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Recenzja
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enzymy antyoksydacyjne oraz kinazy MAP w warunkach stresu suszy
w liniach substytucyjnych pszenicy zwyczajnej” wykonanej przez mgr inz.
Karoline Dudziak w Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, pod kierunkiem
prof. dr hab. Krzysztofa Kowalczyka oraz promotora pomocniczego
dr Michata Nowaka

Ocena problematyki badawczej

Jednym z zagrozen XXI wieku, dotyczacym wigkszo$ci obszaréw Europy, w tym
takze Polski, jest niedob6r wody, ktéry powoduje spadki plonéw siegajgce nawet
40%. Przektada sie to na znaczne straty w rolnictwie. Tak wigc prowadzone prace
badawcze, zaré6wno o znaczeniu podstawowym, jak i aplikacyjnym zmierzajg
w kierunku otrzymania nowych odmian roslin uprawnych, znacznie efektywnie;
wykorzystujacych dostepng wode.

Odpowiedz roéliny na niedobér wody jest zjawiskiem ztozonym, angazujacym
wiele mechanizméw biochemiczno-molekularnych i pomimo intensywnych
badan, wcigz stabo poznanym. Deficyt wody przyczynia si¢ do m.in. zahamowania
wzrostu, zaburzen procesu fotosyntezy, kietkowania nasion, a takze powoduje
istotny wzrost poziomu reaktywnych form tlenu, uszkadzajacych komponenty
komdrkowe. Powstanie toksycznych reaktywnych form tlenu aktywuje
enzymatyczny system antyoksydacyjny, do ktérego nalezg m.in. katalaza,
peroksydaza askorbinianowa i peroksydaza gwajakolu. Zaleznos$¢ aktywnosci
tych trzech enzymoéw jest istotnym elementem w komdrkowym systemie
ochronnym, poniewaz odgrywa wazng role w Kkontroli powstajacego
i akumulowanego w komérce Hz02. Reaktywna forma tlenu w postaci nadtlenku
wodoru (H202) jest jednoczes$nie czasteczka sygnalng aktywujacg kinazy MAP,




-posredniczgce w indukcji ekspresji genéw kodujacych przeciwutleniacze. Zmiany
na poziomie transkryptomu poszczegdlnych sktadnikéw kaskady MAP sg jednym
z gtéwnych czynnikéw determinujgcych transdukcje sygnatu molekularnego
w komorce roslinnej, jednak przetwarzanie i integracja sygnaléw pochodzacych
ze Srodowiska podczas niedoboru wody nie zostala jeszcze w pelni opisana.

Wobec powyzszego uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani
mgr inz. Karoliny Dudziak, dotyczaca analizy ekspresji genéw kodujgcych enzymy
antyoksydacyjne oraz kinazy MAP w warunkach stresu suszy w liniach
substytucyjnych pszenicy zwyczajnej, podejmuje bardzo wazng i aktualna
problematyke badawcza. Temat pracy doktorskiej jest bardzo wazny i celnie
wpisujacy sie w nurt badan prowadzonych w tym zakresie.

Formalna analiza pracy

Dysertacja liczy 140 stron i zostata podzielona na typowe dla pracy doktorskiej
rozdzialy: Wstep obejmujacy przeglad literatury, Cel pracy, Materiat i metody,
Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Bibliografia. Rozdzialy s3 podzielone na
podrozdzialy. Do pracy dotgczono réwniez wykaz stosowanych skrétéw oraz
streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Praca zostala napisana poprawnym stylem i jezykiem, a tresci przedstawiane
w kolejnych rozdziatach i podrozdziatach sg spéjne i stanowia logiczng cato$é.

W tekscie pracy zamieszczono 43 rysunki, 5 tabel, 5 fotografii oraz cytowania 322
pozycji literaturowych, z tego jedynie 8 w jezyku polskim. Sposréd cytowanej
literatury znaczng cze$¢ (ponad 87%) stanowia publikacje pochodzace
z ostatniej dekady. Zakres i dobér cytowanej literatury $wiadczy o gruntownym
przestudiowaniu opisywanej tematyki.

Merytoryczna ocena pracy

W rozdziale 1 - Wstep i przeglad literatury (20 stron) Autorka umiejetnie
przedstawia problematyke badawcza. Doktorantka skupia sie nad opisem analiz
genomu pszenicy, dotyczacych identyfikacji chromosoméw i genéw
zaangazowanych w odpowiedZ na stres suszy. Charakteryzuje takze metody
stosowane w tego typu badaniach. W Kkolejnej czesci tego rozdziatu
charakteryzuje proliny, jako jedne z wazniejszych osmoregulatoréw, dehydryny,
ktére wytwarzane sg przez rosliny w odpowiedzi na warunki stresowe podczas
niedoboru wody. Nastepnie charakteryzuje elementy systemu
antyoksydacyjnego: Kkatalazy, peroksydazy askorbinianowej, peroksydazy
gwajakolowej. Rozdziat jest zakoficzony opisem kaskady kinaz biatkowych




-aktywowanych mitogenami. W rozdziale Autorka scharakteryzowata réwniez
materiat badawczy, ktérym byty linie substytucyjne pszenicy.

Rozdzial ten postrzegam jako dobrze napisany. Informacje zawarte w kolejno
przedstawianych akapitach catkowicie wystarczaja do $ledzenia wynikéw pracy,
ich interpretacji i wyciggania wnioskow.

W rozdziale drugim Autorka przedstawita szczegétowo cele pracy, jakimi byty:
wybdr genu referencyjnego charakteryzujacego sie stabilng ekspresjq w roslinach
pszenicy zwyczajnej w warunkach suszy indukowanej PEG na potrzeby iloSciowej
analizy transkryptow technika qPCR, okreslenie wplywu stresu suszy na poziom
mRNA genéw kodujacych enzymy zaangazowane w biosynteze proliny oraz
wybranych enzyméw antyoksydacyjnych i kinaz MAP w siewkach linii
substytucyjnych pszenicy zwyczajnej, okreslenie wplywu stresu suszy na
parametry biochemiczne i fizjologiczne w ro$linach pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.), analiza zaleznoS$ci pomiedzy zmianami w ekspresji
badanych genéw na poziomie transkryptu, a zmianami aktywno$ci kodowanych
przez nie enzymoOw oraz okreslenie zaleznos$ci pomiedzy transdukcjg sygnatu
przez wybrane kinazy MAP, a odpowiedzig systemu antyoksydacyjnego
w pszenicy zwyczajnej w warunkach stresu suszy oraz identyfikacja regionéw
genomu (chromosomoéw) pszenicy zwyczajnej zwigzanych z szybka odpowiedzia
na stres suszy.

Cele pracy zostaty jasno przedstawione i wtasciwie sformutowane.

Rozdzial Materiat i metody przedstawiony zostat przez Doktorantke na 12
stronach 1 zawiera wszystkie informacje niezbedne do ewentualnego
powtoérzenia przedstawionych w pracy doswiadczen. Dob6r technik badawczych
jest odpowiedni, a eksperymenty zostaly poprawnie zaplanowane
i przeprowadzone.

Zastosowanie odpowiedniego genu referencyjnego jest kluczowym etapem w
badaniach ekspresji genéw. Bardzo istotne s3 zatem przeprowadzone przez
Doktorantke przed przystapieniem do dalszych badan, analizy bioinformatyczne.

Na uwage zastuguje wykorzystany w pracy materiat badawczy w postaci 18 linii
substytucyjnych pszenicy zwyczajnej, stanowiacy interesujgcy, unikalny model
badawczy dla poznania i wyja$nienia mechanizméw tolerancji na deficyt wody.

Wyniki badan Autorka przedstawita na 38 stronach pracy, zgodnie z kolejno$cia

wykonywanych analiz. Rozdziat ten jest bogato ilustrowany rycinami, ktére
ulatwiajg interpretacje wynikéw badan.




-Praca ma trzy uzupetniajgce si¢ nurty badawcze: analizy bioinformatyczne,
transkryptomiczne i biochemiczne, ktérych efektem jest kompleksowy obraz
szybkiej odpowiedzi ros$lin na suszg, z uwzglednieniem systemu
antyoksydacyjnego, poziomu peroksydacji lipidéw, mechanizmu przekazywania
sygnatu przez kaskade kinaz MAP oraz analizy genéw zaangazowanych w synteze
proliny.

Doktorantka na podstawie uzyskanych wynikéw qPCR wyselekcjonowata nowy
gen referencyjny. Uzyskane w pracy wyniki analiz ekspresji genéw kodujacych
kinazy MAP pszenicy zwyczajnej w warunkach stresu suszy wykazaty dwa
odmienne trendy: profil ekspresji genu MAPK3 charakteryzowat sie spadkiem,
natomiast dla genu MAPK6 zaobserwowano staly wzrost ekspresji przez caty czas
trwania doswiadczenia.

Podobnie analiza profili ekspresji genéw kodujacych wybrane enzymy
antyoksydacyjne data zréznicowane wyniki. Natomiast analiza obydwu genéw
kodujgcych enzymy szlaku syntezy proliny (P5CS i P5CR) wykazywata wzrost
ekspresji. Autorka wykazata takze zaleznosci pomiedzy zmianami w ekspres;ji
badanych genéw na poziomie transkrypcji, a zmianami aktywnos$ci kodowanych
przez nie enzymow.

Waznym wynikiem prac jest identyfikacja chromosoméw, na ktérych
zlokalizowane s Zrédia genetyczne w najwiekszym stopniu zaangazowane we
wszystkie opisane procesy.

Liczgca 25 stron dyskusja jest bardzo dobrze napisana. Autorka zna i trafnie
przywotuje, w dyskutowanych przez siebie kwestiach, odpowiednie pozycje
literatury. Doktorantka podejmuje takze prébe wyjasnienia rozbieznoéci
uzyskanych w badaniach wilasnych z danymi uzyskanymi przez innych autoréw,
co potwierdza bardzo wnikliwg analize literatury.

Whioski zostaty sformutowane w o$miu punktach. Sg rzeczowe i odpowiadaja
celom badan.

Bardzo bogata bibliografia (322 pozycje), zawarta na 28 stronach dysertacji,
zawiera jedynie 8 pozycji w jezyku polskim i tylko 40 spoza ostatniej dekady.
Przestudiowanie tak obszernego zboru zastuguje na uznanie.

W obszernym tekscie pracy wystepuje tylko kilka drobnych btedéw edytorskich.
Swiadczy to dodatkowo o bardzo doktadnym przygotowaniu manuskryptu.




-Po lekturze rozprawy nasuwajg sie¢ nastepujgce kwestie:

1. Materiat badawczy stanowily m.in. odmiana odporna na susze
‘Saratovskaya 29’ i odmiana wrazliwa ‘Janetzkis Probat’. Czym zdaniem
Autorki mozna wyttumaczy¢ podobny obraz zmian ekspresji genu MAPK3
i P5CR w tych odmianach?

2. Ten sam materiat badawczy byt przedmiotem badan Osipovej i wsp. (np.
2013). Co zdaniem Autorki moze powodowac rozbieznosci w otrzymanych
wynikach?

3. Istotng role w badaniach odpowiedzi rosliny na stres w przypadku kultur
hydroponicznych odgrywa zastosowane stezenie PEG. Na str. 109 Autorka
pisze - cytuje: ,Na tej podstawie mozna wnioskowaé, Ze warunki
dosSwiadczenia, w tym takze stezenie PEG, powinny zosta¢ dobrane
eksperymentalnie i zgodnie z przeznaczeniem przewidywanych wynikow
badan.” Czy takie do$wiadczenie z udziatem materiatu badawczego zostato
przeprowadzone?

4. Coraz wieksza liczba danych pojawiajacych sie w ostatnich latach
wskazuje, ze istotnym elementem w kontroli ekspresji genéw podczas
ekspozycji na stres suszy sa réwniez modyfikacje epigenetyczne.
Czy pszenica byta analizowana pod tym katem?

Whniosek koncowy

Jako recenzent odniostam bardzo pozytywne wrazenie z lektury rozprawy
doktorskiej. Temat poruszony przez Panig mgr inz. Karoline Dudziak jest bardzo
ciekawy i jednoczesnie bardzo trudy. Ambitne cele stawiane w pracy zostaty
osiggniete z zastosowaniem nowoczesnych metod badawczych, a posiadana przez
Autorke wiedza wykorzystana do analizy danych do$wiadczalnych.

Podsumowujac oceng stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr inz. Karoliny
Dudziak spetnia warunki okre$lone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595, z p6Zn. zm.) i wnioskuje do Rady Wydziatu
Agrobioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie mgr
inz. Karoliny Dudziak do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na szeroki i bardzo aktualny charakter badan oraz
zaprezentowanie interesujacych wynikéw, znacznie poszerzajacych wiedze z tego

zakresu, wnosze o wyréznienie recenzowanej pracy.




