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pod kierunkiem dr hab. Jacka Patykowskiego, prof. nadzw. Ut

Struktura rozprawy, podziat tresci na rozdziaty i ich kolejno$¢ sg typowe dla prac
doktorskich z dziedziny nauk biologicznych. We Wstepie Autorka zawarta informacje na temat
Erysiphe alphitoides, opisata relacje miedzy rosling-gospodarzem a patogenem i szczegotowo
omowita znaczenie réznych grup zwigzkéw w obronie biochemicznej roslin powotujac sie na
najnowszg literature. Wstep stanowi dobre wprowadzenie tematyke przedstawionych badan.

W rozdziale Cel pracy Doktorantka w pierwszej kolejnosci uzasadnita znaczenie podjetych
badan. Omawiajac cel pracy ograniczyta sie do zwigztego przedstawienia zadan badawczych.
W pracy nie postawiono hipotez do weryfikacji ani pytan, na ktére przeprowadzone badania
moglyby udzieli¢ odpowiedzi.

W rozdziale Material i metody Autorka charakteryzowata warunki uprawy sadzonek,
sposob pobierania lisci do badan i weryfikacji stopnia ich porazenia, oraz bardzo szczegoétowo
opisata metody laboratoryjne i techniki analityczne. Przyjete i zastosowane w pracy metody
badawcze potwierdzaja dobre przygotowanie Doktorantki do rozwigzywania problemoéw z
zakresu ocenianej rozprawy.

W rozdziale Wyniki Doktorantka opisata w sposdb poprawny, rzetelny i przejrzysty
wszystkie elementy przedstawione wcze$niej w Materiatach i metodach. W pierwszym
podrozdziale (4.1) scharakteryzowata czesto$¢ i nasilenie wystepowania patogena na
roslinach, z ktorych pobierany byt materiat do analiz opisujac udziat niezainfekowanych i
zainfekowanych sadzonek Q.robur z uwzglednieniem stopnia ich porazenia.

Trzon rozdziatu stanowig szczegotowe wyniki charakteryzujgce zmiany stezenia badanych
zwigzkow w lisciach debu zainfekowanych przez E. alphitoides. Wyniki analiz wykonanych w
trzech terminach w sezonie wegetacyjnym cechuje duza zmiennos¢, co sugeruje dynamiczny
charakter odpowiedzi rosliny na infekcje, a jednoczesnie utrudnia uchwycenie i opisanie

prawidfowosci. Wyrazne réznice w stezeniach roznych zwiazkéw w badanych ligciach zwykle
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obserwowane byly tylko w jednym z trzech termindw, wyjatkowo w dwoch. Na przyktad, istotny
spadek stezenia chlorofilu w zainfekowanych lisciach (niezaleznie od stopnia ich porazenia) w
porownaniu do lisci zdrowych miat miejsce tylko sierpniu, natomiast w kolejnym terminie
badan, czyli po uptywie miesigca, w niektérych wariantach infekcji odnotowano wzrost stezenia
tego barwnika. Réwniez w przypadku karotenoidéw tylko sierpniu odnotowano spadek ich
stezenia w zainfekowanych lisciach niezaleznie od stopnia porazenia.

Najwigcej miejsca w wynikach Autorka poswiecita reaktywnym formom tlenu i aktywno$ci
systemu antyoksydacyjnego. Wykazata, ze w efekcie infekcji E. alphitoides wzrasta w lisciach
debu stgzenie nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego, ale wzrost ten nastepuje
w roznych terminach. Istotne roznice w stezeniu H,O. w lisciach. zainfekowanych w
poréwnaniu do zdrowych odnotowano juz w lipcu, a w przypadku anionorodnika
ponadtlenkowego dopiero w sierpniu. Zmiany aktywnosci enzymatycznych antyoksydantow w
zainfekowanych lisciach zostaly przez Doktorantke udokumentowane bardzo szczegétowo.
Enzymy takie jak dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza zwiekszyty swojg aktywno$¢ dopiero
we wrzesniu, przy czym réwniez w lisciach niezainfekowanych w ciggu sezonu wegetacyjnego
odnotowano wzrost aktywnosci obu enzyméw. Doktorantka wykazata, ze w odpowiedzi na
infekcje E. alphitoides w lisciach jednorocznych debow wyraznie wzrosta aktywnosé
peroksydaz GPX i APX oraz reduktazy glutationu GR. Szczegolowo opisata réwniez zmiany
stezen najwazniejszych nieenzymatycznych antyoksydantow: kwasu askorbinowego i
glutationu.

W badaniach uwzglednione zostaty réwniez reaktywne formy azotu. Istotny wzrost stezenia
tlenku azotu NO i S-nitrozotioli, stwierdzony przez Autorke na wczesnym etapie infekcji, moze
wskazywac na wazng role tych zwigzkéw w szlakach sygnatowych i zwigkszaniu odpornosci
jednorocznych sadzonek debu.

Waznym elementem konstytutywnej i indukowanej obrony roslin przed patogenami sa
fenolowe metabolity wtérne, w tym zwigzki zaangazowane w proces lignifikacji. Doktorantka
wykazata, ze wraz z postepujacy infekcjg zwartosc¢ lignin w lisciach nie wzrasta i sugeruje, iz
mtode rosliny nie sa w stanie stworzy¢ efektywnej bariery mechanicznej, aby powstrzymaé
rozprzestrzenianie sie patogena. Jednakze, zdaniem recenzenta, wzrost stezenia w
zainfekowanych lisciach niektorych zwigzkéw fenowych moze swiadczyé o ich roli w indukcji
odpornosci. Wzrost stezenia fenoli catkowitych, fenylopropanoidéw i flawonidéw w lisciach
niezainfekowanych w kolejnych miesigcach badan moze sugerowaé systemiczng odpowiedz
rosliny. Wyraznie wyzsze stezenie lignin zaréwno w lisciach zainfekowanych jak i zdrowych w
sierpniu i wrzesniu w porownaniu z lipcem, moze réwniez wskazywa¢ na indukowana
odpowiedZ systemiczng. Argumentem potwierdzajgcym te hipoteze moze by¢
udokumentowany w pracy wyrazny, proporcjonalny do nasilenia stopnia infekcji, wzrost

stezenia kwasu salicylowego, ktory jest gtowng endogenng substancjg sygnatowag w nabyte;]
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odpornosci systemicznej. W przypadku roslin wieloletnich, cechujgcych sie cyklicznym
przyrostem pedéw w sezonie wegetacyjnym, inwestycja w ten typ odpornosci jest jak
najbardziej uzasadniona.

Ostatni podrozdziat Wynikéw dotyczy lotnych zwigzkow, ktdrych produkcja w odpowiedzi
na stres biotyczny i abiotyczny jest waznym mechanizmem obronnym w $wiecie roslin.
Doktorantka wykazata, ze w zainfekowanych lisciach dgbu wzrasta emisja kilku zwiazkow
lotnych charakterystycznych dla infekcji patogenami grzybowymi. Wyrazna aktywacja tych
zwigzkow nastepuje po osiggnieciu kilkkunastoprocentowego stopnia zainfekowania lisci przez
E. alphitoides.

Dyskusja, podzielona na podrozdzialy poprzedzone krotkim wprowadzeniem, zawiera
przemyslane interpretacje uzyskanych wynikow i proby wyttumaczenia obserwowanych zmian
w zainfekowanych lisciach. Autorka umiejetnie wykorzystuje dostepna literature i odnosi do
niej wyniki wiasnych badan. Wszystkie wnioski zamieszczone w Posumowaniu wynikéw
zostaty w pracy dostatecznie dobrze udokumentowane, a sposdb ich sformutowania nie budzi
zastrzezen.

Literatura rozprawy, zestawiona w sposob bardzo staranny, zawiera 325 pozycji
bezposrednio zwigzanych w praca. Dobér i sposéb wykorzystania zrédet $wiadczy o

doskonatej orientacji Autorki w najnowszych osiggnieciach w zakresie tematyki pracy.

Z obowigzku recenzenta musze przedstawic takze klika uwag krytycznych.
Uwagi do tytutu pracy:

Tytut rozpoczynajgcy sig od stow Zmiany biochemiczne w lisciach debu ...zamiast Zmiany
biochemiczne w sadzonkach debu... lepiej odzwierciedlatby zakres prezentowanych badan,
poniewaz szczegotowa analiza zawartosci roznych zwigzkow dotyczyta tylko i wytacznie lisci.
Potwierdzeniem tego sg zamieszczone w rozdziale Wyniki podpisy rycin i tytuty tabel
zawierajgce poprawnie sformutowania takie jak: ,stezenie anionorodnika ponadtienkowego w
lisciach debu”, czy ,stezenie zwigzkéw fenolowych w lisciach debu”, itd. Zadne inne czesci
rosliny nie byly przedmiotem badan.

Uwagi do Metodyki:

W rozdziale brakuje informacji w jaki sposéb okreslony zostat udziat procentowy
zainfekowanych i niezainfekowanych sadzonek Q.robur. Czy ocena ta wykonywana byta
corocznie i na jakiej probie (co stanowi 100%)? Jezeli ocene wykonano w trzech sezonach
wegetacyjnych, to mozemy okreslic zmienno$¢ udziatu sadzonek zdrowych i zainfekowanych
w poszczegolnych latach. Informacje te to wazny element opisu warunkow w jakich rosty
badane rosliny.

Autorka pisze, ze ,proby do badan pobierano w trzech odstepach czasowych, co 28 dni od

momentu zaobserwowania pierwszych symptoméw chorobowych”, ale nie podaje kiedy
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doktadnie w kolejnych latach badan te pierwsze objawy porazenia zostalty zauwazone i czy
pierwszy lipcowy zbiér miat miejsce bezposrednio po ich zauwazeniu, czy 28 dni pézniej.
Zamieszczenie w metodyce tabeli z datami obserwacji i zbioru w kolejnych sezonach
badawczych wyjasnitoby powyzsze watpliwosci, zwtaszcza, ze w calej pracy autorka uzywa
okreslenia trzy punkty czasowe, co w odniesieniu do nazw miesiecy wydaje sie malo
precyzyjne.

Uwagi do Wynikow:

Pierwszy podrozdziat (4.1) zawiera wazne informacje na temat stopnia porazenia sadzonek
Q.robur przez E. alphitoides. Zaproponowany przez autorke tytut nie oddaje w petni wagi
prezentowanych danych, ktére dokumentujg nie tylko udziat niezainfekowanych i
zainfekowanych sadzonek, ale tez skale porazenia i jej zmienno$¢ w czasie. Wszystkie
analizowane w pracy zmiany zawartosci zwigzkow i aktywnosci enzyméw odnoszone sg do
trzech stopni zainfekowania lisci (<5% Inf, 12-15 % Infi 25% Inf) i jest to, zdaniem recenzenta,
gtéwna zmienna tych analiz. Czynnik czasowy ma drugorzedne znaczenie ze wzgledu na
specyfike przyrostu pedoéw debu i przebieg infekcji E. alphitoides w rozwijajacych sie lisciach.
Ponadto, zamieszczone na rycinie 7 dane, z ktérych wynika, ze zdrowe drzewka stanowig
zaledwie kilkanascie procent sadzonek w szkoétce kontenerowej, a okoto 40% jest silnie
porazonych (25% Inf lisci) to wazne doniesienie, a jednoczesnie potwierdzenie, ze podjete
przez autorke badania dotyczg aktualnego i istotnego problemu.

Niektore z podrozdziatdow Wynikow rozpoczynajg nastepujgce stwierdzenia: W Tab. 5
przedstawiono zmiany stezenia barwinkéw fluorescencyjnych” lub ,Na Ryc. 13 przestawiono
zmiany aktywnosci SPX". Sa to dostowne powtérzeniami tytutéw tych podrozdziatéw. Zdania
te nalezy zastgpi¢ powotaniem sie na rycine lub tabele w trakcie omawiania wynikow. W kilku
podrozdziatach Autorka w pierwszej kolejnosci pisze, ze nie zaobserwowano istotnego
wzrostu stgzenia badanych zwigzkéw w zainfekowanych lisciach w poréwnaniu do préby
kontrolnej (np. w przypadku sadzonek pozyskanych w lipcu), a dopiero w dalszej czesci
podrozdziatu omawia wyniki istotne statystycznie. Dotarcie do najwazniejszych rezultatow
badan przy takim sposobie omawiania wynikéw jest utrudnione, zwlaszcza w przypadku
prezentacji danych w formie tabelarycznej. Uzywane przez Doktorantke okreslenie ,préba
kontrolna” mozna zastgpi¢ stowami ,zdrowe liscie”, dzieki czemu przytoczone wczesniej
zdanie brzmiatoby: nie stwierdzono istotnych réznych w stezeniach badanego zwiazku w
zainfekowanych i zdrowych lisciach.

Tabele 9, 10a i 10b majg identyczne tytuty, ale inng zawartosé. W przypadku tabel 10a i
10b mozna uscisli¢ tytut piszgc np.: Stezenie wybranych zwigzkow fenolowych. W nawigzaniu
do tej grupy zwigzkéw nasuwa sie pytanie: Dlaczego Doktorantka w swoich badaniach nie
uwzglednita tanin, ktérych znaczenie w obronie roslin, zwtaszcza przypadku debu, jest znane
od bardzo dawna (Feeny, 1970).



Tabela 11 przedstawia relatywng emisje zwiazkow z zainfekowanych lisci i tak powinien
brzmie¢ jej tytut. Uzyte przez Autorke stowo stezenie, bez podania jednostek jest niejasne.
Ponadto tabele 10a, 10b i 11 zawierajg zbedng kolumne z nagtéwkiem ,Czas, miesigce”, w
ktorej figuruje tylko jeden miesigc — sierpien. Termin zbioru lisci do analiz, wyniki ktorych
zawierajg te tabele mozna zamiesci¢ w tytule tabeli lub tekécie pracy. Opisy wszystkich rycin i
tabel mozna skroci¢ do nastepujagcej postaci: Stezenie np. glutationu w liSciach Q.robur
zainfekowanych E. alphitoides.

Analizy statystyczne uzyskanych danych sg prawidtowe, ale raczej mato zaawansowane i
nie wykorzystujg w petni potencjatu tkwigcego w materiale. W przeprowadzonym
eksperymencie s3 trzy czynniki, od ktdérych moze zalezec wartos¢ okresinych parametrow. Sg
to rok hadan, miesigc pobierania prob i stopien porazenia lisci. Zalecang metoda statystyczng
w takim przypadku jest tréjczynnikowa analiza wariancji (o ile spetnione sg warunki: rozktad
normalny, homogennos¢ wariancji i inne). Takie podejscie pozwolitoby statystycznie
potwierdzi¢ lub odrzucic réznice uzyskanych wynikow w zaleznosci od roku, miesigca i stopnia
porazenia. Mozliwe bytoby rowniez okreslenie interakcji miedzy poszczego6lnymi czynnikami
(np. inny rozktad aktywnosci reduktazy MDHAR w sierpniu i wrzesniu w zaleznosci od stopnia
porazenia). Autorka z niewyjasnionych przyczyn zdecydowata sie na jednoczynnikowa analize
wariancji, ktéra w tym przypadku powaznie ogranicza mozliwosci interpretacji. Najciekawsze
w prezentowanym materiale jest to, czy istnieje jakis ogoélny wzorzec lub wzorce odpowiedzi
biochemicznej na infekcje i stopien jej zawansowania. Obliczenie zwyktych korelacji miedzy
mierzonymi parametrami lub jeszcze lepiej wykorzystanie analiz wielu zmiennych (MANCOVA,
PCA, NMDS i wiele innych) mogtoby pomoc w wykryciu takich wzorcéw i zaowocowaé nowymi
doniesieniami na temat patogenezy maczniaka prawdziwego.

Uwagi do Dyskusji:

Obszerne, bo zajmujgce dwie i pot strony wprowadzenie do Dyskusji na charakter
przegladu literatury, a jego pierwszy akapit, zawierajgcy rozwazania na temat czynnikow
determinujgcych wzrost i produkcje drzew, nie dotyczy tematu pracy.

Uwagi ogdlne:

Praca napisana jest poprawnym naukowym jezykiem. W tekscie znaleziono pojedyncze
btedy interpunkcyjne i stylistyczne, czasem utrudniajace zrozumienie wywodu, np.
a) ,Jedynym ogdinie akceptowanym wzorem wydaje sie by¢ to, ze patogen, ktdry wykazuje
kompatybilne oddziatywanie z danym gatunkiem zywiciela, maleje wraz z odlegloscig
filogenetyczng miedzy gospodarzami”; b) ,Zakazenie E. alphifoides stanowi istotny czynnik
stresowy dla gatunkéw Quercus robur L., jednakze badania dotyczace reakgji fizjologicznych
na zakazenie patogenem zostaly zbadane tylko w kilku przypadkach”; c) ,Filtry nie dziataja
rowniez niezaleznie, prawdopodaobienstwo spotkania potencjalnego patogena i rosliny, wplywa

na selekcje roslin ulegajacych infekcji’. Zamiast pisa¢ ,...konstytutywna emisja zwigzkow
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lotnych wystepuje tylko w ograniczonym zakresie liczby gatunkow ...", lepiej mysl formutowac
nastepujgco: konstytutywna emisja zwigzkow lotnych wystepuje tylko u niektérych gatunkéw.
Takich niezgrabnosci stylistycznych jest w pracy kilkanascie.

Praca zawiera sprzeczne informacje na temat maczniaka debu. We Wstepie na str. 12
Autorka pisze, ze ,Choroba powoduje zmniejszenie przyrostu, gtdwnie mtodych debow, a przy
corocznym wystepowaniu nawet ich zamieranie (Lesicz, 2005)", a w Dyskusji: ,Szybko
rozwijajgca sie choroba maczniaka prawdziwego doprowadza do zajecia znacznej powierzchni
lisci debu przez patogen, jednak nie wplywa na zamieranie sadzonek. Na pewnym etapie
infekcji, nastepuje powstrzymanie rozwoju choroby”.

W catej pracy Autorka dowolnie uzywa petnych i skréconych nazw Quercus robur (Q. robur)
oraz Erysiphe alphitoides (E. alphitoides). Wskazane jest konsekwentne stosowanie
skréconych nazw obu gatunkow w tresci pracy, opisach tabel i rycin. Dowolno$¢ zapisu
dotyczy réwniez innych nazw gatunkowych uzywanych w pracy.

Zamieszczony na stronach 5. i 6. wykaz stosowanych skrotow nie zawiera wszystkich
skrotow uzywanych w pracy. Brak jest nastepujgcych: PCD, ET, WRKY, PR, LOX, PUFA,
RSNO, VOC, przy czym ten ostatni skrét zwykle jest zapisywany w postaci VOCs.

Pozostate uwagi, dotyczgce gtéwnie stylu oraz mozliwosci zastosowania roznych analiz

statystycznych w odniesieniu do konkretnych danych, zostaty naniesione na tekst rozprawy.

Whioski koncowe

Praca stanowi bogate Zrodlo wiedzy na temat zmian zachodzacych w lisciach debu
szyputkowego po infekcji przez E. alphitoides, a uwzglednienie w badaniach aspektu
czasowego i stopnia porazenia lisci podnosi warto$é uzyskanych przez Doktorantke wynikow.
Szczegotowe dane na temat zmian biochemicznych w zdrowych lisciach wnoszg bardzo wiele
w poznanie fizjologicznych aspektow wzrostu debu w pierwszym roku zycia. Oryginalno$¢
podjetej tematyki, duza wiedza teoretyczna oraz wysokie umiejetnosci wykonawcze
doktorantki wskazujg na jej dojrzatos¢ naukowa. Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny
praca jest wartosciowym opracowaniem i spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
w obowigzujgcych przepisach. Wnosze o dopuszczenie Pani mgr Moniki Anny Skwarek do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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