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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Dzialo
zatytulowanej ,,Opracowanie strategii genetycznej i epigenetycznej modulacji aktywnosci

genu syntazy chalkonu w Inie”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Dzialo, zostala
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny Zuk w Zakladzie Biochemii Genetycznej
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego we Wroclawiu.

Przedmiotem badan bylo opracowanie strategii prowadzacej do zmiany ekspresji genu
kodujgcego syntazg chalkonu (CHS) w roslinach Inu bez ich transformacji genetycznej.
Doktorantka i Pani Promotor zatozyly, iz dzigki zastosowaniu innowacyjnych metod takich jak:
traktowanie komorek roslinnych krotkimi oligodeoksynukleotydami (OLIGO/ODN) lub
hormonami roélinnymi uzyskaja modulacj¢ ekspresji syntazy chalkonu i w efekcie rosliny o
zmienionym fenotypie wynikajgcym z indukcji modyfikacji epigenetycznych a nie genetycznych.
Kolejnym waznym celem badan opisanych w rozprawie bylo wykazanie; iz wyindukowane za
pomocg OLIGO/ODN zmiany epigenetyczne sg dziedziczone w kolejnych pokoleniach a zatem
mogg by¢ wykorzystane jako alternatywna do transformacji genetycznej metoda uzyskiwania
ro$lin o zmienionej/podwyzszonej wartosci uzytkowe;j.

Roéliny, tak rosngce w naturalnym $rodowisku a takze te uprawiane przez czlowieka sg

eksponowane na stres tak abiotyczny jak i biotyczny. Technologie zmierzajace do zwigkszenie



odpornosci roslin na te czynniki polegaja na modyfikacji genomu roslin poprzez wykorzystanie
techniki bezwektorowej badz wektorowej transformacji roslin. W tym ostatnim przypadku
najczgsciej wykorzystywanym wektorem sg zmodyfikowane genetycznie bakteryjne patogeny
ro$lin z gatunku Agrobacterium tumefaciens. Biotechnolodzy roslin maja w tym zakresie
osiggni¢cia polegajagce na wprowadzeniu do uprawy ro§lin transgenicznych (GMO) o
zwigkszonej odpornosci na herbicydy, wirusy i szkodniki. Problemem jest jednak bark akceptacji
roslin modyfikowanych genetycznie przez spoleczenstwo. Mozna snué liczne teorie z czego
wynika strach spoleczenstwa przed GMO jest on jednak faktem i tak na przykilad w Europie
uprawa roslin GMO jest dozwolona zaledwie w pigciu krajach: Hiszpanii, Portugalii, Czechach,
Rumunii i Stowacji. W Polsce obowiazuje zakaz uprawy GMO ale od roku 2006 juz
czterokrotnie przedluzano moratorium na sprowadzanie do kraju paszy uzyskanej z
modyfikowanej genetycznie soi; ostanie moratorium obowigzujagce do konca roku 2020
ogloszono w roku 2017.

Biorge pod uwagg brak akceptacji dla uprawy roslin GMO oraz potrzeb¢ wyhodowania 1
uprawy roslin o zwigkszonej odpornosci na stres abiotyczny i biotyczny doktorantka podjeta si¢
opracowania metod, ktére pozwolg na ulepszenie wlasciwosci uzytkowych Inu poprzez indukcje
zmian epigenetycznych, czyli takich, ktore nie wynikaja ze zmiany sekwencji DNA a s3
zwigzane wylgcznie ze zmianami ekspresji endogennych genéw.

Celem recenzowanej pracy bylo zatem opracowanie technologii pozwalajgcych na
ulepszenie fenotypu roslin uprawnych bez ingerencji w ich genotyp.

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Dzialo ma typowg strukture i skiada si¢ ze
wstepu bedgcego przegladem literatury, opisu wykorzystywanych materialéw i zastosowanych
metod, analizy uzyskanych wynikow, dyskusji i spisu literatury. Rozprawa zawiera takze dobrze
sprecyzowany cel pracy, spis zastosowanych skrotow, spis tabel 1 rycin, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim oraz krotki akapit zawierajgcy podsumowanie wynikow badar.

Przeglad literatury jest napisany bardzo ciekawie, jasnym, zwi¢zlym i naukowym
jezykiem i obejmuje wszystkie najwazniejsze dla przedstawionych w rozprawie badan
zagadnienia. Zawarto w nim charakterystyke Inu jako rosliny uzytkowej, opisano indukowane
przez modyfikacje epigenetyczne zrodta zmiennosci roslin, metody genetycznej modyfikacji
roslin oraz metody modyfikacji roslin poprzez indukcj¢ zmiennosci epigenetycznej. W dwoch
kolejnych rozdziatach scharakteryzowano reakcje katalizowane przez syntaz¢ chalkonu i jej

izoformy oraz mechanizmy regulacji ekspresji genéw kodujagcych CHS. Opisano takze zwigzki



flawonoidowe, ktérych biosynteza jest wynikiem aktywnosci syntazy chalkonu. Przeglad
literatury bardzo dobrze wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy.

Materialy i metody wykorzystywane w badaniach prowadzonych przez doktorantke
zostaly starannie opisane. Sposoéb opracowania tych rozdzialdw wskazuje na bardzo dobrg
znajomos¢ opisanych metod i umiejgtnosé sprawnego postugiwania si¢ szeregiem nowoczesnych
technologii wykorzystywanych w biotechnologii roslin.

Rozdzial Wyniki jest starannie przygotowany i zaopatrzony w dobrg dokumentacje
graficzng. Opisano w nich wplyw 11 réznych OLIGO, homologicznych do réznych fragmentow
genu CHS, na nadekspresje¢ lub represje tego genu (mierzong sumg ilosci transkryptu dla genéw
LuCHS6 1 LuSHS7 kodujgcych dwie izoformy CHS). Warto podkresli¢, iz zaprojektowane
OLIGO byty homologiczne do réznych regionow genu kodujagcego CHS (5°UTR, eksonu 1 i 2,
intronu oraz 3’'UTR). Poniewaz zatozono, iz zastosowane OLIGO bgdg wptywa¢ na metylacje w
kolejnym etapie zmierzono poziom 5-metylocytozyny w genomowym DNA roslin traktowanych
OLIGO. Okazalo sig, iz zastosowane OLIGO w rézny sposob wplywaly na calkowity poziom
metylacji; rézne tez byly profile metylacji cytozynw specyficznych regionach genu CHS.

Przeprowadzono takze badania ekspresji gendw kodujgcych enzymy zaangazowane w
procesy zwigzane z modyfikacjami epigentycznymi, takie jak: metylacja DNA (chromometylaza
112, remodulacja chromatyny czy demetylacja DNA(glikozylazy DEMETER) oraz metylacje. i
acetylacje histonow. Takie same badania jak dla niezmodyfikowanych OLIGO przeprowadzono
dla metylowanych oraz tiofosforowanych form OLIGO. Poréwnano poziom ekspresji genu CHS,
oraz profile metylacji cytozym w zmiennych motywach CCGG w sekwencji genu CHS po
traktowaniu ro$lin niezmodyfikowanymi i zmodyfikowanymi OLIGO. Zbadano takze wplyw
zmiany aktywnosci genu CHS na ekspresj¢ genéw kodujgcych enzymy zaangazowane w
biosyntez¢ zwiazkéw fenylopropanoidowych, sklad zwigzkéw fenolowych nie zwigzanych i
zwigzanych ze $ciang komérkowa, w stomie roélin Inu traktowanych OLIGO.

Zmiany epigenetyczne indukowane w wyniku stosowania OLIGO poréwnano ze zmianami
indukowanymi poprzez zastosowanie fitohormonéw takich jak kwas salicylowy, kwas
abscysynowy i kwas jasmonowy. Wplyw zmian epigenetycznych wywolanych wymienionymi
powyzej czynnikami (réznymi rodzajami OLIGO i réznymi fitohormonami) na poziom metylacji
DNA i ekspresj¢ genu syntazy chalkonu i kodujacych enzymy zaangazowane w biosynteze

zwigzkow fenylopropanoidowych w tkankach traktowanych induktorami roélin Inu poréwnano



ze zmianami indukowanymi w wyniku transformacji genetycznej z zastosowaniem
Agrobacterium tumefaciens.

Waznym elementem rozprawy bylo przeprowadzenie badan majgcych na celu sprawdzenie,
czy wyindukowane za pomocg niezmodyfikowanych badZz modyfikowanych OLIGO i/lub
hormondw roslinnych zmiany epigenetyczne oraz zmiany wywolane transformacjg genetyczng sg
przenoszone na pokolenie F1 1 F2 roslin Inu. Niestety z przeprowadzonych badan wynika, iz
dziedziczenie zmian epigenetycznych nie zawsze jest przewidywalne, chociaz stosunkowo dobre
efekty uzyskano stosujgc zmodyfikowane OLIGO. Te ostanie badania sa niezwykle istotne gdyz
dziedziczenie zmian epigenetycznych warunkuje mozliwo$¢ ich wykorzystania w hodowli roslin.

Takze rozdzialy Dyskusja i Podsumowanie sg napisane bardzo ciekawie Doktorantka
omawia i dyskutuje swoje wyniki w S$wietle dostgpnej literatury przedmiotu. Szczegolnie
intersujgca jest ta cze$¢ dyskusji w ktorej omowione sa mechanizmy molekularne
warunkujgce/determinujace indukcj¢ zmian epigenetycznych. Tak z przeprowadzonych w
ramach realizacji rozprawy badan jak i z przegladu literatury wynika, iz nie jest przewidywalna
trwalo$¢ zmian epigenetycznych w nastepnych pokoleniach roslin. Stad, uwazam ze wniosek 9
zamieszczony w Podsumowaniu rozprawy uwazam za zbyt ogélny i w zwigzku z tym
nieuprawniony.

Nasuwajg mi si¢ nastgpujgce pytania do Doktorantki. Czy zbadano takie cechy
zmodyfikowanych metodami epigenetycznymi roslin jak plon, jakos¢ uzyskiwanego widkna, czy
oleju. Czy wyprowadzone za pomocg OLIGO rosliny bedg mogly, tak jak w przypadku roslin
modyfikowanych genetycznie, by¢ uznane za nowe odmiany? Jaka jest szansa na zarejestrowanie
takich odmian przy slabo jednak poznanych mechanizmach molekularnych warunkujacych te
zmienno$¢?

Podsumowujac stwierdzam, iz rozprawa zawiera cenne wyniki, a ich analiza pozwala na
stwierdzenie, ze doktorantka osiggneta zatozone cele. Wykazata bowiem, iz wyindukowane za
pomocg OLIGO lub fitohormonéw zmiany epigenetyczne mogg w sposob istotny wpltywac na
cechy uzyskanych roslin; wykazata takze, iz zmiany epigenetyczne w przypadku kilku linii roslin
Inu byly przenoszone na pokolenie F1 i F2. Recenzowana rozprawa doktorska napisana jest
dobrym jezykiem, wyniki badan sg bardzo dobrze udokumentowane, a calo$¢ rozprawy
reprezentuje bardzo nowoczesny kierunek badawczy zmierzajgcy do opracowania efektywnych
metod modyfikacji roslin uzytkowych bez potrzeby prowadzenia, ciagle jeszcze trudno

akceptowalnych przez spoteczenistwo, modyfikacji genetycznych. Badania sg tym cenniejsze, iz



przeprowadzone na rolinie uzytkowej o szerokim zastosowaniu — Inie. Czg$¢ z uzyskanych

wynikéw zostata juz opublikowana w 2017 r. w czasopi$mie Frontiers in Plant Science.

Oceniana praca dokumentuje opanowany przez Panig magister warsztat naukowy, ktéry
umozliwia prowadzenie waznych, poznawczych i aplikacyjnych badan zwigzanych z szerokim
zastosowaniem metod biotechnologii molekularnej, inzynierii genetycznej, biologii molekularnej
i biochemii. Poznane metody badawcze powinny pozwoli¢ Doktorantce na kontynuacj¢ pracy

naukowej/zawodowej w réznych kierunkach.

Bardzo dobrym uzupelnieniem rozprawy jest wlaczenie do niej opisu najwazniejszych
osiggnie¢ Doktorantki, takich jak wspotautorstwo publikacji, kierowanie projektami badawczymi
czy prezentacja wynikéw badan na konferencjach naukowych. Przytoczone dane, takie jak
wspotautorstwo 5 publikacji i 10 wystgpien na konferencjach naukowych, wskazuja na wysokg

aktywno$¢ naukowa Doktorantki.

Whioski koncowe
W swietle przedstawionej powyzej, pogytywnej oceny rozprawy doktorskiej
magister Magdaleny Dzialo wnosze do Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu

Wroctawskiego o dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Stwierdzam, iz przedstawione badania reprezentujg wysoki poziom naukowy i wnoszg nowe
i wazne tresci do ogdlnej wiedzy na temat mozliwosci regulacji adaptacji ro$lin do warunkéw
niedoboru wody. Uwazam, Ze oceniana praca spelnia wszystkie wymogi formalne, zawarte w art.
13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6z. zm.), stawiane rozprawom doktorskim.

Ze wzgledu na wysoka wartos¢ i innowacyjnos¢ przeprowadzonych badan oraz fakt, iz
cze$¢ wynikoéw jest juz opublikowana w renomowanych czasopiSmie mi¢dzynarodowym

wnosze o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Dzialo.
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