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Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr. Juana Camilo Ochoa Cabezas
pt. ,Elucidation of genetic factors determining resistance or susceptibility to clubroot disease
through genome wide association study, transeriptome profiling and functional genetics in
Arabidopsis natural accessions”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pana mer. Juana Camilo Ochoa Cabezas
zostata wykonana w Zakladzie Zintegrowanej Biologii Roslin Instytutu Genetyki Roslin PAN, pod
kierunkiem Profesora tego Instytutu, dr hab. Roberta Malinowsk iego. Promotorem pomocniczym jest
dr William Truman. Praca przedstawia wyniki badan poswieconych identyfikacji genetycznych
czynnikow zwigzanych z wykazywaniem zwigkszonej odpornoéci na infekcje pierwotniakiem
Plasmodiophora brassicae przez niektore ekotypy rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana).

P. brassicae jest obligatoryjnym biotrofem, ktéry infekuje gléwnie roéliny z rodziny kapustowatych
(Brassicaceae), powodujac u nich chorobe zwang kila kapusty. Charakterystycznymi symptomami
tej choroby sg: powstawanie naros$li na podziemnej czesci roslin, zahamowanie wzrostu, wigdnigcie
oraz chloroza. Wynikaja one z szeregu zmian metabolicznych i fizjologicznych, wywolanych
obecnoscia patogena. Wiele podatnych na zakaZenie roélin kapustowatych ma istotne znaczenie
ekonomiczne. Ogromna trwalo$¢ zarodnikéw przetrwalnikowych P. brassicae, ktora w
odpowiednich warunkach moze wynosi¢ wiele lat, stwarza realne zagrozenie dla uprawy tych roélin.
Rodzi to potrzebe opracowywania skutecznych rozwigzan ograniczajgcych rozprzestrzenianie sie
kity kapusty, do ktorych nalezy zaliczyé tworzenie odmian odpornych na te chorobe. To z kolei
wymaga poglebienia wiedzy na temat naturalnych mechanizméw chronigeych roéliny przed atakiem
patogenu badz ograniczajgcych negatywne skutki infekcji.

Nalezgey do kapustowatych rzodkiewnik jest podatny na infekeje P. brassicae. Jest to jednoczesnie
roslina modelowa w badaniach molekularnych i genetycznych. Rzodkiewnik jest od szeregu lat
wykorzystywany jako model w badaniach odpowiedzi roslin na infekcje P. brassicae w Zakladzie
Zintegrowanej Biologii Roélin IGR PAN. Praca mgr Juana Camilo Ochoa Cabezas bardzo dobrze
wpisuje si¢ w nurt tych waZnych poznawczo, a potencjalnie takze aplikacyjnie, badan.

Przedstawiona rozprawa doktorska jest napisana w jezyku angielskim i ma klasyczny uklad dla prac
w swojej dziedzinie. Liczy 158 stron, na co skladaja si¢, oprécz zasadniczych rozdzialow, ktore
omawiam poniZej, réwniez streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych w pracy
skrotow, spisy tabel (ktorych jest 10) i rysunkow (ktorych jest 50), oéwiadezenia autora, promotora i
promotora pomocniczego oraz informacje o finansowaniu doktoranta i jego badan. W tym miejscu
chciatabym zauwazy¢, Ze na czg$¢ z opisanych w pracy badan Doktorant zdobyl finansowanie z
Narodowego Centrum Nauki, w ramach trwajacego nadal grantu PRELUDIUM. Z poréwnania opisu
projektu umieszczonego na stronie NCN z zawartos$cig rozprawy doktorskiej mozna wnioskowaé, ze
gtowne zadania badawcze tego grantu zrealizowano. Wskazuje to na umiejetnosé Doktoranta w
planowaniu i prowadzeniu projektu badawczego, a tym samym na jego duza samodzielno$¢ naukows.



Umieszezone na poczgtku pracy streszezenia zawierajy klarowny opis tresci, co moglam potwierdzié
po przeczytaniu calej rozprawy. Zwrdcitam jednak uwagg, ze tytuly obu wersji jezykowych nie sg
tozsame. Zastosowane w wersji angielskiej sformulowanie , Elucidation of ¢ genetic factors” jest duzo
bardziej ogdlne od stwierdzenia ,,wyjasnienia udziatu poszezegdlnych gendw™, ktérym posluzono sig
w wersji polskiej. Ponadto po pizeczytaniu obu wersji otrzymujemy pelniejsze informacje, niz
ograniczajgc si¢ do jednej z nich. Przykladowo, tylko w wersji angielskiej podano, Ze analizy
transkryptomiczne przeprowadzono w 19-tym dniu po inokulacji. Brak w niej natomiast pelnej nazwy
pierwotniaka P. hrassicae czy tez rozwinigcia skrétu nazwy biatek typu TIR-NB-LRR.

Rozdzial 1 (Wstep) wprowadza czytelnika w problematyke przedmiotu. Przedstawiono w nim cykl
zyciowy P. brassicae, obejmujgcy etapy pierwotnej i wtémej infekcji komérek korzenia rosliny
gospodarza oraz tworzenie i uwalnianie zarodnikow przetrwalnikowych Obrazuje to Rysunek 1,
ktorego jednak nie uznatam za szczegélnie pomocny. Badania Doktoranta skupiaja sie na ocenie
zmian zachodzgcych w roélinie, dlatego zabraklo mi tu zestawienia faz rozwoju patogenu z fazami
proliferacji i ekspansji komérek korzenia, o kiérych duzo moéwi si¢ w dalszej czeéci pracy. We
Wsigpie zaprezentowano takze systemy klasyfikacji patotypow patogenu, oparte o oceng symptomow
choroby w wybranych gatunkach i odmianach roélin. Dalej, opisano stan wiedzy na temat
genetycznych podstaw odpomosci rolin kapustowatych na kile kapusty, w kontekscie
pokrewienstwa ich genomoéw. Genomy Brussica oleracea i Brassica rapu moga stuzyé jako zrédia
introgresji genow odpornosci w ulepszeniach rzepaku (Brassica napus), ktory jest amfidiploidem,
powstalym na drodze hybrydyzacji pomiedzy tymi gatunkami. Jednak, jak wskazuje Doktorant,
pomimo intensywnych badan, tylko w kilku przypadkach udato sie zidentyfikowaé takie geny w
naturalnie odpornych odmianach. Kolejng czgs¢ Wstepu stanowi wyczerpujgcy opis stanu badafi nad
udzialem fitohormondéw i zmian w cyklu komoérkowym w postepie infekcji pierwotniakiem 7.
brassicae v rzodkiewnika. Ujeto tu rowniez wyniki wezesniejszych badan zespolu Profesora
Malinowskiego. Dalej nastepuje krotkie omowienie historii badan asocjacji calego genomu (GWAS)
u rzodkiewnika. Czgs¢ teoretyczng konczy przedstawienie dwoch podstawowych mechanizmow
odpornosci roslin na biotyczne czynniki stresowe: odpornosci nieswoistej (tzw. PTL, czyli pattern-
triggered immunity) oraz swoistej (ETI, czyli effecror-triggered inmunily), wyzwalanej w wyniku
obecnosci specyficznych efektoréw - bialek produkowanych przez okreslone szezepy patogenne. W
mojej ocenie, ta ostatnia sekcja powinna poprzedza¢ omowienie badan nad identyfikacjs gendw
odpornosci na kile kapusty. Niemniej uwazam, Zze Autorowi udalo si¢ zawrze¢ we Wstegpie wszystkic
zasadnicze elementy potrzebne do zrozumienia prezentowanych dalej wynikow oraz ich dyskusii.

Przedstawiony w Rozdziale 2 cel pracy jest jasno 1 precyzyjnie sformutowany, a jego osiggnigcie
oparto na zaloZeniach logicznie wynikajgcych z dotychczasowego stanu wiedzy. Zastosowane i
wypisane w Rozdziale 3 metody badaweze sa réznorodne, od prowadzenia kultur rosliny i patogenu,
poprzez obserwacje makro- i mikroskopowe. do analiz genetycznych, molekularnych i
bioinformatycznych. Metody sg przedstawione w sposob ogdlny, stosowany w opisach do artvkulow
badawczych, co wydaje mi si¢ wystarczajace. Niemniej w niektorych miejscach brak jest precyzji w
ich opisie. Przykladowo, w sekeji 3.3 napisano, ze reakeja trawienia RNaza (zwracam uwage na
niepoprawny zapis te] nazwy w pracy) zostala zatrzymana przy pomocy ,.chloroform:isoamyl 24:1”
polaczona z wytrgcaniem mieszaning etanolu i octanu sodu. Jak rozumiem, chodzi o eksirakeje¢
mieszaning chloroform: alkohel izoamylowy 24:1, a wytracano faz¢ wodng. Z kolei w opisie
warunkow reakcji gPCR w tejze sekcji chodzito chyba o koncowe stgzenice starterow 0.25 pM kazdy,
a nie 0 0.25 umola uzyte w reakcji? Wreszcie nie rozumiem, jak i po co miano by obliczac logarytm



wzglednej ekspresji genéw na podstawie qPCR (,,log: relative expression was calculated”), skoro
badano wzgledny poziom genomowego DNA roéliny i patogena? Analiza tego typu zwykle
stosowana jest w badaniu ekspresji genéw, jednak nazwe zapozyczono tu w sposob bezkrytyczny.

Szczegolnie duzo miejsca w rozdziale 3 poswigcono wytworzeniu i selekeji linii mutantow
rzodkiewnika metoda mutagenezy CRISPR/Cas9. Dla odmiany, procedura wywolania ekspres;ji
przejsciowej genu RPBI w lisciach tytoniu zostala potraktowana tak zdawkowo, ze czytelnik nie
moze si¢ dowiedzie¢ wiasciwie niczego na temat przygotowania odpowiedniego konstruktu badz
sposobu jego pozyskania. Réwniez analizy GWAS potraktowano bardzo skrétowo, Jjednak
zastosowane w nich modele i transformacje zostaly opisane w adekwatnej czesci rozdziatu Wyniki.
Nie wydaje mi sig to szczegolnie uzasadnione, bo nieco zaciemnia opis tych wynikow, ale uznaje taki
wybor Autora.

Tabela 4 zawiera liste wykorzystanych ekotypéw rzodkiewnika. Nie wiem dlaczego uporzadkowano
ja wedtug identyfikatoréw z banku nasion NASC (nota bene, zawartych w pierwszej, a nie drugiej
kolumnie, wbrew towarzyszacemu opisowi). Posortowanie wedlig nazw ekotypow, ktorymi
Doktorant postuguie si¢ dalej w pracy, znaczaco ulatwiloby korzystanie z tego zestawienia. Ponadto
polowa ekotypoéw w tabeli ma przypisane informacje okreslone jako GWA, a druga polowa jako 1001
genomes ID. Wydaje mi si¢, z¢ w obu przypadkach chodzi o identyfikatory ekotypéw wg
nomenklatury projektu 1001 Genomoéw, niemniej poprosze o wyjasnienie tej kwestii.

W kolejnych dwdch rozdziatach. Autor opisuje kolejno przeprowadzone eksperymenty i ich wyniki
(Rozdziat 4 - Wyniki) oraz omawia ich znaczenie na tle istniejgcego stanu wiedzy (Rozdziat 5 -
Dyskusja). Ta czg$¢ rozprawy pozwala mi oceni¢, ze Doktorant bardzo dobrze poradzil sobie z
osiggnieciem postawionego celu. Badania rozpoczal on od obserwacji zmian morfologicznych i
dynamiki namnazania patotypu P1B P. brassicae w wysoce wrazliwym ekotypie Col-0, w celu
wyznaczenia optymalnego czasu do zbierania danych fenotypowych — w tym wypadku wybrano 19
dzien od momentu inokulacji. Mam pytanie do Doktoranta, czy zgodnie z Jego wiedza byly jakie$
szczegolne wskazania, dla ktorych uzyto akurat systemu Somé do oznaczenia patotypu? Czy na
terenie Polski ten system dobrze roZnicuje rasy P. brassicae? Nastgpnie Doktorant wykonal pomiary
wzglgdnego poziomu DNA patogenu oraz okreslil wskazniki nasilenia symptoméw choroby w 142
liniach rzodkiewnika. Oba typy danych wykazywaly duza zbieznosc¢, co pozwolilo wyselekcjonowaé
do dalszych badafi ekotypy najbardziej odporne na infekcje P. brassicae (Est-1 oraz Uod-1), jak
rowniez jeden ekotyp o nietypowo wysokim poziomie DNA patogenu, przy stosunkowo stabych
objawach choroby (Pro-0). Zebrane dane fenotypowe wykorzystano niezaleznie od siebie w
badaniach GWAS, wykonanych przy pomocy dwoch dostepnych narzedzi internetowych,
dostarczajacych dane genotypowe dla rzodkiewnika. W tym wypadku byly to informacje o
wystepowaniu polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (SNP). W efekcie Doktorant wytypowat
dwa regiony w genomie, dla ktorych wykazane asocjacje byly statystycznie istotne, badz ponizej
progu istotnosci, ale wyrézniajace. W tym miejscu cheialabym zapytaé, czy Doktorant rozwazal badz
podejmowatl proby lgcznego zastosowania obu fenotypow w badaniu typu GWAS? Czy jego zdaniem
mogloby to zwiekszyé istotnosé statystyczng badz liczbe uzyskanych asocjacji?

Jeden z wytypowanych regionow pokrywal si¢ z locus genomowym, zidentyfikowanym we
wezesniejszych badaniach, jednak dotad nie zweryfikowanym przy pomocy analiz funkcjonalnych.
Poprzez analizy sekwencji genomowych. w tym szczegolowe scharakteryzowanie tego regionu i
ekspresji zakodowanych w nim ramek odczytu w odpornych ekotypach Est-1 1 Uod-1, Autor zawezit



obszar zainteresowania do dwoch genéw, RIPB/ oraz RPBI-like-4. W dalszej czgsci pracy Doktorant
wykonal seri¢ eleganckich eksperymentéw, obejmujgcych wyprowadzenie linii pojedynczych i
podwdjnych mutantéw z delecjami w genach RPBI i RPBI-like-4 w obu ekotypach, analizg ich
ekspresji oraz makro- i mikroskopows oceng symptomow choroby w zainfekowanych roélinach.
Wykazaly one jednoznacznie, ze funkcjonalny gen RPBI, w przeciwiefistwie do RPBI-like-4. jest
niezbedny dla odpornosci ekotypdw Est-1 i Uod-1 na zakazenie P. hrassicue. RPBI koduje krotkie
biatko. Nie jest on zaangazowany bezposrednio w rozpoznanie patogenu i chociaz nie udato sie
okresli¢ jego funkeji, to Doktorant wykazal, ze jest on niezbedny dla indukcji genéw zwiazanych z
odpowiedziami obronnymi, w tym wywolaniem reakc 11 nadwrazliwosci. Uwazam jednak, 7e analiza
poréwnawcza sekwencji badanego regionu moglaby by¢ glebsza i objaé wigeej ekotypow, np. mozna
by wykorzysta¢ tu krotkie odezyty sekwencyjne z Projektu 1001 Genoméw w celu dokladniejszego
okreslenia stopnia jego zmiennoéci. Doktorant zaobserwowal. 7e wszystkie naturalne ekotypy z
prawdopodobng delecjg genu RPB/ sg wrazliwe na infekcje P. brassicae. Proszg o skomentowanie
faktu, Ze szereg ekotypow wrazliwych jednak ten gen posiada, zwlaszcza, Ze na poziomie sekwencji
aminokwasowej wykazuje on wysoki stopien identycznosci w obrgbie gatunku. Autor wskazuje
ponadto, ze RPB] jest zduplikowany w niektorych ckotypach. na przyklad w odpornym Tsu-0. Na
podstawie Rysunkéw 13 i 16 nie jestem w stanie wywnioskowaé, na ile prowadzone analizy objely
rowniez obecno$é i rolg tej duplikacji. Czy w $wietle zebranych wynikow polimorfizm liczby kopii
genu RPB1 moze mie¢ znaczenie dla fenotypu odpornosei? Wreszeie prosze o usciSlenie. czy matryey
do sekwencjonowania ekotypow Est-1 i Uod-1 byl pojedynczy fragment obejmujacy caly region o
dlugosci 11 kpz, czy tez zlozono wyniki sekwencjonowania krotszych amplikondw, prezentowanych
na Rysunku 16?

W dyskusji dotyczacej tej czgsci pracy, Autor podnosi watek potencjalnego udziatu czynnikéw
epigenetycznych w regulacji ekspresji genu RP5/. W genomie referencyjnym w omawianym
regionie znajdujg si¢ liczne retrotranspozony. Jak wiadomo. epigenetyczna kontrola aktywnoéci
elementéw mobilnych w genomie, moze mie¢ wplyw na ekspresje sgsiadujgcych genow. Czy Autor
rozwazal zatem zbadanie tego regionu u ekotypéw odpornych rowniez pod katem zawartosci
transpozonow badz wzorcow metylacji?

Dalej, Doktorant przeanalizowal potencjalny zwigzek drugiego locus wytypowanego w analizach
GWAS, ktorym byl gen RAC'/, kodujacy biatko z rodziny TIR-NB-LRR. Stosujac jak poprzednio
analiz¢ linii mutantéw niosacych niefunkcjonalng wersje genu RAC'/, uzyskanych metody
mutagenezy CRISPR/Cas9, Doktorant wykazal, ze gen ten nic bicrze udzialu w wytworzeniu
odpornosci na P. brassicae u ekotypéw Uod-1 i Est-1, Mam uwage do Rysunkow 18, 19 i 34,
przedstawiajgeych przewidywane sekwencje aminokwasowe odpowiednio genéw RPB I, RPPB1-like-
4 1 RACI w poszczegolnych liniach mutantow. Niezaleznie od dlugo$ci genu w genomie
wyj$ciowym, prezentowane sekwencje powinny raczej koficzyé sig na pierwszym kodonie STOP w
ramee odczytu. Z kolei w przypadku linii Uod-1 rpbl LG9, prezentowana sekwencja nie zawiera
kodonu STOP, tym samym teoretycznie moze wykraczaé poza obszar genu RPBI, co réwniez
powinno by¢ wykazane.

Ostatni watek badan podwigcono ciekawemu przypadkowi, jakim byl ekotyp Pro-0. wykazujacy slabe
symptomy choroby, pomimo wysokiego poziomu DNA patogenu. Poprzez analizy histologiczne oraz
badania transkryptomiczne tego ekotypu oraz — poréwnawezo ~ ekotypu Col-0, Doktorant wykazal,
ze obnizona wrazliwos¢ Pro-0 na infekcjg . hrussicae moze mieé zwigzek z wyzszg proporeja tkanki
przewodzgcej, w szczegolnoéei ksylemu, w hipokotylach. Moze to mieé¢ zwigzek z podzniejszym



przechodzeniem z fazy proliferacji do fazy powigkszania komérek i ograniczeniem zasiegu infekcii.
Wskazujg na to migdzy innymi wyniki analiz ontologii genéw oraz roznicowej ekspresji genow
zaangazowanych w podziaty komérkowe i procesy zwigzane z réznicowaniem ksylemu, pomigdzy
ckotypami. Jednym z takich genéw byt XVP, kontrolujacy proliferacje i roznicowanie komorek
kambium. Autor wywotal nadekspresje genu XVP w ekotypie Pro-0, co wplynelo na nasilenie stopnia
replikacji DNA patogenu, ale nie na skalg symptoméw choroby. Autor konkluduje, Ze deregulacija
procesu tworzenia tkanki naczyniowej jest waznym elementem w cyklu zyciowym P. brassicae i
zalezy od naturalnych réznic pomigdzy ekotypami. Doktorant przywotuje najnowsze wyniki badan
innych zespoléw, ktére na to wskazuja, jednoczesnie zauwazajac koniecznosé prowadzenia dalszych
badafi w celu zrozumienia tych bardzo ciekawych zaleznosci. Cheialabym w tym miejscu zapytac,

czy badano jaka jest proporcja ksylemu w hipokotylach innych ekotypéw o znanej odpornosci lub
wrazliwosci na P. brassicae?

Ostatnia sekcja Rozdziatu 5, zatytulowana ,Podsumowanie dyskusji”, jest w istocie kolejnym
streszczeniem wynikow pracy i wydaje mi si¢ zbedna. Nie spotkalam sig zreszta z podsumowaniem
obejmujacym wylacznie dyskusje pracy. Bardziej poprawne wydaje si¢ zamknigcie rozprawy
whnioskami koficowymi. Na szczgdcie, taki rozdzial rowniez w niej si¢ znalazl, a przestawione w nim
konkluzje uwazam za uzasadnione w $wietle przedstawionych wynikow.

Od strony redakcyjnej, praca przygotowana jest dos¢ starannie. Zamieszczone rysunki i fotografie sa
bardzo dobrej jakosci. Jedynie w przypadku Rysunkow 10, 12 i 15, ktére sa jedynym zrédlem
informacji o rozkladzie alleli SNP w poszczegélnych ekotypach, podpisy z nazwami ekotypéw sa
zdecydowanie zbyt male i nieczytelne. W tekscie znalaztam pewna ilos¢ bledéw jezykowych i
redakecyjnych. Wigkszos¢ z nich uznatam za malo znaczace, chciatabym jednak podkresli¢ dwa
mankamenty, ktére zdecydowanie obnizyly moj komfort jako czytelnika. Pierwszy to niestychanie
diugie, wielokrotnie zlozone zdania, ktére czgsto zawieraly w sobie bledy sktadni. Przykiad takiego
zdania mozna znalez¢ np. na pograniczu stron 127-128 rozprawy — nie bede go tutaj przytaczaé. Moje
drugie zastrzezenie dotyczy powaznych brakéw w danych bibliograficznych w Rozdziale 9
(Literatura). Dla znaczacej liczby artykuléw nie podano numeru czasopisma, stron czy identyfikatora
wersj)i elektronicznej. Ponadto w tytulach artykuléw z duzg nonszalancja potraktowano pisownie
nazw gatunkowych oraz nazw gendw, pomijajac kwestie takie jak pisownia wielkg litera czy
kursywa.

Powyzsze uwagi nie zmieniaja jednak faktu, ze pod wzgledem merytorycznym przedstawiona
rozprawa jest dzielem spojnym i kompletnym. Posiada jasno postawiony cel, ktéry jest zrealizowany
w sposdb logiczny 1 konsekwentny. Na uznanie zasluguje rozpigtos¢ technik badawczych.
Eksperymenty zawieraja wymagane powtorzenia oraz sg dobrze poparte statystycznymi analizami
wynikow. Weryfikacja wstepnych obserwacji jest zawsze wieloaspektowa, co sprawia, Ze koficowe
wnioski s3 dobrze poparte dowodami. Autor ma dobre rozeznanie w problematyce tematu i
umiejetnie ocenia wage swoich badan na tle aktualnej wiedzy oraz wskazuje potencjalne kierunki do
dalszych badan.

Reasumujac, w efekeie swoich badan Pan mgr Juan Camilo Ochoa Cabezas po raz pierwszy
zidentyfikowal w sposéb jednoznaczny gen RPBI jako genetyczmy czynnik odpornosci
wybranych ekotypoéw rzodkiewnika na wystepujac w Europie Centralnej patotyp P. brassicae.
Wskazal rowniez nowe wazne aspekty dotyczace zwigzku przebiegu choroby z rozwojem
ksylemu, ktére moga mie¢ znaczenie dla fagedzenia skutkéow infekeji u roslin podatnych.



Stanowi to realizacje celu pracy doktorskiej, a zarazem oryginaine i kompleksowe rozw igzanie
problemu naukowego. Ponadto, jak Autor sam zauwaza, jego obserwacje mogg przyceynié sie
do obrania nowych kierunkéw w poszukiwania Zrédel pedwyzszonej tolerancji roslin
uprawnych na zakazenie P. brassicae. '

Recenzowana praca spelnia ustawowe i zwyczajowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim, stad
wnoszg do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN o dopuszczenie Pana mgr Juana Camilo
Ochoa Cabezas do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage wymienione
powyze] wysokie walory merytoryczne pracy i istotnogé uzyskanych wynikow, wnosze o jej
wyréznienie.

Dr hab. Agnieszka Zmienko, prof. IChB PAN



