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WD rowadzen ie

Badania w mechanizmów odporności roślin na patogeny nieustająco cieszą się dużym

powodzeniern ze rł,zględu na znaczenie gospodarcze konkretnych układól' roś Iin a_pa t,., ge n i

tym samym, możliwe aplikacie' .lednocześnje specyfika ras p.rtogenó\ i mnogość możliwych

intetakc'iŻ licznyni genami odpomościznaczaco komplikują badania' wymagając

prowadzcnia prac nad roś1inami uż}'tkowyn1i' a nie tylko na układach rrrodelolvych. Mgr
Marta Dmochowska_Boguta wybierając temat d),seltacji podięła sie więc niezwykle lrudnego

,/ddanid' Pod..l'no,"!uJ4c c/)nniki lrudl'ości lemrlu u1mienię nltlępują.c.

. Trzecie zboŹe świata (trudna praoa w warunkach laboratorinych) ijedna z

naiważniejszych chorób grzyborvych pszenicy - świato\\'a konkurencja \ł badaniach.

. DuŹy i skomplikowany genom gospodaża. jeszcze całkowicie niezsekwenc.jonowany

pżeŻ publiczne konsorcja (pierwszy genom referencyjny pszenicy Za ok' 2 lata),

. Liczne geny oiporności ale i zmienn}' pato8cn potrafiący przełamy\ł'ać natu'a]ne

odporności,

. Próba połączenia badań histochemiczn'vch i badań molekularnych.

Recenzowana pracajest wynikieln działalności doktorantki w ramach ki]ku projektówI

ministcrialncgo Zanra\ł'ianego, NCN" sieci naukowej i działalności statutowej lnst}tlltu.

Ce]em przedłożonej pracy iest badanie interŃcji pszenicy i rdzy brunatnęj poprzez

obserwacje .ozwoju patogcnu, reakcji mikronekrotycznejrośliny. akumulacjinadtlenku

wodoru ijcgo genez!'. odkładania kalozy i liglitikacji. Precyzyjnie rozłożone na osi czasu

obserwacje mikoskopo\\.e są połączone z analizami sekrvencji i eksptesji ]6 genó\\'. w tym 8

nowo-zidentyfikowanych sekwencj i pochodzących z biblioteki ssH.

Dane formalne o rozDrawie

Rozprawajest napisana w języku polskirl i ma tbrmat standardowej pracy doktorskicj

zawiera;ąc wszystkie \łymagane elementy' Rozprawa liczy 1l0 stron. a dodatkowo suplement

zawierając} sekwencję i wyniki skanorvania domen pięciu białek z wykorzystaniem bazy

InterPro _ 7 stron oraz spis literatury l6 stron' W całej prac.v znajdują się c)towania ponad

200 pozycji literaturowych, w tyn 5'{ pozycje Z ostatnich 5 lat i 14 ]inków do zasobótv i

nażędzi sieciowych' Zdaniem rece nzenta c)'towan e prace dobrze odzrvierciedlająaktualny stan

wiedz'Y w interesującei tematyce, a ich dobór i ilość są odpo\iednie. Proporcje ilościorve

pomiędzy 
''przeglądem literatury" - 26 str'...n1aletiałami imetodami'' - 2l str.. .'wynikarni'' -



33 str' i ..dyskusją" - i4 stf' są dobrze w]'ważone' W tekst wkomponowano 12 
.Iabel i 24

Rysunki Żaopatrzone w inlormatylvne podpisy'
Język przejrzysty bcz powżun-vch błędórv językorvych. terminologia naukowa

pro1'esjonalna. nieliczne literówki' a sek\ł'encje można by zapisy.wać czcionką courier NeW'

Ocena roznrar v

l'}tuł oddaje treść i cele rozprawy' chociaz jeśli miałbY zainteresować szcrsze grono
czytelników mógłby być bardziej prec'vzyjny- Recenzent jednak rozumie. że Szerokość
prcwadzonvch ana]iz (a tak jest w tym prz}padku) nie sprzyja fomrrłowaniu bardziej
oh\ł'ylliwych t).tułó\ł' Cel jest dokładnie prŻedstawiony we wstępie. a hipotc7y robocze jasno
wynikają z opisu realizowan1ch zadań, jednak ani we wslępie ani w dalszych częściach pracy
autorka nie formułLlje ich wprost'

Przog]ąd literaturv jest dobrym omó\ł,ieniem i usystematvzowaniem informacji z
Zakrcsu ternatyki pracy' Rozpoczyna się opisem obiektu badań _ pszenicy, 7aró\rto od strony
systematyki jak i aktualnego areału i plonu w różnych rejonach ś\iata z uwzg]ędnieniem
innych gatunków pszenic _ p' twardej i pszenic antyczn}ch. Jedynie Źródło intbnDacji o
systematyce gatunka Trilicum ac,lllvł7ł _ baza NCBI _ w1'daje się nieco wlórnym źródłem,
gdvż st\łożonyn napotrzeby bazy danvch sekwencji. Srrgerolvalbym powo]lnvać się rduzej na
APC lll, cz)'li Angiospem phylogeny Group (2009) An updare ofthe Angiosperm phylogeny
Group classification tbl thę orders and lamilies offlowering plants: A PG III. Botahical J()ufnal
of lhe Linnecln Socie\, 161 ]05-12l, które to źródło jest slwoŹone pod kątem tłaśnie
systematyki' Nie zrnienia to faktu_ że dla większości gatunków roślin. w t}łn pszenic)'
kiasyfikac.ia syslematycŻna z obydwu źródeł pokrywa się' Na kolejnych 5 stronach
przedstawione są patogen _ Puccihia tliticiną. ęlapy inf'ekcji. cykl rozwojow1 oraz
epidemiologia' Jest to 1!:lftościowa' podręczniko\\,a ozęśó przeglądu l;teratury. Następnie.iest
najwaŹniejsza izarazem najtrudniejsza cŻęść dotvczqca odporności roślin. Trudność polcga
głórvnie na wie1ości opracowaIi dotyczących tej problematyki. Autorka z zadaniem poradziła
sobic bardzo dobrze. c}tując naptawdę najważniejsze publikacje źródłowe. a Z ewentualnvm
zarzlLten njeusvstematyzou'ania koncepcji odpomości pora<Jziła sobie prŻ},taclając Za chen
(2013) tabelę z definicjarni różn},ch typów odpomości' W tej części zawarto równjeż wnikliwy
opis odporności pszenicy na rdzę brunatną wraz z opisem różnvch tinotypó1r' jn l.ekcj i rdzy w8.
Mclntosh i in' (1995)' W przeglądzie na zakoliczenie treściwie przedstawiono rolę i biogenezę
reaktyrvnych fonn tlenu w reakcji roślin na patogeny. ze szczęgólnym uwzględnieniem
pszenicy - opis ten jest doskonałym wprowadzenicm potrzebnym do z.ozumienia znaczenia
później przedstawionych analiz c)'tochemicznych. podobnie.)ak omtirrienie roli Iignin i kalozy'
Na Zakończenie wyjaśniono genezę klonólv SSH badanych w moleku]amej części pracy. która
iest przedmiotem oddzielnej publikacji doktomnrki (BMC] cenomics IF=3,986) idolyozy
r.vynikórr' nie zamiesŻczonych rv niniejszej d}seńacii' Podsumowując. prŻegląd literatury w



przedstawionej do ooeny pracy jest rodzajcm dobrego j rozszerzonego .,inlroduction" z

publikacji wynikowej' dostarczając podstarvowych inlbmacji potrzebnych do zruzurrrienia

pozostaŁvch części' Nie jest to zarzut' ajcdynic konstatecja poka7uiąca. że fragmenty tej części

rozprarł'y mogłyby się stać publikacją przeg1ądo\'r'ą dopiero po gruntorvnym przeredagowaniu.

Z drugiei jednak stronY sLw.orzenie orYginalnej przeglądó*'ki w tak konkuręncyinqi tematyce

byłoby bardzo trudne'

Materiały imetody są napisane svntetycznie i odzwicrcicdlają dobrą zrajonrość

wykolZystylvanych metod i zlozumienie znaczenia qrmikó*'dzięki nim otrz}man-vch. Dobór

badanych 8 linii (odmiana lhatchęr i7linii izo_qenicznych różniąc.vch się obecnoścją

nature]nycb genów odponrości) jest ze wszech miar właściwy. Br'ak jedynie inlormacji o

poziomie izogcniczności' Ze względu na to. że do analizy reakcji wspomnianych linii na

patogcn zastoso\ł'ano 5 melod histochemiczn-vch, jedną złożoną z udziałem inhibitorón' i jedną

obei]nująca qPCR' które często obejmowały różlie dobrane punkty czaso\\'c od inl'ekcji'

autorka spożądziła rewelac)'jną tabelkę (Rysunęk 5) podsurrrowującą lł'szystkie punkty

czaso\\'c i zastosowane metody dle kaŹdej badane.j linii. Przy tyn] nie zapomniano o

zamieszczenju pod tabelą właści\\,e8o. skróconcgo opisu znaczenia kaŹdei Z rnetod. co jest

ważne dla czylającego niespecjalisty. Następujac!'późniei opis właściwych metod. oprócz

sposobu wykonania. uzupełniony jest w inlonnacje o znaczeniu lvynikórv kaŹdej z nich.

Zdaniem recenzeńta' na szczególne podkreślenie zasłrrgują.jeszcze dwa aspekty tego rozdziału:

do oceny działania inlribitorów wybuchu oksydacy.jne8o zastosowano oryginalrr) i prost)

rł'spółczynnik inhibicii. który pozwolił na przedSta1!icnic ljczbowe \Ą' duż<.j mierze
jakościowych obserwacji mikroskopo\!'ych oraz przy analizie ekspresji genórr'

zaan8ażowanych rł' birlgenezę reaktywnych folm tlenu zastosowano rzadko (lŻ\\an)

kumll1at!$,ny współczynnik transkq'pcji , pomocny prz) ocenie Znaczenia danego enzymu w
generowaniu RFT. Strona wiZualna tego ro7dzjału i t)'m Samym jego cz}'telnośc Znacznie

zyskały dzięki wspomnianej wcześniej tabolce metod oraz schematowi żmudnego dochodzenia

od klorru SSH - baza EST JG968933 (291pz) do kLonu cDNA z odmiany Thatcher o pełnej

długości Acc no KR815340 (2473pz.\ oraz' genomowe8o kontigu (7695pz). Nje rozumiem
jedynie dlaczego w całei praoy autorka posługuje się roboczym numetetn rejestracyjnym

JC9ó8933' który odnoSi się do klótkiego lragmentu z biblioteki SSH' zamiast uŹ}Ą\ ac numcru

rei. ostatecznąj sekwencji nukleolydowej w bazie GenBank KR815340 (rvystępuje u pracy

tylko raz) czy pochodnej sckrvcncji białko\łej ALJ]l0]7_ albo choćby roboczej naŻuy
sugerującej tożsamość tej sekwencii np. ZaII?K5R (R.jak Radzików) lub TaIyAKS+ ('z

gwiazdką; propozycje recenzenta)' Metody molekularne są dobrzc dobrane i opisane. Dobór
metod bioinl'omatycŻnych jest wlaściq1'' choć ich opis zdaniem recenzenta zb}.t lakonicŻn}

np' jeś1i nie wynienia się parametrów uż}t}.ch przy poszukiwaniu podobieństwa etc'. to należy

choć \ł'spomnieć' że uŹyto parametrów domyślnych (daf'ault prramelers). W programach z
rodzin.v Blast do takich podstawowych parametrów należeć będą baza w której szukano



podobieństw (np' nr), długość słowa..word size'.. tablica punktacji podobieństu,. kary zaprzenły (.'gap inseftion cost,., .'gap extension cost'')' sen'isy int.-.to*. |ozrualują.. nnpodstawowe analizy bioinlormatyczne podają również c}Towania literatLlry ipisującej danąmetodę - sugerowałbyrrr ich r'rmieszczenie oprócz Iinłu URL (dia plogramów z ńziny BLaS.r
ze sttony NCBI o}'towanie podane iest na każdej stronie u wynikiem'_ np. przy blastn w wersjimegablastjest to Zheng Zhang, scott SchwarŻ' Lukas Wagner' and w;bb Miller (2000), 'Agreedy algorithm for aiigning DNA sequences,,, J Comput Biol 20OO: 7(l _2):203)4).
Podobnie. dosyć skrótowo potmktowano analizę filogerretyczną- obok linku możrra było podaćchoćby nazwę metody ana]izy filogenetycznej implementowanej w progtamie clustalw2(zwykle Neighbour-joinin8 w skócie NJ)- Podsumo\łując .",*i"ły i ,o.r_oiy - doktoranlka
wykorzystała bardzo szerokie spektrum trudnych metod lristochemicznych. molekLrlamych ibioinfbrmatycu nych i jak pokazuje następny rozdzjał pozrvoliło to na uzyskanie wysokiej
'iakoscl u5nikou.co irł iaclc,,1 ous'agni9ciL \ĄJr\/lalń\egu misl.lo\l\ł.'

Wyniki obejnlują treści\ły opis rezultatóW poczynając od oceny patogeniczności izolafujenozarodnikowego P'tfiticina na 4l lini6ch p52ę6igy' nu*Qpni" aotłuail charaktervstvki
rozwoju grzyba na badanych 8liniach pszenicy co pozwo1iło * ro*n,""''"*"""
fanotypowej skali ob.jawów inlekcji z nikroskoporłą oeenfrozuoju grzyba i'*yrtępo*uni".
mikronekrcz. rł1odrębniajqc trzy Wzory interakcji pszenicv i rdzy uiu*tnq 1tutaj .e."nz.nt
docenia k]aro\łne pżełożenie obserwacji mikroskopowych na wartości liczborł'c i wyhesy).Dalej Zaplczentowano <lokladniejsze analizy obejmujące barwienie błękitem Evansa (na
nekrozy)' błękitem aniIinowym (kaloza)' floroglucynolen1 (]igniny). DAB (H202) _ wszystkie
te ana]izy poparte są dobrą dokumentacją fbtograficzną i przekonylvują.ą anuliriitoś.ioruą rvpostaci tabel lub rv1łresów. Ta ostatnia metoda została również uŻ}ta do oceny działan;a
cz1erech inhibitolólv enzymów Zaangażowanych w prodrrkcję tI2O2 (oksydazy NADPH.petoksydaz. oksydaŻy dwuaminowej, oks!'dazy poliaminorvej), po'\unlując n"
skonfrontowanie t}ch wyników ze wzorami lranskypc.ji genów je kodującycn 1dla 4pcloksydaz i2 oksydaz NADPH)' Da]ąi przedstarviono analize ekspreqi t genow
reprezentoNanych przez klony ssrl z analiz wykonanych wcześniej w kierunku indukcii poporżeniu rdzą brunatną w 8 punktach czasowych, potwierdzając związek ich ekspresji z
inf'ekcją kontroli i linii z genem odpomości (u 7 genów). jak i Ż inf.ekcją oraz w),stępowaniem
genetycznej odporości (1 gen). Szersze naliZ) molekularne rł1konano rł na t)m ostatnim
kandydacie (JC968933' WAK) doprowadzając do okeśienia pełnej sekwencji cDNa 6op.zezklonowanie brakujących fiasmentó\\, i locus genomowego (ułoŹenie Z dostępn)ch w bazie
danych kontigów). Na sekwencji cDNA wykonano analizy podobieństwa, *i,tęporvuniu
domen białkorłyclr i za]eżności tilogenetycznych' Ta ostafuia analiza wydaje się jednak
rrykonana w pośpiechu, gdyŻ dobór gatunkóu' i sekwencji (7 z l.l., liana i 5 z T.aestiwm) nie
pozwala rra dalcj idące wrioski'



Dyskusja jest bardzo rzeczowa. RŻetelnie konlrontuje wsz}rstkie w}niki Ż danymi
litetaturowymi pokuując ich nowatorskośó' Najbardziej nowatorska jcst analiza
zaangażou'ania poszczególnvch enzymów (z wykorzYstaniem specyficznych inhibitorórv) i
genów je kodujących (qRT-PCR) w biosyntęzę nadtlenku wodorrr' Szozególnie interesująca
jest pieru'sza część do1yoząca inhibitorów, pokazrrjąc dynarniczne zaangażowanie różn}ch

aktylv'ności enzymatycznych w czasie infekcj i' któradodetkowo zależy od genu warunkującego

odporność roślin ijej poziomu W interakcji Z patogcnem. Brakuje mi tutaj trochę

swobodniejszej dyskusji. która zdecydowanie oż1lłiłaby rozprawę i rłygenerowałab-v kiJka

nowych hipotez do rozrł'iniecia w przyszłyclr badaniach. Rozumiemjednak ostrożność autorki
Ze względu na potŹebę po\\łórzenia analiz na liniach z innvmi genami odporności i/lub liniach
z t}rn samym genem ale w różnvm tle genetyczlvn' Takie podejście śu'iadczy o doirzałości
nallkowej doktorantki' Wyniki analizy ekspres.ji bardziej jednoznacznic wskazują na

dominującą rolę peroksydazy TaP,'r] l2 i TaPfX]a3, a pozion1y ich transkryptów kote]ują zę

stopniem odpomości zaint'ekowanych liści. Iutaj jednak trudność \\'nioskowania polega na

niepełnej znajomości gęnomu i \ł'ic]ogenowej rodzinie peroksydaz roślinnych analjza
transkr}ptomowa \\'przyszłości pozrł'oliłaby na szęrsze Spojrzenic' Analizy lignin i kalozy są

zgodne Z literaturą. a sama ich produkcja w}'daje się ziaWiskien wtórnyl. indukowarrvnr przcz
H2o2. Dyskusję zamyka omówienie zmian eksprcsji badanych klolrów SSH w kontekście ich
podobieńst\Ą,a j potencjalnej roli w reakcji roś]in na patogen' Jest to niezuykle ciekaw}'

fragment wskazrrjĘo1' na możliwy udział trzech norłych. wcześniej nie badanych kinaz WAK z
pszenic"v u'Ieakcji na infekcję rdzy brunatnej' obok kinaz WAK dyskutowane są: nowy gen

NB-LRR. bialko wiążące wapń, oksydaza Rboh, kinaza serynowo-treoninou'a i legulator 14-j-
3, rvskazując na akl)/wne proces1' przekazu sygnałów poprzez fosforylację oraz reaktywne
formy t]enu. wszystkie uz}'skane w)'niki analiz zostały wszechstronnie skonfrontowanc z
danvmi literaturowvni z zachowaniem dużej ostrożności *' formułoq'aniu wniosków, które

kończą pracę' W sumie autorka wysnuwa 1] wnioskólY 3 mętodyczne (2,6 i 11) i8
biologicznych (po7ostałe). wnioski są !v\'wźone i uprawnione' Szkoda. że nie zawszś
rł1pł1lr'ają bezpośrednio z tekstu dyskusji, gdzie nawet koszten pol\tórzenia pewnvch
sfonnułowań popralviłyby jej odbiór'

Podsumowanie

Recenzo\ł,ana rozprawa jcst $attościowym opracowaniem z zakresu moleku]amej
patoIogii roś1in Llpra\ł']]vch. opracowanie odz\\'ierciedla w)'sokie umiejętności techniczne"

ogromną prace autorki i zawiera bardzo dobrej _jakości Wyniki, z których cześć jest wlsoce
no\\'atorska i powinna wkrótcc zostać opublikowana. Recenzent nie dostżegł istotnych błędóW
rzeczowych _ nieliczne błędy czy nieścisłośui nie zmienicją lr 1soce poz]T}Ął nego odbioru tej

pracy. a krytycyzm rccenzenta najczęściej wynika z odIliennego spojrzenia na problematykę
pracY. Analiza tekstu dowodzi, że autorka iest dojrzal'vm naukowcem godnvm awansu

naukowego.



Na podstawię pow}źszego zwracam się do Rady Naukowej Inst}tuttl llodowli i
Aklimatyzacji Roś]in PIB z prośbą o clopuszczenie Pani mgr Marty Dmochowskiej_t]oguty do
dalszych etapów przewodu doktorskiego.

Jednocześnie ze względu na nowatorskie wyniki dotyczące analizy stopnia
zaangaŹowania enzymów w biogenezę nadtlenłu wodoru u linii pszenicy o zróźnico}anej
podatności na rdzę oraz identyfikacji nowych genów indukowanych w odpowiedzi na patogen.
wnoszę o wyróŹnięlie tej rozprawy.
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