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Ocena pracy doktorskiej mgr Aleksandry Boby pt. ,, Terpenoidy w odpowiedzi Inu na
fuzarioz¢”

Z powodu cennych wiasciwosci jakie posiada len i niskich wymagan glebowych jego
uprawa w Polsce ma dtugg tradycje. Jednak w ostatnich czasach jego areal maleje glownie za
sprawg bawelny oraz matej odpornosci, przede wszystkim na fuzariozy czasami niszczace
plantacje w znacznym stopniu. Wydaje si¢ jednak, ze wartos¢ uzyskiwanego z Inu widkna i oleju,
sq tej miary, ze nalezy robi¢ wszystko by nie zniknat z p6l. Sytuacje moze zmieni¢ wiedza
omiczna, w tym o mechanizmach reakcji rosliny na czynniki stresowe w tym biotyczne, do
ktérych naleza patogeny. U Inu szczegdlnie groznymi sg grzyby z rodzaju Fusarium — F.
oxysporum i F. culmorum . Odpornos¢ na nie jest jednym z najistotniejszych czynnikow
determinujacych przezywalno$¢ i kondycje roslin — tym samym oplacalno$¢ uprawy

Poznanie mechanizméw infekeji i odpowiedzi rosliny jest podstawa skutecznego
programowania i wprowadzania elementéw mechanizméw reakeji obronnej roéliny
nowoczesnymi metodami transgenezy i editingu genomowego .

Przedstawiona do oceny praca jest kontynuacja rozpoczgtych przez promotora tej pracy
prof. dr hab. J. Szopg-Skérkowskiego w latach 90-tych ubieglego wieku zaawansowanych prac
biotechnologicznych nad Inem w tym w ostatnich czasach réwniez mechanizmami odpornosci na
wymienione patogeny. Ich wynikiem byto uzyskanie waznej wiedzy, jak rowniez nowych form
(uzyskanych drogg transgenezy) majacych nowe wiasciwosci prozdrowotne i istotne gospodarczo.
Dane formalne i przeglad tresci rozdzialow

Praca liczy 104 strony maszynopisu podzielone na 5 rozdziatow plus dodatki takie jak
abstrakt podsumowanie wykaz skrotéw, spis rycin i wykreséw i inne. Dokumentacjg stanowito —
16 rycin i 37 wykresow. Tres¢ poszezegdlnych rozdzialow odpowiada zagadnieniom w nich
omawianych.

Wstep obejmujacy 18 stron jest jednoczesnie przegladem literatury, w ktorym poruszone
zostaly najwazniejsze, z punktu widzenia prowadzonych przez autorkg prac, zagadnienia.
Pierwsza czesé jest przegladem informacji na temat obiektu badai i stanu badan nad
mechanizmami odpornoci oraz syntezy i roli w biorgcych w nich udziat nich zwigzkow. Autorka
wykazuje si¢ duza wiedzg z zakresu jej aktywnosci naukowej.

W nastepnym rozdziale postawiono cel pracy, a wladciwie cele, ktdre s3 zgodne z tytutem,
ktory jest raczej pojemny. Stad praca jest wieloaspektowa. Nie postawiono natomiast hipotezy
badawczej, ktéra nie jest jeszcze wymagana, ale coraz czgsciej stawiana.

Metody badan i materialy uzyte do ich przeprowadzenia szczegotowo przedstawione
zostaly na 14 stronach. Materialem roslinnym by} len wioknisty odmiany Nike i oleisty linola
(niskolinolenowy) oraz wczesniej wyprowadzone z tej ostatniej dwie linie ,transgeniczne” z
zablokowana ekspresja analoga transgenu cyklazy B likopenu — genu lcb . Wytworzono tez nowe
transformanty zawierajgce transgeny syntazy fitoenu crB i desaturazy karotenu crtl oraz ich
kombinacje, zwiazane synteza karotenéw. Metodyka obejmuje bardzo szerokie spektrum bardzo



zlozonych procedur, od kultur in vitro rolin i bakterii, testow odporno$ciowych, analiz
metabolitéw po transgenezg i analizy kwasow nukleinowych w tym testy ilo$ciowe transkryptow.

Uzyskane wyniki wraz z umieszczona z nimi dokumentacjg zajmujgce 36 stron mozna z
grubsza podzieli¢ na grupy ktore odnosza si¢ do etapow pracy wymienionych przez autorkg w
celu pracy.

Uzyskane wyniki byly dyskutowane na 7 stronach. Dyskusjg czyta si¢ z duzg
przyjemnoscia, poniewaz mimo ogromnej ilosci skomplikowanych wynikow jest rzeczowa,
zwarta znamionujgca panowanie nad tematem i dojrzatos¢ naukows. Whioskow z dyskusji nie
zamieszczono. W to miejsce zamieszczono podsumowanie.

Zamieszczony na koficu spis literatury obejmuje okoto 100 nie numerowanych pozycji .
Najwazniejsze wyniki pracy
Do najistotniejszych osiagnigé tej gigantycznej pracy zaliczylbym: 1. Wykazanie istnienia
specyficznej jak si¢ wydaje dla Inu odpowiedzi na infekcjg F. culmorum i F. oxysporum
zaleznej gtownie od szlakow regulowanych przez ABA i prawdopodobnie za jego posrednictwem
nastepuje aktywizacja reakcji obronnych. 2 Autorka wykazata, ze chloroplastowy szlak
biosyntezy terpenoidéw MEP jest uruchamiany u Inu w odpowiedzi na infekcje Fusarium
culmorum i Fusarium oxysporum. 3. zidentyfikowanych i umieszczonych w bazie NCBI, zostato
ponad 40 sekwencji nukleotydowych zwigzanych ze szlakiem syntezy terpenoiddw, oraz okoto 20
sekwencji spoza badanych szlakéw, ale umozliwiajgce wyjasnienie zagadnien podjgtych w
ramach pracy. S3 to geny syntezy kalozy, geny zwigzane z produkcja i rozktadem wolnych
rodnikéw, geny zwiazane z metylacja DNA i modyfikacjg potranslacyjna biatek histonowych. 4.
Stwierdzono, ze w czasie infekcji wzrasta ekspresja genu pmrd i jednoczesnie wzrasta zawartosc
kalozy, waznego czynnika w systemie obrony przed infekcja. W promotorze genu pmrd
zidentyfikowano elementy cis regulatorowe reakcji na ABA. 5. Uzyskano dos¢ wiarygodne
wyjasnienie mechanizmu trwatego (jak dotad) wyciszenia genu natywnego (Icb) przez transgen
aktywny tylko przejsciowo tuz po transformacji i nie nieobecny w genomie. Represja tego genu
wplynela w roéznym stopniu na zmiang ekspresji genéw badanych szlakow, czego konsekwencjg
bylo obnizenie zawartosci karotenoidéw, co miato negatywne konsekwencje dla zawartosci
chlorofilu, ale nie ABA — poziom tego zwigzku byt wyzszy. To moze ttumaczy¢ wzrost
odpornosci roslin L na oba patogeny. 6. Uzyskano formy trangeniczne z bakteryjnymi genami
syntezy karotenoidéw cr¢l i crtB pod promotorem 358. Transformanty wykazywaly zmieniony
fenotyp oraz wyzsza zawarto$¢ karotenoidow w nasionach. Nie zdgzono jednak przetestowac
odpornosci tych roslin na patogeny. Obie kolekcje transgenikow sg dobrym materiatem do
dalszych badai nad mechanizmami odpowiedzi na czynniki patogenne, by¢ moze nie tylko
Fusarium.

Uwagi i komentarze

W zasadzie do pracy a szczegélnie jej czgsci merytorycznej istotnych zastrzezen nie mam.
Chciatbym tylko zauwazyé, ze nie podano czy wymienione odmiany s3 liniami czystymi, czy
zbiorem réznych genotypéw. W tego typu badaniach moze by¢ to istotne. Najlepiej gdyby
materiat byt jednolity i homozygotyczny. Nie, uzasadniono tez dlaczego do prac wybrano forme
nisko linolenowa (kwasy-m-3), olej taki jest trwalszy, ale podobno mniej wartosciowy wlasnie ze
wzgledu na nizsza zawarto$é tego kwasu. Naryc. 15 B na sciezce zaznaczonej X powinien by¢
chyba prazek, bo wg legendy w ten sposdb oznaczono proby zawierajgce oczekiwany produkt (dla
genu crtl), a tam nic nie widaé. Praca, jest napisana dobrym jezykiem w sposob, wskazujgcy na
duza swobode w poruszaniu si¢ w bardzo skomplikowanej materii pracy. Zdarzajg si¢ drobne
bledy literowe, a nickiedy rzeczowe np. sekwencje nukleotydowe kodujace geny (str. 14); chyba



nie ma tez fitohormonéw nieroslinnych (str. 32); ekspresja moze by¢ chyba wyzsza lub nizsza a
nie aktywna lub w domysle nieaktywna (str. 45). Niektore rysunki sg mato czytelne, szczegdlnie
rys. 6 bez szkta powigkszajgcego nie da sig odezytac.

Praca doktorska autorstwa mgr Aleksandry Boby zawiera wyniki wnoszace postep W
rozumieniu mechanizméw reakeji Inu na niezwykle grozne dla tego gatunku patogeny grzybowe,
ktérymi sg Fusarium oxysporum i Fusarium culmorum. Myslg, ze analiza skutkow inwazji tych
patogendw i mozliwosci zapobiezenia im powinna by¢ kontynuowana.

Uwazam, ze wyniki przedstawione w tej pracy kwalifikuja jej autorkg do nadania stopnia
doktora. Doktorantka przeprowadzita bardzo rozlegte badania i uzyskata wiele bardzo wysokiej
jakosci dobrze udokumentowanych wynikéw. Stwierdzam, ze Pani mgr Aleksandra Boba spetnia
wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

Na podstawie powyzszego zwracam si¢ do Rady Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego z probg o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Boby do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie z pelnym przekonaniem wnoszg réwniez o wyréznienie recenzowanej
pracy.

Uzasadnienie wniosku o wyréznienie:

Autorka wykonata olbrzymia pracg, postugujac si¢ bardzo zaawansowana i réznorodng
metodyka, co pozwolito Jej na uzyskanie niezwykle wysokiej jakosci wynikow wystarczajacych
na dwa doktoraty. W szczegolnosci:

- zidentyfikowanych i umieszczonych w bazie NCBI, zostato ponad 40 sekwencji
nukleotydowych zwigzanych ze szlakiem syntezy terpenoidéw, oraz okoto 20 sekwencji spoza
badanych szlakéw, ale umozliwiajace wyjasnienie zagadniefi podjetych w ramach pracy

- wykazano, ze infekcja Fusarium u Inu uruchamia chloroplastowy szlak biosyntezy terpenoidow
MEP

- wykazano, ze pod wplywem patogenéw indukowane sg szlaki biosyntezy karotenoidow,
biosyntezy kwasu abscysynowego oraz czgsciowo tokoferoli,

- Autorka dowiodla, ze odpowiedz Inu na infekeje Fusarium jest zwigzana z indukcjg biosyntezy
ABA.

- zdobytg wiedz¢ Autorka probowala sprawdzi¢ i wykorzysta¢ konstruujac formy transgeniczne o
zawierajgce transgeny, ktére powinny zmienia¢ zawarto$¢ karotenoidow.

Prdf. dr hab Zbigniew Przybecki



