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R E CEN Z 1 A rozprawy doktorskiej

Recenzja przedlozonej rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Preisner pt. ”Len
transgeniczny jako zrodlo udoskonalonego wlékna. Manipulacja metabolizmem
polimeréw $ciany komoérkowej wlékna Inianego”, W)'/konanej w Zaktadzie Biochemii
Genetycznej Uniwersytetu Wroctawskiego sklada si¢ z ogeny nast¢pujacych elementow:
1.Dobér i znaczenie tematu
2.Bibliografia i znajomos¢ literatury
3.Uktad pracy i wymogi formalne
4.7astosowana metodyka badan
5.Koncepcja rozwigzania problemu naukowego i przedstawionych wynikow
6.Prawidtowos¢ wnioskowania

7.0cena koficowa

Ad. 1.0cena doboru i znaczenia tematu

W ostatnich latach duza uwage zwraca si¢ na uprawy roélin wykorzystywanych nie
tylko do produkcji zywnosci ale takze do stosowania w roznych gal¢ziach przemystu, w tym
przemysle widkienniczym. Naturalne, odnawialne surowce pochodzace z roslin ze wzgledu
na ich dostepnos$é, niskg toksycznos$é i przyjazny charakter dla srodowiska zyskujg coraz
wigkszg popularnosé na calym $wiecie, w tym takze do produkcji tekstyliow. Notuje si¢ duze
zainteresowanie rozwojem produkeji naturalnego wlokna wykorzystywanego w przemysle
tekstylnym. Wzrasta popyt na produkty "zielone" wytwarzane w oparciu o odnawialne zrodla.
W tym zakresie poszukuje si¢ i udoskonala si¢ rosliny dla praktycznego zastosowania w
produkcji przemystowej. Autorka w rozprawie doktorskiej podjela sig¢ trudnego zadania
poprawy jakosci i wlasciwoscei widkna Inianego poprzez uzyskanie transgenicznych roslin z
obnizong zawartoscig lignin i pektyn. Istotnym zagadnieniem w rozprawie naukowej mgr inz.
Marty Preisner byla ocena wplywu wprowadzonych modyfikacji na sklad, strukturg i
wlasciwoséci Sciany komoérkowej surowca Inu —widkna, w tym takze na fizjologie

transgenicznego Inu wtdknistego w uprawie polowe;.




7 wykorzystaniem najnowoczesniejszej aparatury analitycznej jak chromatografia
cieczowa  ze spektrometria masowa (LC-MS), technik analizy spektroskopowej w
poczerwieni FT-IR, chromatografii gazowej GC-FID izolowala, identyfikowala i oznaczata
sktadniki wtdkna, zwigzki fenylopropanoidowe, sterole i inne substancje zawarte w tkankach
Inu. Przedstawiona do recenzji praca obejmowata ponadto badania wilasciwosci
mechanicznych, wpltyw ekstraktu wildkna na bakterie patogenne, pojemnos¢ wigzania
zwigzkow bioaktywnych przez widkna Inu i inne. Badania prowadzita w hodowlach in vitro 1
uprawach polowych, wykorzystywala ro6zne techniki‘ do uzyskania probek Inu
transgenicznego.

Praca ma duza warto$¢ poznawcza w zakresie oceny wplywu mozliwosci manipulacji
genetycznej na skladniki polimeréw $ciany komodrkowej roslin. Warto$é praktyczng pracy
stanowi poprawa jakosci widkna Inianego poprzez obnizenie zawartosci lignin lub pektyn
oraz skrocenie procesu roszenia Inu. Doktorantka podjeta si¢ trudnego, waznego dla nauki 1

praktyki, interesujgcego tematu badan.

Ad. 2. Ocena bibliografii i znajomoseci literatury

Bibliografia pracy jest bardzo bogata, liczy 281 publikacji $cisle zwigzanych z
tematem badan. W tym tylko 2 prace sg w jezyku polskim pozostate w jezyku angielskim.
Swiadezy to o duzej dociekliwosci i pracowitosci w gromadzeniu informacji ze $wiatowej
literatury z zakresu przeprowadzonych przez Doktorantke badan. Recenzent nie ma
zastrzezen odnosnie znajomosci tematu, zakresu i sposobu wykorzystania przedstawionej

literatury.

Ad. 3. Ocena ukladu pracy 1 wymogow formalnych

Praca przediozona do recenzji w formie maszynopisu zawiera 181 stron tekstu fgcznie
z wykazem literatury i zalgcznikiem. W rzeczywistosci jest znacznie wigcej stron, gdyz
napisana jest malg czcionka z malymi odstgpami i zawiera ponad 40 linii na stronie.
Konstrukcja pracy jest zgodna z wymogami pisania rozpraw i oparta na podziale rzeczowym.
Sklada si¢ z wprowadzenia literaturowego, celu pracy, rozdzialéw czgsci doswiadczalnej
obejmujacych opis materiatu i metod badawczych, oraz metod analitycznych, przedstawienia
wynikow, osobnego rozdziatu dyskusji, podsumowania oraz wnioskéw. Wyniki badan

zamieszczone sg na 36 wykresachiw 6 tabelach.




We wstepie, w czesei literaturowej pracy na 37 stronach przedstawione sg informacje
o Inie i patogenach tej rosliny. Gtowna czesé wstepu poswigcita Doktorantka charakterystyce
widkna Inianego, w tym szczegélnie polimerom $ciany komoérkowej oraz modyfikacjom
genetycznym majgcym na celu poprawe jakosci widkna Inianego. Zagadnienia te sg Scidle
zwigzane z przedmiotem Jej badan, wykazala si¢ bardzo dobrg ich znajomoscig. Bardzo
trudny material opracowany jest z wykorzystaniem bogatego pi$miennictwa Autorka
przedstawita bardzo szczegélowo poszczegolne zagadnienia, wykazujac si¢ wyjatkowo
bogatg wiedzg z tego zakresu badan. Do tej czesci pracy n'ie mam zadnych zastrzezen, tylko
drobna uwage ze po tytutach rysunkow nie stawia si¢ kropek.

Cel pracy zostal przedstawiony zbyt obszernie, nalezatoby go skrdci¢ a informacje
zamieszczone na stronie 66 powinny by¢ we wstepie teoretycznym.

W czedci do$wiadczalnej pracy na 22 stronach zaprezentowany jest opis materiatu
badawczego, wykonania do$wiadczen i zastosowanych metod analitycznych. W tej czgsci
pracy sg drobne bledy. Strona 86, (wiersz 7 od dotu) zamiast ,.cyjano-3-O-glukozydu”
powinno by¢ ,,cyjanidyno-3-O-glukozydu”. Autorka nie podaje wg kogo byly wykonane
analizy ekstraktu hydrofobowego z widkien (s.87), steroli (s.88), oceny pojemnosci wigzania
wldkien (5.90). Dlaczego detekcje rutyny przeprowadzono przy diugosei fali 320 nm? Rutyna
jest flawonolem i ma maksimum absorbancji przy 360 nm i przy tej dlugosci fali jest
oznaczana. Autorka niepoprawnie uzywa okreslenia ,,prob” zamiast ,,probek™ (np. w punkcie
6.25. Ocena pojemnosci wigzania widkien s. 90)

Rozdziat ,,Wyniki” jest przedstawiony na 47 stronach, podzielony w logiczny sposob
na podrozdzialy zgodnie z kolejnoscia przeprowadzonych doswiadczen. Dotyczy on kolejno
badan nad ocena wplywu modyfikacji na ekspresje genéw Inu w kulturze in vitro, nastgpnie
na parametry fenotypowe i agrotechniczne transgenicznych linii Inu w uprawie polowej, na
sktad i strukturg widkna oraz na jego wtasciwosci uzytkowe.

Wyniki badan sg bogato ilustrowane wykresami, rysunkami obrazow
mikroskopowych, tabelami oraz uzupelnione obliczeniami statystycznymi.

W rozdziale tym sg drobne bigdy jak np. podane sg wartosci: 284% (s.121) 1 1000 %
(s. 122). Jezeli wyniki sg powyzej 100% to lepiej podawaé krotnosci np. 2,84 krotnie 1 10
krotnie. Wykresy sag zbyt mato czytelne np. ,,Wykres 22-23”. Wykres 18 i 27 nie powinien
by¢ przedstawiony jako sumaryczne stupki zawierajgce czgsei flawony, antocyjany i zwigzki
flawonoidowe. Flawony i antocyjany to tez sg zwiazki flawonoidowe. Na wykresie 33 podano
niejasne objasnienie ,,[mg zwigzanej rutyny]”. Brak jest informacji w przeliczeniu na jakg

mas¢ wiokna.




Dyskusje wynikow zamieszczono jako osobny rozdzial na 18 stronach. Zostala ona
poprawnie przeprowadzona na podstawie bogatej bibliografii i zakonczona, przejrzyscie
przedstawionym na 4 stronach podsumowaniem. Pierwsza strona dyskusji (s.139) zawiera
informacje, ktore nalezaloby zamiesci¢ raczej we wstepie i celu pracy niz w dyskusji. Sa
drobne btedy literowe np. s.139 , pierwszy wiersz od dotu jest ,,byls” zamiast ,,byla”; s.141,
17 wiersz od gory jest ,,Wwzrost” zamiast ,, Wzrost”

W koncowej czgsci rozprawy doktorskiej mgr inz. Marta Preisner przedstawila
whnioski w formie opisowej, korzystniej bytoby ponumerowac¢ i poda¢ je w skroconej formie
w punktach. Ostatni rozdzial to poprawnie przygotowany spis literatury i zatacznik. W spisie
literatury Autorka nie zachowata jednolitej formy, tytuly wigkszosci czasopism podaje w
calosci, natomiast cz¢$¢ z nich stosujgc skroty. Poprawnie zostato przygotowane streszczenie,
spisy rysunkow, tabel, wykresow i zdje¢ oraz pomocny w czytaniu tekstu pracy spis

uzywanych skrotow .

Ad.4 .Ocena zastosowanej metodyki badan

Autorka zastosowata w swych badaniach bardzo réznorodne, nowoczesne techniki z
zakresu genetyki jak: elektroforeza, metoda PCR i inne, techniki mikroskopowe jak:
skaningowa mikroskopia elektronowa, techniki analityczne z wykorzystaniem chromatografii
cieczowej UPLC z detektorem diodowym, chromatografii gazowej GC-FID. Wykonywala
oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej i zawartosci réznych zwiazkéw izolowanych z
$ciany komorkowej wiokna Inianego metodami spektrofotometrycznymi. Korzystala takze z
pomocy innych osrodkéw wykonujge testy mechaniczne wiokien Inianych w Zakladzie
Fizjologii Roslin Uniwersytetu Rzeszowskiego, analize spektroskopowa w podczerwieni FT-
IR wiodkien Inianych w Katedrze Chemii Bioorganicznej Uniwersytetu Ekonomicznego we
Wroctawiu. Wazng czg$¢ Jej badan stanowily analizy mikrobiologiczne patogennych dla
czlowieka szczepdw bakterii.

Zastosowane w rozprawie metody badawcze byly wyjatkowo zlozone i czasochlonne,
wymagaly duzego nakladu pracy i umiejetnosci postugiwania si¢ réznymi technikami
badawczymi.

Szkoda, ze Doktorantka dysponujac mozliwoscia korzystania z nowoczesnej techniki
analitycznej jak UPLC-PDA oznaczala zawarto$¢ wolnych fenylopropanoidéw jak
antocyjany, flawony, fenole ogdétem tylko metodami spektrofotometrycznymi, jak sama

stwierdza ,,metodami mniej doktadnymi, kolorymetrycznymi, ktére pozwalajg szacunkowo i




—

porownawczo oceni¢ sumarycznie st¢zenie danej grupy zwigzkow” (s.116). Mogla w tym
celu wykorzysta¢ techniki SPE, ktore pozwalajg w tatwy sposdb zagescic i oczysci¢ zwigzki
polifenolowe, wowczas mozliwe byloby ich oznaczenie i identyfikacja. Moim zdaniem
Autorka takze zastosowala zbyt drastyczne warunki dla uwalnianych zwigzanych zwigzkow
polifenolowych ze $ciang komoérkowa z udziatem 2 M NaOH przez 48 godzin w temperaturze
pokojowej. W takich warunkach nastgpujg duze straty tych zwiazkéw w wyniku utleniania,
konieczne jest zastosowanie atmosfery gazu obojetnego lub dodatek przeciwutleniaczy, dla
ochrony przed stratami tych zwigzkow. '

Inne zastosowane w rozprawic metody badawcze byly wlasciwie dobrane, wymagaty
duzego wkiadu pracy, zwlaszcza ze wzgledu na koniecznos¢ wspolpracy z innymi osrodkami
badawczymi. Tak kompleksowe badania wniosly wiele nowych informacji z zakresu
manipulacji metabolizmem polimeréw $ciany komérkowej wiokna Inianego.

Czgé¢ analityczna, ktora obejmowala duzg ilo$¢ bardzo trudnych, czasochtonnych i
pracochtonnych analiz zastuguje na szczegdlne podkreslenie i stanowi najwartosciowsze

osiggniecie Autorki pracy. Duza ilos¢ badan pozwolita na uzyskanie wielu nowych informacji

Ad.5.0cena koncepcii rozwigzania problemu naukowego 1 przedstawionych wynikow

Badania mgr inz. Marty Preisner dotyczyly trudnego i ambitnego zadania poprawy
jakosci 1 wlasciwosci wildkna Inianego poprzez wytworzenie roslin transgenicznych Inu z
obnizong zawartodcig lignin (poprzez wyciszenie genu dehydrogenazy alkoholu
cynamonowego, CAD) lub pektyn (poprzez wprowadzenie grzybowych enzyméw
pektynolitycznych, PGI lub RHA). Byly one przeprowadzone, kompleksowo i w szerokim
zakresie. Szczegblnie waznym, trudnym i pionierskim zagadnieniem naukowym w pracy
byla ocena wplywu wprowadzonych modyfikacji na poszczegodlne skiadniki, strukture i
wlasciwoscei $ciany komodrkowej widkna Inu, oraz fizjologie Inu wioknistego w badaniach w
kulturach tkankowych i uprawach polowych. Efektem praktycznym uzyskanym w wyniku
przeprowadzonych badan byla poprawa jakosci roszenia Inu. Uzyskane transgeniczne probki
Inu z obnizong zawartoscig pektyn, daty mozliwos¢ skrocenia czasu roszenia co pozwolito na
poprawe jako$ci widkna jego faktury, barwy i ograniczenia mikrouszkodzen.
Zatozenia i koncepcja rozwigzania problemu naukowego w pracy doktorskiej mgr inz.
Marty Preisner byly poprawne. Praca obejmowata szeroki zakres badan, ktore zostaty
zrealizowane z duzym sukcesem. Zadania dotyczyly trzech transgenicznych typéow Inu w

ktorych Autorka ocenita: ekspresje wybranych genow metabolizmu polimeréw S$ciany




komorkowej oraz genow bialek zwigzanych z patogeneza w transgenicznych roslinach in
vifro, fenotyp transgenicznych roslin w uprawie polowej, sktad i strukture widkna Inianego z
roélin transgenicznych oraz jego wlasciwosci uzytkowe.

Na podkredlenie zastuguje determinacja mgr inz. Marty Preisner w osiggnicciu
pozadanego efektu. Badania zostaly przeprowadzone kompleksowo nie tylko we wiasnym
osrodku naukowym ale takze na Uniwersytecie Rzeszowskim i Uniwersytecie
Ekonomicznym we Wroctawiu.

Wysoko oceniam nie tylko doswiadczenia z zakresu genetyki dotyczace uzyskania
roslin transgenicznych, ale takze dotyczace szczegOtowej analizy skladnikéw widkna z
wykorzystaniem nowoczesnych technik analitycznych jak ¢hromatografia cieczowa, gazowa i
analiza spektroskopowa w podczerwieni (FT-IR). Sg to zagadnienia trudne wymagajg duzych
umiejetnosci w ich wykonaniu i wiedzy w interpretacji wynikéw analiz.

Duzg wartos¢ poznawczg majg przeprowadzone doswiadczenia w  ktorych
Doktorantka wykazata, ze modyfikacja genetyczna powoduje zmiany w skladzie $ciany
komorkowej 1 whasciwosciach uzytkowych widkna Inu. Dowiodla w swych badaniach, ze
zmiany w zawartodci lignin lub pektyn sg kompensowane przez korzystne zwigkszenie
zawartosci celulozy we wioknie Inianym. Sa to oryginalne, wazne dla praktyki osiggnigcia
Doktorantki. Szeroki zakres bardzo pracochtonnych i czasochlonnych badan przewyzsza

jedng rozprawe doktorska. Wyniki Jej badan majg duza wartosé praktyczng i poznawcza.

Ad.6. Ocena prawidlowosci wnioskowania

Autorka sformulowala poprawnie wnioski w ktérych przedstawila najwazniejsze

wyniki dobrze udokumentowanych wtasnych badan.

Ad..7. Ocena koncowa

Oceniajac merytorycznie przedtozong do recenzji prace doktorska mgr inz. Marty
Preisner stwierdzam, ze Autorka wykazala si¢ gruntowna znajomoscig tematyki badan,
poprawnie zaplanowala i1 wykonata wyjatkowo trudne eksperymenty wykazujac sie
umiejetnoscig postugiwania najnowoczesniejszg dostepng aparaturg analityczng uzyskujge
duzg ilos¢ wartosciowych wynikéw. Szczegdlnie nalezy podkreslié bardzo duzy zakres
roznorodnych, czasochtonnych analiz nad skiadnikami polimeréow $ciany komorkowej. Na

podstawie swych badan Autorka przedstawila obszerny material dotyczacy mozliwosci




manipulacji metabolizmem polimeréw $ciany komorkowej wiokna Inu. Wyniki tej pracy
stanowig wazny wktad w poznanie metabolizmu skladnikéw $ciany komérkowej wywotanych
modyfikacjami genetycznymi Inu. Praca zawiera elementy nowosci naukowej, zwlaszcza w
zakresie badan nad skladem i metabolizmem polimerycznych zwigzkéw $ciany komorkowej
Inu. Bardzo duza ilo$¢ doswiadezen wniosta wiele nowych informacji z waznego dla nauki i
praktyki zakresu badan.

Duzg wartos¢ naukowg majg wyniki badan wplywu ekstraktow zwigzkow
fenylopropanoidowych z widkien transgenicznego Inu na patogenne szczepy bakterii. Na
szczegolne podkreslenie zastuguje prowadzenie badan takze w innych o$rodkach naukowych,
co pozwolilo dodatkowo uzyska¢ wartosciowe wyniki istotne w ocenie widkna Inu.

Niewielka ilo$¢ uwag krytycznych recenzenta ma charakter dyskusyjny. Oceniajacy
glownie skupil si¢ na bledach, ktore nalezatoby skorygowaé w przygotowywaniu pracy do
druku.

Dyskusyjne uchybienia w pracy nie umniejszaja jej wartosci merytorycznej. Uwazam,
ze bedgca przedmiotem oceny rozprawa mgr inz. Marty Preisner w pelni odpowiada
wymogom art. 20, punkt 1 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 03,65,595) stawianym pracom doktorskim i
wnosz¢ o dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Przedstawiona do
recenzji rozprawa i zalgczony w Curriculum Vitae dotychczasowy dorobek naukowy (7
publikacji) w pelni uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w
dyscyplinie biotechnologia.

Jednoczednie proponuje wyrézni¢ rozprawe mgr inz. Marty Preisner za szczegdlnie
duzy wktad pracy w opracowanie literaturowe, determinacje w wykonaniu do$wiadczen nad

manipulacjg metabolizmem polimeréw $ciany komoérkowej widkna Inianego, oraz zakres
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badan znacznie przekraczajacy pracg doktorska.




