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Praca doktorska Pani mgr Anny Kostyn wpisuje si¢ w tematyke z zakresu biotechnologii roslin
i dotyczy manipulacji ekspresja genéw, kodujacych kluczowe enzymy ze szlaku biosyntezy
terpenoidéw w Inie. Terpenoidy to zroznicowana grupa zwiazkéw o podstawowym znaczeniu
dla fizjologii i metabolizmu rolin, stanowia one barwniki fotosyntetycznie czynne (np.
karotenoidy), sktadniki bton komérkowych (sterole), hormony roslinne (np. kwas
abscysynowy). Zwigzki te posiadaja rowniez duze znaczenie dla czlowieka, gdyz
wykorzystywane sg jako substancje zapachowe (np. pinen, limonen), insektycydy (pyretryny),
leki (paklitaksel, znany pod nazwa handlowa Taksol) oraz w produkeji polimeréw np. gumy
(kauczuk).

W pracy wykorzystano dwie metody w celu przeprowadzenia przejsciowego wyciszenia genow
zwiazanych z biosynteza terpenoidéw, tj. metode biolistyczng i antysensownych
oligodeoksynukleotydéw (ODN). Tematyka podjeta w pracy jest bardzo aktualna i wpisuje si¢
z jednej strony w nurt badan, dotyczacych poszukiwania nowych metod modyfikacji roslin,

ktére nie powodujg zmian w genomie, a co si¢ z tym wigze rosliny wytworzone wskutek



zastosowania tych technik nie sg traktowane jako genetycznie modyfikowane, a z drugiej strony
dotyczy ona manipulacji biosynteza waznych dla cztowieka zwigzkow. Podkresli¢ nalezy
kolejny aspekt naukowy tych badan realizowany przez zbadanie szlakéw metabolicznych

zwigzanych z synteza terpenoidow w Inie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest bardzo obszernym opracowaniem, liczagcym
231 stron wydruku komputerowego (wraz z bibliografia i materiatami uzupetniajacymi). Uktad
pracy jest typowy dla prac doktorskich. Rozprawe rozpoczyna Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim. Wstep (liczacy 32 strony) wprowadza w tematyke rozprawy i dotyczy przedmiotu
badan Doktorantki czyli Inu, jego wiasciwosci i zastosowan. Nastepnie Doktorantka
charakteryzuje terpenoidy, ich wtasciwosci i szlaki biosyntez oraz rézne metody transformacji
roélin, ze szczegdlnym uwzglednieniem metod stosowanych w pracy. Jako cel Doktorantka
postawita sobie zbadanie mozliwosci manipulacji poziomem ekspresji genéw kodujgcych
enzymy ze szlaku terpenoidowego w Inie z wykorzystaniem dwéch technik: tj. biolistycznej
oraz metody z wykorzystaniem antysensownych oligodeoksynukleotydéw. Autorka

sformutowata 6 celéw szczegétowych, ktore nastepnie realizowata w trakcie badan.

W rozdziale Materiaty i Metody Doktorantka opisala materiatl rodlinny, odczynniki i
zastosowang w pracy metodyke. W rozdziale tym wedlug mojej oceny zabrakto kompletnego
odnosnika do opisywanej przez Autorke bazy sekwencji genéw Inianych szlaku
terpenoidowego, ktéra jak podaje Doktorantka zostata wezesniej opublikowana przez A. Bobe
wraz ze wspdlpracownikami. W rozdziale tym nie ma réwniez pelnej informacji na temat
uzytych w pracy ro$lin transgenicznych Inu roéznych linii, wytworzonych wczesniej w
Zaktadzie Biochemii Genetycznej Uniwersytetu Wroctawskiego. Wydaje sig, ze celowe bytoby
napisanie w tym miejscu, ktore pokolenia ro$lin wybranych linii transgenicznych byty badane,
z jakich odmian zostaty one wyprowadzone i jakie odmiany roslin kontrolnych uzyto w pracy.
Poniewaz odnosnie metody wyciszenia poziomu ekspresji genéw z uzyciem techniki ODNow
w pracy podano tylko, iz ,,Antysensowne oligodeoksynukleotydy (ODNy) rozpuszczono w 100
mM roztworze cukru”, nalezaloby uscisli¢ w roztworze jakiego cukru rozpuszczono

antysensowne oligodeoksynukleotydy uzyte do transformacji.

W rozdziale Wyniki, Doktorantka dokonuje analizy wytworzonych roslin na poziomie ekspresji
genéw zwigzanych z biosyntezg terpenoidéw oraz zmian w profilu metabolicznym. Opisuje
réwniez towarzyszace przeprowadzonym transformacjom zmiany w poziomie metylacji
genomu i zmiany potencjalu antyoksydacyjnego. Nastepnie Doktorantka zbadata poziom
ekspresji genéw zwigzanych z biosynteza terpenoidow i samych metabolitéw w réznych liniach
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transgenicznych Inu. Otrzymane dane wykorzystata do sporzadzenia macierzy korelacji i
wysuneta wniosek o istnieniu komplekséw multi-enzymatycznych w szlaku terpenoidowym w
lnie. Wykazata réwniez, iz izomeraza pirofosforanu izopentenylu (IDI) jest kluczowym
enzymem dla funkcjonowania szlaku mewalonowego (MVA) i niemewalonowego tzw. szlaku
fosforanu metylerytritolu (MEP) oraz dowiodla istnienia przeptywu metabolitow miedzy

szlakiem biosyntezy karotenoidéw i tokoferoli w Inie.
W prezentowanych wynikach zabrakto kilku waznych konkluzji:

- jak Doktorantka zinterpretuje fakt, iz w przypadku niektérych gendw tj. syntazy i reduktazy
3-hydroksy-metylo-glutarylo-CoA (HMGS, HMGR) oraz syntazy S-fosforanu 1-deoksy-
ksylulozy (DXS), syntazy pirofosforanu geranylu (GDS), syntazy skwalenu (SOS), desaturazy
fitoenu (PDS), B-cyklazy likopenu (LCYB) oraz cyklazy tokoferolu (VTEI) nie udalo si¢
obnizy¢ ekspresji metodg mikrowstrzeliwania? Czy badana préba nie byta zbyt mata? I jaka

forme miat stosowany do transformacji konstrukt?

- jestem tez ciekawa komentarza Doktorantki na temat tego, ze nie wyciszono genow
kodujacych kluczowe enzymy ze szlaku mewalonowego (HMGS, HMGR) z wykorzystaniem
alternatywnej techniki z antysensownymi oligodeoskynukleotydami, jak réwniez kilku innych
gen6éw w tym m.in. GDS 1 SOS.

- czy ro$liny uzyskane po transformacji dwiema wybranymi metodami wykazywaly jakie$

zmiany fenotypowe w stosunku do roslin kontrolnych?

- czy wyniki uzyskane przez Doktorantke zostaly opublikowane lub sg w trakcie publikacji, a

jesli nie czy planuje ona opublikowa¢ te wyniki?

Mimo powyzszych uwag, nalezy uzna¢, iz uzyskane wyniki Doktorantka opisata w sposob

jasny, rzeczowy i bardzo staranny.

Podkres$li¢ trzeba fakt, iz w pracy przedstawiono az 78 wykresow ilustrujgcych wyniki,

otrzymane przez Doktorantke, ponadto zaprezentowano 9 tabel i 7 rycin.

Prace zamyka Dyskusja, liczagca 16 stron oraz Podsumowanie i najwazniejsze wnioski,

wysuniete przez Doktorantke na podstawie przeprowadzonych badan.

Rozprawa jest napisana w sposob przejrzysty i zwarty. W tak obszernej pracy nie udato si¢
jednak Doktorantce unikngé kilku biedow jezykowych i literowych np. ,arecheony”,

,kompleksy muli-enzymatyczne”, ,heterochormatna”, ,agrobakterie”, sformutowanie



,komercyjnie atrakcyjne” czy stwierdzenie, ze wigkszos$¢ genéw ,,byta regulowana w dot” etc.,

bledy te jednak w zaden sposob nie umniejszaja ogolnej bardzo wysokiej oceny pracy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa $wiadczy o ogromnej wiedzy posiadanej przez
Doktorantke w zakresie biologii molekularnej oraz metabolizmu roslin, a takze umiejgtnosci
formulowania wnioskéw i ich interpretowania. Za najwigksze osiagnigcie Doktorantki
uwazam, wykazanie dtugotrwatego wplywu zastosowanej techniki ODN na profil genetyczny
i metaboliczny, modyfikowanych tg technika roslin. Dowiodla ona m.in., iz wyciszeniu
ekspresji genu ZDS (desaturazy (-karotenu) oraz CRTISO (izomerazy prolikopenu) towarzyszyt
obnizony poziom B-karotenu w roslinach po 24 i 48 godzinach od transformacji, natomiast po
14 tygodniach obserwowano zwigkszony poziom B-karotenu, a w przypadku manipulacji
genem CRTISO obnizony poziom luteiny, wiolaksantyny i neoksantyny. Doktorantka wykazata
réwniez, iz poziom ekspresji wyciszanych genéw po 12 miesigcach od czasu inkubacji z
ODNami, byt o okoto 14% nizszy w przypadku genu ZDS, w poréwnaniu do kontroli. W
przypadku genu CRTISO nie obserwowano obnizenia zawartosci transkryptu, a dla genu VTE!
odnotowano wzrost w ekspresji genu rzedu 15% lub 89%, w zaleznosci od struktury
stosowanych ODNéw. Doktorantka obserwowata réwniez dtugotrwale utrzymujgce si¢ zmiany
w poziomie metabolitéw terpenoidowych, co jak sugerowata moze by¢ skutkiem zmian
epigenetycznych w genomie tych roslin. Wyniki te potwierdzaja wigc, ze jest to technika
transformacji przej$ciowej, wymagajaca, z cata pewnoscia, dalszych badan. Wyniki uzyskane
przez Doktorantke stanowig wazny wktad w poznanie tej metody i mozliwosci jej aplikacji w

modyfikacji roslin.

Recenzowana rozprawa doktorska posiada ogromng warto$¢ poznawcza oraz aplikacyjna,

zwlaszcza w zakresie poszukiwania nowych, alternatywnych metod transformacji roslin.

Podsumowanie

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Anny Kostyn
zatytutowana ,,Manipulacja biosynteza terpenoidow w Inie (Linum usitatissimum L.) metodami
przejéciowej transformacji” spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14.03.2003 r. o
stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. z
2017 1. poz. 1789).



Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego

o dopuszczenie Pani mgr Anny Kostyn do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage ogromny wklad pracy Doktorantki oraz znaczenie naukowe uzyskanych

wynikéw wnosze do Wysokiej Rady wniosek o wyréznienie przedmiotowej dysertacji.
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