Poznan 18.09.2014.

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Wiolety Wojtasik pt.:
»Ocena znaczenia polimeréw $ciany komorkowej w odpowiedzi Inu na fuzarioze”

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Jana Szopy-
Skorkowskiego na Uniwersytecie Wroctawskim, Wydziale Biotechnologii w Zakladzie
Biochemii Genetycznej.

Autorka w swojej bardzo obszernej dysertacji doktorskiej, prawidtowo zapisata
wszystkie rozdzialy wymagane dla tego typu opracowan. Gléwnym celem pracy bylo
okreslenie roli polimeréw $ciany komérkowej w odpowiedzi Inu na infekcje patogennymi
szczepami F. oxysporum i F. culmorum.

We wstepie, doktorantka opisata gatunek len (Linum usitatissimum L.), rosling oleista
i wioknistg Polski i Europy, gatunek najbardziej zagrozony patogenami z rodzaju Fusarium
sp. Autorka w tym rozdziale scharakteryzowata surowce: widkno i olej wykorzystywane w
przemysle chemicznym: do produkcji farb i lakieréw oraz surowce Iniane majace szersze
zastosowanie w przemysle spozywczym, chemicznym, kosmetycznym, farmaceutycznym
oraz papierniczym. Szczegdtowo opisata widkno Iniane i wskazala, ze posiada ono poza
celuloza wazne sktadniki o dziataniu przeciwutleniajacym, co z kolei
stwarza mozliwos¢ ich wykorzystania w produktach biomedycznych. Ponadto obecnosé
naturalnych antyoksydantow w widknie Inu moze wspomagac leczenie trudno gojacych si¢
ran. Dodala, ze mikronizowane widkno mozna wykorzysta¢ jako nosniki i stabilizatory
substancji czynnych takich jak: leki, witaminy i hormony, a takze widkno to mozna uzy¢ do
produkeji antybiotykow.

Autorka opracowania podata takze informacj¢ dotyczaca nasion Inu, ktére posiadaja
duzg wartos$é odzywcza ze wzgledu na obecnos$¢ wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych,
fitosteroli, witamin A i E oraz skwalenu i lignanow. Nasiona Inu wykorzystuje si¢ w migdzy
innymi w leczeniu choréb uktadu pokarmowego, oddechowego i innych schorzeniach.

Autorka przedstawita dane dotyczace mozliwosci zwigkszenia odpornosci roslin na
porazenie powodowane przez patogeny wykorzystujac metody inzynierii genetyczne;j.
Wskazala, Zze podniesienie odpornosci na choroby mozna osiagna¢ poprzez nadekspresje
gendéw zwiazanych z patogeneza oraz nadekspresj¢ gendw syntezy ich wtérnych metabolitow.

Podrozdzialy wstepu zapisano na 52 stronach w taki sposob, aby wprowadzi¢
czytelnika w zagadnienia, ktore nastgpnie w czgséci empirycznej byly opracowywane - badane.
Opisy te dotyczyty:

- Inu zwyczajnego jako modelu badawczego; patogendw i choréb Inu;
- odpornosci roslin na czynniki stresowe;
- odpowiedzi obronnej roélin na dziatanie patogena;

Autorka opisata znane typy odpornosci: odporno$¢ wrodzong, nieswoista, swoista,
nabyta, indukowana czy systemiczna.

W tym samym rozdziale przedstawila rol¢ bialek PR zwigzanych z odpornoscia roslin, rolg p-
glukanaz w odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne oraz rolg chitynaz. Opisala systemy




odpornosci roslin: odpornosé PTI/MTI, odporno$é¢ ETI, reakcje nadwrazliwosci (HR), rolg
fitohormondéw w odpornosci roslin, rolg SA, JA i ET w odpowiedzi immunologicznej roslin
na atak patogenow.

Kolejny podrozdziat wstepu dotyczyt Sciany komorkowej roslin. Przedstawiono w nim
nastgpujace zagadnienia: pierwotng i wtorng Sciang komorkowa, wystgpowanie i rolg
celulozy, hemicelulozy, pektyn, ligniny, poliamid i kalozy.

Scharakteryzowano takze wtokno Iniane, proces roszenia Inu oraz wlasciwosci prozdrowotne
znanych polimeréw wystepujacych w $cianach komérkowych.

Naste¢pny rozdziat rozprawy doktorskiej to ,,Cel Pracy”. Jak juz wspomniano na
wstepie recenzji, najwazniejszym celem przeprowadzonych badan byla ocena i weryfikacja
znaczenia roli sciany komorkowej w Inie. Autorka podkresla, ze patogeniczne grzyby w
poczatkowym etapie infekcji wydzielaja enzymy degradujace Sciang komorkowa gospodarza,
co w konsekwencji prowadzi do zniszczenia bariery ochronnej roslin i w efekcie prowadzi do
ich $mierci. Dalszym etapem byly badania zmierzajace do wyjasnienia odpowiedzi
inokulowanych patogenem roslin i analiza transgenicznego Inu z nadekspresja genu -1,3-
glukanazy. Prébowano oszacowaé czy: wigksza odpornos¢ Inu ,,typu B” na porazenie przez
F. culmorum i F. oxysporum jest spowodowana nadekspresjg wprowadzonego genu. W tym
zadaniu postanowiono przeanalizowa¢ jak p-1,3-glukanazy wplynely na ekspresj¢
endogennych izoform B-1,3-glukanazy i chitynazy. Ponadto wykonano analizg ekspresji
gendw zwigzanych z metabolizmem polimeréw sciany komorkowej i oceniono zwartoscé:
celulozy, hemicelulozy, pektyn, lignin i poliamin.

Kolejnym celem pracy byla analiza surowcoéw otrzymanych z transgenicznego Inu z
nadekspresja -1,3-glukanazy. Zbadano czy tego typu modyfikacja genetyczna wptywa na
plonowanie i warto$¢ uzytkowa podstawowych produktéw Inianych. Problem ten poruszono,
poniewaz do obecnego czasu nie odszukano informacji dotyczacych charakterystyki
surowcOw otrzymanych z roslin transgenicznych Inu z nadekspresja jakiegokolwiek genu PR.

W rozdziale ,,materialy i metody”, na 15 stronach zapisano: uzyte w badaniach
zestawy odczynnikéw, a takze sprzet. Ponadto opisano pozywki do hodowli bakterii,
grzybéw, roélin i oligonukleotydy uzyte do reakcji PCR, startery do namnazania genu aktyny,
startery dla genéw metabolizmu pektyn, hemicelulozy, celulozy, lignin oraz startery dla
genow syntezy kalozy i genow PR, poliamin. W nastgpnym podrozdziale scharakteryzowano
typy roslin Inu uzyte w badaniach oraz konstrukt stosowany do wytworzenia roslin
transgenicznych z nadekspresja -1,3-glukanazy.

Po analizie Western blot, do dalszych badan w kulturach in vitro wybrano trzy linie
transgeniczne: B10, B11 i B14 charakteryzujace si¢ podwyzszong odpornoscia na porazenie
przez F. oxysporum i F. culmorum oraz znacznie obnizong zawartoscig cukrow prostych,
kwasoéw tluszczowych i kwaséw organicznych, jak rowniez podwyzszonym poziomem
wybranych aminokwas6w, poliamin i antyoksydantéw. Wykonano takze analizy wiékna i
pazdzierzy Inianych dla linii B14, poniewaz w uprawie polowej charakteryzowata si¢ ona
najlepszg produktywnosciag w poréwnaniu do linii B10 i B11.

Nastgpne podrozdziaty dotyczyly przygotowania materiatu ro§linnego oraz kultur
patogenéw uzytych do inokulacji ,,metoda grzybniowa”. Dalej opisano przygotowanie
widkien i pazdzierzy Inianych. Wiokna i pazdzierze otrzymano z czwartego pokolenia
transgenicznego Inu linii B14 oraz Inu odmiany Nike.




Przedstawiono takze metody:

izolacjg catkowitego RNA z materiatu roslinnego i elektroforeze¢ RNA, syntez¢ cDNA na
matrycy RNA, reakcje PCR i elektroforez¢ DNA w zelu agarozowym.

Nastepny etap to:

izolacja fragmentéw DNA z zelu agarozowego, klonowanie produktéw PCR, izolacja
plazmidowego DNA, trawienie plazmidowego DNA, reakcja PCR w czasie rzeczywistym.
Przedstawiono takze metody: izolacji i frakcjonowania polisacharydow sciany komoérkowe;j,
oznaczania zawarto$ci kwaséw uronowych, oznaczenia zawartosci cukréw catkowitych
metoda fenolowa.

Zidentyfikowano i oznaczano zawarto$¢ monosacharydéw metoda ultrasprawne;j
chromatografii cieczowej (UPLC), zawartosci pektyn catkowitych i hemicelulozy catkowitej,
zawartoscei celulozy, lignin, kalozy, poliamin i zwiazkéw fenolowych metodg (UPLC).
Przygotowano réwniez poszezegélne frakcje Sciany komérkowej Inu do oznaczenia
aktywno$ci antyoksydacyjnej, ktéra wyliczono wg wzoru:

% hamowania = 1— Aprapy515nm/Agontren515nm X 100

Tym samym sposobem oznaczono aktywnos¢ antyoksydacyjna zwigzkow fenolowych Inu.
Ponadto przy wykorzystaniu metody spektroskopii w podczerwieni wykonano analizy
struktury i sktadu polimeréw $ciany komorkowej. Zanalizowano takze mechaniczne
wlasciwosci wiokna Inianego.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu testu t-Studenta. Wyliczono
rowniez $rednie warto$ci odchylenia standardowego.

W rozdziale ,,Wyniki” chronologicznie przedstawiono wszystkie elementy, ktore zostaly
wezesniej opisane w materiatach i metodach.

Najwazniejszymi nowatorskimi osiggnigciami tej czesci pracy sg:

1).

Identyfikacja i weryfikacja wybranych genéw metabolizmu polimerow $ciany komdrkowej w
Inie. Wyselekcjonowano kilkadziesiat najwazniejszych genow uczestniczacych w syntezie i
degradacji pektyn, hemicelulozy, celulozy, lignin i poliamin. Ze wzglgdu na niedostgpnos¢
sekwencji nukleotydowej genomu Inianego doktorantka dokonala identyfikacji
cze$ciowych fragmentéw mRNA wybranych genéw, ktére zidentyfikowala i
zweryfikowala samodzielnie.

2).

Analizy ekspresji genow PR w siewkach Inu po infekcji patogennym szczepem F. oxysporum
i . culmorum, wykazano w wigkszoéci wzrost w czasie dla B-1,3 glukanazy 1 i2 oraz
chitynazy. Autorskie wyniki informujace o wlaczeniu systemu odpornosci na patogeny w
Inie.

3). Nowatorskie wyniki analiz ekspresji genéw syntezy i degradacji celulozy ( oraz 5
izoform syntazy celulozy i 2 izoform celulazy) w Inie inkulowanym patogennym szczepem F.
oxysporum i F. culmorum przez 48 godzin.




4).

Analizy ilosci hemicelulozy charakteryzowana przez ilo¢ cukrow prostych i catkowitych
kwasdw uronowych i ich zawarto$¢ w kolejnych frakcjach hemicelulozowych $ciany
komorkowej. Autorka dla inokulowanych Inéw F. oxysporum nie odnotowata znaczacych
réznic wzrostu tych zwiazkéw w przeciwienstwie do porazenia powodowanego przez F.
culmorum, gdzie odnotowano wzrost kwasow uronowych.
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Nowatorskie wyniki analiz zawarto$ci pektyn w siewkach Inu po inokulacji F. oxysporum
i F. culmorum.

6).

Oryginalne wyniki ekspresji gen6w metabolizmu lignin (amoniakoliazy fenyloalaniny;
PAL, ligazy 4-hydroksycynamoilo: CoA; 4CL, syntazy chalkonu; CHS, transferazy p- -
hydroksy-cynamoiloCoA: kwas szikimowy/chinonowy; HCT, O-metylotransferazy
kawoiloCoA; CCOACMT, 3/5-O-metylotranserazy kwasu kawowego/kwasu 5-
hydroksyfenolowego; COMT, dehydrogenazy alkoholu synapinowego; SAD, dehydrogenazy
alkoholu hydroksycynamonowego; CAD i transferazy glukozowej; GT) w siewkach Inu
inkubowanych przez 48 godzin z patogennym F. oxysporum i F. culmorum, gdzie w
wigkszosci przypadkéw odnotowano wzrost powyzszych metabolitow.

7).

Analizy zawarto$ci lignin wykazaly obnizenie ich poziom po inokulacji Inu F. oxysporum
oraz wzrost po inokulacji szczepem F. culmorum.

8).

Oryginalne wyniki ekspresji genéw metabolizmu poliamin (dekarboksylazy argininy;
ADC, iminohydrolazy agmatyny; AIH, amidazy N-karbamoyloputrescyny; NCPAH,
arginazy; ARG, dekarboksylazy ornityny; ODC, syntazy spermidyny; SPDS, syntazy
sperminy; SPS) oraz nieznacznie zmieniong ilo§¢ mRNA genéw degradacji poliamin
oksydazy poliaminowej; PAO i oksydazy diaminowej; DAO).

9).

Autorskie wyniki dotyczace zawarto$¢ poliamin w badanych siewkach Inu
inokulowanych patogenami. Stwierdzono znaczacy wzrost zawarto$ci poliamin catkowitych
po 48 godzinnym traktowaniu patogennym szczepem F. oxysporum i F. culmorum. w
poréwnaniu z siewkami kontrolnymi. Podzial poliamin na trzy frakcje: poliaminy wolne,
poliaminy skoniugowane z kwasami fenolowymi i poliaminy zwigzane ze §ciang
komérkowa uwidocznily najwigkszy wzrost zawartosci poliamin zwigzanych ze $ciang
komoérkowa.

10).

Znaczacym osiggnigciem przedstawionej do recenzji pracy sa wyniki dotyczace analiz
spektroskopii w podczerwieni §ciany komérkowej Inu po inokulacji F. oxysporum i F.
culmorum. Analizujac widma spektroskopii w podczerwieni infekowanych i
nieinfekowanych siewek Inu okre$lono zmiany w zawartosci celulozy, pektyn i lignin oraz
zmiany w strukturze celulozy i stwierdzono wigksza ilos¢ wiazan wodorowych w poréwnaniu
do siewek nieinfekowanych.




]

Ponizej przedstawiono najwazniejsze oryginalne osiagnigcia zwigzane z uzyciem
transgenicznego Inu z nadekspresjg p-1,3-glukanazy typu B.

11).

W Inie typu B zaobserwowano ponad dwukrotny wzrost poziomu mRNA p-1,3-
glukanazy 1 w linii B14 oraz obnizenie pozioméw mRNA do 72% w linii B10 i do 87% w
linii B11. Ekspresja genu p-1,3-glukanazy 2 nie ulegla zmianie we wszystkich
analizowanych liniach. Odnotowano 8,6-krotny wzrost poziomu transkryptu chitynazy w
linii B14 oraz mniejszy wzrost w linii B11 oraz spadek do 60% w linii B10. Ekspresja 4
izoform gen6éw syntazy kalozy nie zmienita si¢ w liniach Inu typu B, jedynie w przypadku
ekspresji syntazy kalozy 2 odnotowano 1,6-krotny wzrost w linii B14.

12).

W transgenicznym Inie linii B14 stwierdzono zwigkszony poziom ekspresji genow syntezy
celulozy (1,5-krotny wzrost ekspresji genu syntazy celulozy 1 i 1,7-krotny wzrost ekspresji
genu syntazy celulozy 3) oraz genu degradacji celulozy (2,15-krotny wzrost celulazy 1).

13},

Transgeniczna linia B11 charakteryzuje si¢ 50% wzrostem zawartosci celulozy, B14 70%
wzrostem zawartosci celulozy, podczas gdy dla B10 nie zaobserwowano znaczacych zmian w
poziomie celulozy w poréwnaniu z kontrola.

14).

Po analizach poziomu ekspresji genow metabolizmu hemicelulozy w transgenicznym Inie
z nadekspresja B-1,3-glukanazy, najwieksza zmienno$¢ odnotowano w linii B14, u ktérej
zaobserwowano wzrost ekspresji jednego genu syntezy hemicelulozy.

15).

Po badaniach zawartoéci hemicelulozy w transgenicznym Inie z nadekspresja p-1,3-
glukanazy odnotowano wzrost poziomu cukréw prostych oraz okolo 2-krotny wzrost
zawartosci catkowitych kwaséw uronowych.

16).

Po analizach ekspresji genéw metabolizmu pektyn w transgenicznym Inie z
nadekspresja B-1,3-glukanazy najwig¢cej zmian w poziomach mRNA badanych genow
zaobserwowano w linii B14 z nadekspresja B-1,3-glukanazy. Sposréd genéw uczestniczacych
w syntezie pektyn poziom ekspresji 4 epimerazy UDP-D glukuronianu wzrést 1,2-krotnie,
transferazy ksylozy ramnogalakturonianu II wzrést 1,4-krotnie, transferazy arabinozy wzrést
1,3-krotnie i metylotransferazy pektynowej wzrdst 1,75-krotnie. Wigkszy wzrost poziomu
mRNA zaobserwowano dla wigkszosci genow degradacji pektyny.

17).

Przebadano poziom catkowitych kwaséw uronowych pektyn stanowiacy sumg ilosci trzech
frakcji pektynowych (WSF, CSF i NSF). Nie ulegt on zmianie w liniach B10 i1 B14
transgenicznego Inu, jedynie w linii B11 zaobserwowano 30% spadek ilosci kwasow
uronowych.

18).

Analizowano poziom ekspresji genéw metabolizmu lignin w transgenicznym Inie z
nadekspresja B-1,3-glukanazy i wykazano wzrost ekspresji wszystkich badanych genow w
linii B14.




Pomimo znaczacego wzrostu ekspresji badanych genéw w linii B14, zawartos¢ lignin w tej
linii nie zmienila sig.

19).

Po badaniach ekspresji genéw metabolizmu poliamin w transgenicznym Inie z
nadekspresja p-1,3-glukanazy tylko transgeniczna linia B14 charakteryzowata si¢ wigkszym
wzrostem ekspresji genow degradacji poliamin oraz mniejszym wzrostem ekspresji genow
syntezy poliamin.

Z kolei catkowita zawarto$é poliamin nie r6znita si¢ znaczaco pomigdzy zbadanymi liniami
Inu typu B a roslinami kontrolnymi.

W dalszej czeSci recenzji przedstawiono najwazniejsze oryginalne osiagnigcia zwigzane z
uzyciem transgenicznego Inu z nadekspresja p-1,3-glukanazy typu B jako surowca.-

20)

Duizym osiggnigciem pracy jest wskazanie, ze wlokno otrzymane z transgenicznego Inu
linii B14 charakteryzowalo si¢: niezmienionymi parametrami mechanicznymi, mniejszg
zawartoscia lignin oraz wigksza zawartoscia pektyn i hemicelulozy, obniZonym poziomem
kalozy, rearanzacja struktury pektyn, hemicelulozy i celulozy, wzrostem zawarto$ci
zwigzkow fenolowych Sciany komoérkowej oraz zwigkszonym potencjalem
antyoksydacyjnym frakeji hemicelulozowych.

21)

Kontynuujac powyzsze zagadnienia wykazano, ze pazdzierze uzyskane po wydzieleniu
wlékna ze stomy z transgenicznego Inu linii B14 charakteryzowaly sig: zwigkszong
zawarto$cia lignin, pektyn i hemicelulozy, obnizonym poziomem kalozy, rearanzacja
struktury pektyn, hemicelulozy i celulozy; obnizonym poziomem zawartosci zwiazkow
fenolowych, spadkiem potencjatu antyoksydacyjnego frakcji hemicelulozowych i frakeji
wodnej pektyn.

Wszystkie otrzymane wyniki zostaly precyzyjnie i logicznie zapisane, posiadajg
charakter oryginalny i stanowig bardzo bogate Zrédlo wiedzy na temat roli genéw oraz
metabolitéw §ciany komérkowej uczestniczgcych w odpowiedzi Inu na fuzarioze.

Dyskusj¢ wynikow przeprowadzono wzorcowo zapisujac ja na 13 stronach.
Zinterpretowano poprawnie, bardzo szczeg6élowo, wszystkie elementy empiryczne pracy
badawczej. Na podkreslenie zastuguje fakt precyzyjnie dobranej i umiej¢tnie
wkomponowanej w tekst najnowszej literatury.

W pracy zrezygnowano z tradycyjnego zapisu wnioskéw, zastgpujac go
rozdzialem ,,Podsumowanie”, w ktérym przedstawiono 3 zagadnienia:

1). Wykazano znaczacy udzial polimeréw Sciany komérkowej w Inie w odpowiedzi na
infekcje patogennymi szczepami F. oxysporum i F. culmorum.




2). Zweryfikowano poglady dotyczace znaczenia polimeréw $ciany komoérkowej w
odpowiedzi roslin na infekcje powodowane przez patogeny stosujac w badaniach analizg¢
transgenicznego Inu z nadekspresja p-1,3-glukanazy.

3) Scharakteryzowano surowce: wlokno, pazdzierze, transgenicznego Inu z nadekspresja
genu f-1,3-glukanazy.

Literatura rozprawy doktorskiej zapisana w sposob idealny obejmuje 290 pozycji, publikacji
anglojezycznych bezposrednio zwiazanych z praca. Do dysertacji doktorskiej dotaczono
wykaz stosowanych skrétéw oraz zatacznik, w ktérym przedstawiono: Zidentyfikowane —
autorskie fragmenty cDNA genéw uczestniczacych w metabolizmie polimeréw Sciany
komoérkowej w Inie (Linum usitatissimum L. cv. Nike).

Przy tak obszernej pracy, o czym wspomniano na poczjtku, trudno o uniknigcie bledéw,
ktérych oprécz przeklaman literowych i interpunkeyjnych bylo i tak bardzo malo.
Niektére z nich, zwlaszcza merytoryczne i redakcyjne przedstawiam:

e Str. 3. Zapis cyt. Dzigkuje dr Magdalenie Zuk, mgr Aleksandrze Bobie za pomoc w
rozwiqzywaniu probleméw naukowych, mgr Justynie Mierziak i mgr Katarzynie Namyst
za milq atmosfere, mozliwo$é przekazania im swojej wiedzy oraz wsparcie. (powinno by¢:
mi swojej wiedzy oraz wsparcia)

e Str. 8. Zapis cyt. 4.1.2. Analiza fenotypowa siewek Inu inkubowanych przez 48 godzin z
patogennym szczepem Fusarium oxysporum...(powinno by¢: inokulowanych)

e Str. 12. Zapis cyt. MS  medium Murashige i Skoog (powinno by¢: pozywka)

e Str. 15. Zapis cyt. Len (Linum usitatissimum) od dawna ceniony jako Zrédto
warto§ciowych surowcow,...  (powinno by¢: (Linum usitatissimum L.)

e Str. 15. Zapis cyt. Styl. Oba typy fuzariozy obnizaja uzyskany plon oraz jakos¢
otrzymanych surowcéw. (powinno by¢: Oba typy fuzariozy wptywaja na obnizenie plonu
oraz jakos¢ otrzymanych surowcow.)

e Str. 20. Zapis cyt. After F.culmorum infection in flax, .....(powinno by¢: F. culmorum
infection in flax,) Tego typu zly zapis, bez spacji jest w bardzo wielu migjscach
,rozprawy doktorskiej”, np. na str. 173 wystgpuje az o 19 razy proszg to poprawic.

e Str.27. Zapis cyt. Len zwyczajny (Linum usitatissimum) jest znana i ceniong od wiekow
ro$ling uprawna, ....(powinno by¢: (Linum usitatissimum L.)

e Str.29. Zapis cyt. Podczas procesu infekcji patogeny wydzielaja enzymy degradujace
$ciane komoérkowa roslin oraz réznego typu elicitory. (powinno byé: Podczas procesu
infekcji patogeny wydzielajg enzymy degradujace $ciang komdrkows roslin oraz
wydzielaja roznego typu elicitory.)

o  Str. 30. Zapis cyt. ODPORNOSC ,,GEN ZA GEN” (powinno byé: ODPORNOSC ,,GEN
NA GEN” w calej pracy w wielu migjscach stosowano zty zapis)

e Str. 31. Zapis cyt. Zly zapis. Przykladem moga by¢ grzybowe choroby ziemniaka tj.:
rdza zdZbtowa (Song i wsp. 2003). (powinno by¢: Przyktadem moga by¢ grzybowe
choroby ziemniaka tj.: zaraza ziemniaka-Phytophtora infestans (Song i wsp. 2003)




Str. 32. Zapis cyt. Klasyczny mechanizm ,,gen na gen” opiera si¢ na interakcji produktu
genu odpornosci roslin (R) oraz produktu patogennego genu awirulencji (Avr)....
(powinno by¢: proponuj¢ w tym miejscu dolaczy¢ tabelg:

Interakcja odpornosci roslin i wirulencji patogenéw (wg Flor H. H. 1971)

¢ Najczgsciej u roslin wystgpuja dominujace geny odpornosci na patogeny:
”R”

e U roslin wystgpuja takze recesywne geny odpowiedzialne za brak odpornosci:
,,l‘”

e U patogenow najczgsciej wystgpuja dominujgce geny awirulencji (patotypy
slabo atakujace): ,avir A”

e U patogenéw mniej licznie wystgpuja recesywne geny wirulencji (patotypy

silnie atakujace): ,,vir a”

Roslina

Patogen R P
avir A R- avir A (calkowicie odporne rosliny) r- avir A (Srednio odporne roéliny)
vir a R-vira ($rednio odporne rosliny) r- vir a (totalnie porazone rosliny)

Str. 48. Zapis cyt. U dwulisciennych np. Arabidopsis thaliana zawarto$¢ celulozy w
suchej masie wynosi od 15% w lisciach do 33% w $cianach lodyg, natomiast u
jednolisciennych traw jej zawartos¢ miesci si¢ w granicach 6-10% w lisciach i 20-40% w
todygach (powinno by¢: U roslin dwulisciennych np. Arabidopsis thaliana zawarto$¢
celulozy w suchej masie wynosi od 15% w lisciach do 33% w $cianach todyg, natomiast u
roslin jednolisciennych traw jej zawarto$¢ miesci si¢ w granicach 6-10% w lisciach i 20-
40% w todygach)

Str. 52. Zapis cyt. Dominuja one wsrdd niecelulozowych polisacharydéw wtérnej Sciany
komérkowej u dwulisciennych. (powinno by¢: Dominuja one wsrod niecelulozowych
polisacharydéw wtornej sciany komorkowej u roslin dwulisciennych.)

Str. 66 Zapis cyt. Podobng zaleznos¢ obserwuje si¢ u 4.thaliana, gdzie wigzki
naczyniowe komorek naczyn zawierajg ligniny G, ... (powinno by¢: Podobng zaleznosé
obserwuje si¢ u 4. thaliana, gdzie wiazki naczyniowe komoérek naczyn zawierajg ligniny
G,...)

Str. 73. Zapis cyt. ..... (Divon i Fluhr 2007) Spadek (powinno by¢: ..... (Divon i Fluhr
2007). Spadek) brak kropki.

Str. 75. Zapis cyt. Jednak obecnie prawie wogole nie stosuje si¢ tej metody.... (powinno
by¢: Jednak obecnie prawie w ogdle nie stosuje si¢ tej metody....)

Str. 82. i 83. Zapis cyt. 3.1.4. Media hodowlane 3.1.4.1. Media bakteryjne (powinno by¢:
3.1.4. Pozywki hodowlane 3.1.4.1. Pozywki bakteryjne) Prosz¢ wszg¢dzie gdzie zapisano
,»Media” zmieni¢ na ,,pozywki”.

Str. 83. Zapis cyt. Szczepy patogenne: Fusarium oxysporum i Fusarium culmorum
uzyskano z Instytutu ...... (powinno by¢: Szczepy patogenne: Fusarium oxysporum i
Fusarium culmorum otrzymano z Instytutu...)




e Str. 85. Zapis cyt. Badania przeprowadzano na wtoknistej odmianie Inu (Linum
usitatissimum L. cv. Nike), ktora zostala wyhodowana w Instytucie Widkien Naturalnych
w Poznaniu i zarejestrowana w 1987 r. oraz (powinno by¢: Badania przeprowadzano na
widknistej odmianie Inu (Linum usitatissimum L. cv. Nike), ktora zostala wyhodowana w
Instytucie Wiokien Naturalnych w Poznaniu i zarejestrowana w COBORU w 1987 r.
oraz...)

e Str. 128. Zapis cyt. Siewki inkubowane z F.culmorum charakteryzowaty si¢ o 10%
wigksza iloscia wigzan wodorowych w poréwnaniu do siewek nieinfekowanych.
(powinno byé: Siewki inokulowane z F, culmorum charakteryzowaty si¢ o 10% wigksza
ilo$cia wigzan wodorowych w poréwnaniu do siewek nieinfekowanych.)

e Str. 129. Zapis cyt. ten sam wykres ,,A” zostal przedstawiony na str. 112 (powinno by¢:
prosz¢ w przyszlosci nie powtarza¢ wynikoéw) '

e Str. 167. Zapis cyt. Len (Linum usitatissimum) jest jedna z nielicznych roslin, z ktorych
pozyskuje si¢ dwojakiego rodzaju surowce: wtokno i olej. Obecnie sg uprawiane dwa typu
Inu: len widknisty (np.: Linum usitatissimum sp. Nike), charakteryzujacy si¢ dtuga,
nierozgat¢ziong todyga, z ktorego pozyskuje si¢ wlokno oraz len oleisty (np.: Linum
usitatissimum sp. Linola), (powinno by¢: Linum usitatissimum L. cv. Nike; Linum
usitatissimum L. cv. Linola), w dalszej czesci pracy prosze ten zapis poprawic.

e Str. 183. Zapis cyt. (Zizania aquatica L.) (powinno by¢: (Zizania aquatica L.)

e Str. 188. Zapis cyt. A Review on the vanillin (powinno by¢: A review on the vanillin)

e Str. 193. Zapis cyt. van den Oever (powinno by¢: Van den Oever), pierwszy zapis z
duzej litery np. Van Loon (nastgpna pozycja).

Whioski koncowe

Jak przedstawiono powyzej ilosé, jak i jakos¢ bledow w zaden sposob nie moze mieé
wplywu na ostateczna oceng calej pracy, ktora jest bardzo dobra i swoim rozmachem
badawczym przewyzsza dotychczas znane opracowania.

Oryginalno$é, wiedza teoretyczna, samodzielnos¢ i umiejetnosci wykonawcze
doktorantki, wskazuja na jej duza dojrzalo$é naukowa. Stwierdzam, ze przedstawiona do
oceny rozprawa doktorska z dotaczong dokumentacja dorobku naukowego: tytutéw projektow
badawczych, publikaciji, zgloszen patentowych, udziatu w konferencjach naukowych, a takze
z dotaczona dokumentacja raportu ,,Systemu Antyplagiatowego” uzasadnia nadanie stopnia
naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biotechnologia. Powyzsza ocena w
petni odpowiada wymogom stawianym przez USTAWE z dnia 18 marca 2011r., Art. 13. 1., 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Ponadto za wybitne opracowanie przez Panig mgr Wiolet¢ Wojtasik rozprawy
doktorskiej, ktéra w pelni spelnia warunki nowatorstwa, wychodzac naprzeciw
oczekiwaniom genetyki molekularnej oraz fitopatologii, stawiam wniosek do Rady
Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o jej wyréznienie.
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