dzigki nim otrzymanych. Dobor
badanych 8 linii (odmiana Thatcher 1 7 linii izogenicznych rdzniacych si¢ obecnodcia
naturalnych genow odpornosci) jest ze wszech miar wlasciwy. Brak jedynie informacji o
poziomie izogenicznosei. Ze wzgledu na to, ze do analizy reakcji wspomnianych linii na
patogen zastosowano 5 metod histochemicznych, jedna zlozona z udzialem inhibitorow i jedng
obejmujaca qPCR, ktdre czesto obejmowaly réznie dobrane punkty czasowe od infekgji,
autorka sporzadzita rewelacyjna tabelke (Rysunek 5) podsumowujaca wszystkie punkty
czasowe 1 zastosowane metody dla kazdej badanej linii. Przy tym nie zapomniano o
zamieszezeniu pod tabela wlasciwego, skrdconego opisu znaczenia kazdej z metod. co jest
wazne dla czytajacego niespecjalisty. Nastepujacy pédzniej opis whasciwych metod, oprocz
sposobu wykonania. uzupelniony jest w informacje o znaczeniu wynikéw kazdej z nich.
Zdaniem recenzerita, na szczegolne podkreslenie zastuguja jeszeze dwa aspekty tego rozdziatu:
do oceny dzialania inhibitoréw wybuchu oksydacyjnego zastosowano oryginalny i prosty
wspolezynnik inhibicji, ktéry pozwolit na przedstawienie liczbowe w duze] mierze
Jakosciowych obserwacji  mikroskopowych oraz przy analizie ckspresji  genow
zaangazowanych w biogeneze reaktywnych form tlenu zastosowano rzadko uzywany
kumulatywny wspélezynnik transkrypcji , pomocny przy ocenie znaczenia danego enzymu w
generowaniu RFT. Strona wizualna tego rozdziatu i tym samym jego czytelnos¢ znacznic
zyskaty dzigki wspomnianej wezesniej tabelee metod oraz schematowi zmudnego dochodzenia
od klonu SSH — baza EST JG968933 (291pz) do klonu ¢cDNA z odmiany Thatcher o petnej
dtugosci Acc no KR815340 (2473pz) oraz genomowego kontigu (7695pz). Nic rozumiem
jedynie dlaczego w catej pracy autorka postuguje sic roboczym numerem rejestracyjnym
JG968933, ktory odnosi sie do krotkiego fragmentu z biblioteki SSH, zamiast uzywaé numeru
rej. ostatecznej sekwencji nukleotydowej w bazie GenBank KR815340 (wystepuje w pracy
tylko raz) czy pochodnej sckwencji biatkowej ALJ11037, albo choéby robocze] nazwy
sugerujgce] tozsamos¢ tej sekwencji — np. TaWAKSR (R jak Radzikow) lub TaWAKS* (z
gwiazdka; propozycje recenzenta). Metody molekularne sg dobrze dobrane i opisane. Dobor
metod bioinformatycznych jest wlasciwy, choé ich opis zdaniem recenzenta zbyt lakoniczny —
np. jesli nie wymienia sig parametrow uzytych przy poszukiwaniu podobienstwa etc.. to nalezy
cho¢ wspomnie¢, ze uzyto parametréw domyslnych (dafault parameters). W programach z

rodziny Blast do takich podstawowych parametréw nalezeé beda baza w ktore] szukano
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podobienstw (np. nr), dlugos¢ stowa ,.word size™. tablica punktacji podobienstw, kary za
przerwy (.gap insertion cost”, ~gap extension cost”). Serwisy internetowe pozwalajace na
podstawowe analizy bioinformatyczne podaja réwniez cytowania literatury opisujacej dana
metodg - sugerowatbym ich umieszczenie oprécz linku URL (dla programéw z rodziny BLAST
ze strony NCBI cytowanie podane jest na kazdej stronie z wynikiem — np. przy blastn w Wersji
megablast jest to Zheng Zhang, Scott Schwartz. Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000:; 7(1-2):203-14).
Podobnie. dosyé skrétowo potraktowano analize filogenetyczna — obok linku mozna byto podaé
chocby nazwe metody analizy filogenetycznej implementowanej w programie ClustalW?2
(zwykle Neighbour-joining w skrécie NJ). Podsumowujac materiaty i metody - doktorantka
wykorzystata bardzo szerokie spektrum trudnych metod histochemicznych. molekularnych i
bioinformatycznych i jak pokazuje nastepny rozdziat pozwolilo to na uzyskanie wysokiej

Jakosci wynikéw. co swiadezy o osiagnieciu warsztatowego mistrzostwa.

Wyniki obejmuja tresciwy opis rezultatéw poczynajac od oceny patogenicznoscei izolatu
jenozarodnikowego P.1riticing na 41 liniach pszenicy, nastepnie dokfadnej charakterystyki
rozwoju grzyba na badanych 8 liniach pszenicy co pozwolilo na zsynchronizowanie

fenotypowej skali objawow infekeji z mikroskopowa ocend rozwoju grzyba i wystepowaniem

mikronekroz, wyodrgbniajge trzy wzory interakeji pszenicy i rdzy brunatnej (tutaj recenzent
docenia klarowne przetozenie obserwacji mikroskopowych na wartosci liczbowe 1 wykresy).
Dalej zaprezentowano doktadniejsze analizy obejmujace barwienie bigkitem Evansa (na
nekrozy), blekitem anilinowym (kaloza), floroglucynolem (ligniny), DAB (H202) — wszystkie
te analizy poparte sg dobra dokumentacjg fotograficzng i przekonywujaca analizg ilosciowg w
postaci tabel lub wykreséw. Ta ostatnia metoda zostala rowniez uzyta do oceny dziatania
czterech inhibitoréw enzymow zaangazowanych w produkcje 202 (oksydazy NADPH,
peroksydaz,  oksydazy dwuaminowej, oksydazy  poliaminowej), pozwalajac  na
skonfrontowanie tych wynikéw ze wzorami transkrypcji gendw je kodujacych (dla 4
peroksydaz i 2 oksydaz NADPH). Dalej przedstawiono analiz¢ ekspresji 8 genow
reprezentowanych przez klony SSH z analiz wykonanych wezesniej w kierunky indukeji po
porazeniu rdza brunatna w 8 punktach czasowych, potwierdzajgc zwiazek ich ckspresji z
infekcjg kontroli i linii z genem odpornosci (u 7 genéw), jak i z infekcja oraz wystepowaniem
genetycznej odporosei (1 gen). Szersze analizy molekularne wykonano w na tym ostatnim
kandydacie (JG968933, WAK) doprowadzajac do okreélenia petnej sekwencji cDNA (poprzez
klonowanie brakujacych fragmentdw) i locus genomowego (ztozenie z dostepnych w bazie
danych kontigéw). Na sekwencji ¢cDNA wykonano analizy podobieristwa, wystepowania
domen biatkowych i zaleznosci filogenetycznych. Ta ostatnia analiza wydaje sie jednak
wykonana w po$piechu. gdyz dobor gatunkow i sekwencji (7 z A.taliana i 5 z T aestivum) nie

pozwala na dalcj idace wnioski.



Dyskusja jest bardzo rzeczowa. Rzetelnie konfrontuje wszystkie wyniki z danymi
literaturowymi pokazujac ich nowatorsko$é. Najbardziej nowatorska jest analiza
zaangazowania poszczegolnych enzymoéw (z wykorzystaniem specyficznych inhibitoréw) i
genéw je kodujgeych (QRT-PCR) w biosynteze nadtlenku wodoru. Szczegdlnie interesujaca
Jest pierwsza czg$¢ dotyczaca inhibitoréw, pokazujac dynamiczne zaangazowanie réznych
aktywnosci enzymatycznych w czasie infekeji, ktéra dodatkowo zalezy od genu warunkujacego
odpornos¢ roslin i jej poziomu w interakcji z patogenem. Brakuje mi tutaj troche
swobodniejszej dyskusji. ktéra zdecydowanie ozywitaby rozprawe 1 wygenerowataby kilka
nowych hipotez do rozwinigeia w przysztych badaniach. Rozumiem jednak ostroznos¢ autorki
ze wzgledu na potrzebe powtdrzenia analiz na liniach z innymi genami odpornosci i/lub liniach
z tym samym genem ale w réznym tle genetycznym. Takie podejscie Swiadczy o dojrzatosei
naukowej doktorantki. Wyniki analizy ekspresji bardzie] jednoznacznic wskazuja na
dominujacg rolg peroksydazy TaPrx/12 i TaPrx108. a poziomy ich transkryptéw koreluja ze
stopniem odpornosei zainfekowanych lisei. Tutaj jednak trudnos¢ wnioskowania polega na
niepeinej znajomosci genomu i wiclogenowej rodzinie peroksvdaz roélinnych — analiza
transkryptomowa w przysztosci pozwolitaby na szersze spojrzenic. Analizy lignin i kalozy sa
zgodne z literaturg, a sama ich produkcja wydaje si¢ zjawiskiem wtérnym, indukowanym przez
H202. Dyskusje zamyka omodwienie zmian ekspresji badanych klonéw SSH w kontekscie ich
podobienstwa i potencjalnej roli w reakcji roslin na patogen. Jest to niezwykle ciekawy
fragment wskazujacy na mozliwy udzial trzech nowych, wezeéniej nie badanych kinaz WAK z
pszenicy w reakeji na infekeje rdzy brunatnej. Obok kinaz WAK dyskutowane sa: nowy gen
NB-LRR. biatko wiazace wapn. oksydaza Rboh, kinaza serynowo-treoninowa i regulator 14-3-
3. wskazujac na aktywne procesy przekazu sygnalow poprzez fosforylacje oraz reaktywne
formy tlenu. Wszystkie uzyskane wyniki analiz zostaty wszechstronnie skonfrontowane z
danymi literaturowymi z zachowaniem duzej ostroznosci w formutowaniu wnioskéw, ktére
konicza prace. W sumie autorka wysnuwa 11 wnioskéw — 3 metodyczne (2, 6 i 11) i 8
biologicznych (pozostate). Wnioski sa wywazone i uprawnione. Szkoda, ze nie zawsze
wyplywaja bezposrednio z tekstu dyskusji, gdzie nawet kosztem powtérzenia pewnych

stormutowan poprawityby jej odbior.

Podsumowanie

Recenzowana rozprawa jest wartosciowym opracowaniem z zakresu molekularne;
patologil roslin uprawnych. Opracowanie odzwierciedla wysokie umigjetnosci techniczne.
ogromng prace autorki i zawiera bardzo dobrej jakosci wyniki, z ktérych cze$é jest wysoce
nowatorska i powinna wkrotce zosta¢ opublikowana. Recenzent nie dostrzegt istotnych bleddw
rzeczowych — nieliczne bledy czy niedcistosel nie zmieniaja wysoce pozytywnego odbioru tej
pracy, a krytycyzm recenzenta najczeéciej wynika z odmiennego spojrzenia na problematyke
pracy. Analiza tekstu dowodzi, ze autorka jest dojrzalym naukowcem godnym awansu

naukowego.



Na podstawie powyzszego zwracam sic do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i
Aklimatyzacji Roélin PIB z prosba o dopuszczenie Pani mgr Marty Dmochowskiej-Boguty do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na nowatorskie wyniki dotyczace analizy stopnia
zaangazowania enzymow w biogeneze nadtlenku wodoru u linii pszenicy o zréznicowane]
podatnosci na rdzg oraz identyfikacji nowych genéw indukowanych w odpowiedzi na patogen,

Wnoszg 0 wyroznienie tej rozprawy.
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