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Wprowadzenie

Len nalezy do grupy najwczes$niej udomowionych gatunkow. Pierwsze materialne $lady
uprawy Inu pochodzg z regionu Zyznego Potksigzyca i s datowane na okoto 7000 lat p.n.e.
Len byt i jest bardzo wazng uprawg ze wzglgdu na wldkna pozyskiwane z peddéw oraz nasiona
stanowigce Zrodlo oleju i biatka i dodatkowo wykorzystywane w medycynie naturalne;j.

Mimo, iz gléwnym tematem dysertacji jest zaawansowana biotechnologia warto zatrzymac
uwage na kulturotworczej roli Inu, ktdry towarzyszy cztowiekowi praktycznie od poczgtkow
cywilizacji $r6dziemnomorskiej. Len do dzisiaj pozostaje waznym gatunkiem uprawnym.
Celami wspoélczesnej hodowli Inu jest plon i jakosé widkien oraz plon nasion a takze, nie
mniej wazne, odpornosci na choroby, gléwnie fuzariozg oraz rdze Inu. Nalezy podkreslié, ze
wszystkie te aspekty sg przedstawione przez Doktoranta w obszernym przegladzie literatury.

Recenzowana dysertacja jest bardzo dobrym przykladem badan wykorzystujacych
zaawansowane metody biologii molekularnej i analizy biochemicznej w celu poznania
proceséw oraz doskonalenia cech uzytkowych Inu.

Opis dysertacji

Tematem recenzowanej dysertacji jest charakterystyka molekularna, biochemiczna i
fenotypowa dwdch transgenicznych linii Inu. W jednej z nich wyciszono ekspresje
endogennego genu biosyntezy lignin w celu obnizenie zawartoéci tego biopolimeru. Linig
druga uzyskano w wyniku wprowadzeniu dwoch transgenow kodujgcych enzymy
pektynolityczne w celu zredukowania we widknach ilosci pektyn.

Cala dysertacja jest napisana po angielsku oraz zawiera obszerne streszczenie w jezyku
polskim. Struktura dysertacji, liczacej 159 stron, jest typowa dla tego rodzaju rozpraw. Sktada
si¢ z siedmiu rozdzialow, listy wnioskow, spisu literatury, aneksu, wykazu skrotéw oraz
dodatkowo zawiera zyciorys doktoranta. W kolejnych podrozdziatach wstepu bardzo dobrze
charakteryzowano obiekt badawczy tj. morfologie roslin nasion Inu, badane biopolimery:
lignine, pektyne, celulozg, hemicelulozg, szlaki biosyntezy oraz geny kodujace kluczowe
enzymy tych szlakow. Opisane zostaly najwazniejsze patogeny Inu, wywolane przez nie
choroby, potencjalny udziat wymienionych wczesniej biopolimeréw w odpornosci na
patogeny, a takze bialka zwigzane z patogeneza PR bedace waznymi indykatorami infekcji i
interakcji rosliny z patogenem.

Doktorant przedstawit znane z literatury strategie ulepszania cech uzytkowych Inu przy
wykorzystaniu metod biotechnologicznych oraz szczegdtowo opisal dwie transgeniczne Inie
Inu CAD33 i PG11, ktére byly materialem badawczym w tej pracy. Linie CAD33 uzyskano
indukujgc wyciszenie ekspresji genu kodujacego dehydrogenaze alkoholu cynamolowego
CAD, enzym szlaku biosyntezy lignin. Konsekwencja byto obnizenie aktywnosci
wymienionego wezesniej enzymu i zmiany we frakeji lignin Ze zmian fenotypowych
obserwowano poprawienie strawialnosci oraz zmiang odpornosci roslin na Fusarium. Linie
PG11 uzyskano wprowadzajac do roélin dwa geny pochodzgce z Aspergillus aculeatus.
Pierwszy kodujacy biatko o aktywnosci polygalakturonazy PGI, drugi rhamnogalakturonazy
RHA. Ekspresja obydwu gendw i sumaryczna aktywnosé¢ hydrolityczna obydwu enzymow




powodowala znaczne obnizeniem ilosci pektyn. Wezedniejsze obserwacje wykazaly, ze
ro$liny obydwu linii wykazaty zmiany odpornosci na porazenie Fusarium w pordwnaniu do
nietransgenicznych roslin kontrolnych.

Celem pracy byla identyfikacja tych czynnikow, ktore charakteryzuja obydwie linie
transgeniczne i jednoczesnie korelujg ze zmianami ich odpornosci w odniesieniu do
nietransgenicznej kontroli. Badania zaplanowano tak, aby odpowiedzie¢ na dwa pytania:
Jakie biopolimery moga by¢ funkcjonalnym komponentem mechanizméw odpornosci?
W jaki sposob zmiana sktadu wiokien biopolimeréw skutkowata zmianami odpornosci?

W celu zebrania danych doktorant wykonal kompleksowe badania skladu biochemicznego
nasion oraz roslin 4- i 11-tygodniowych obydwu linii pokolenia T2. Zbadal zawarto$¢
kwasow galakturonowych, lignin, zawartos¢ i strukturg celulozy, sktad monosacharydéw,
wybrane sktadniki substancji §luzowych. Okreslit sktad kwaséw tluszezowych i zwigzkow
fenolowych oraz analizowat aktywno$¢ antyoksydacyjng. Aktywnos¢ antyoksydacyjna jest
parametrem, ktéry moze znacznie si¢ zmienia¢ zaleznie od organu i fazy rozwojowe;.

W jakiej czeéei rosliny analizowano aktywno$¢ antyoksydacyjna? Czy roslina ta bylo
inokulowana przez Fusarium?

Ze wzgledu na to, ze zmiany w liniach CAD33 i PG11 dotyczyly metabolizmu dwdch
biopolimeréw (lignin i pektyn) doktorant analizowat ekspresje 34 genow Inu kodujgcych
kluczowe enzymy metabolizmu réznych biopolimeréw. Byty to: 11 genow metabolizmu
lignin, 8 gendw metabolizmu pektyn, 7 gendw metabolizmu celulozy i 8 genéw metabolizmu
hemicelulozy. Tak zaplanowane badania pozwolily na pelng informacj¢ o ewentualnym
oddziatywaniu ekspresji transgenow na regulacj¢ endogennych gendéw Inu. Na wszystkich
rysunkach (4.33 —4.37) podano wzgledng ekspresje w roslinach kontrolnych tylko w
odniesieniu do pierwszego genu z badanej serii.

Prosze wyjasni¢, jakie byly wartosci wzglednej ekspresji C4H kontroli (rys. 4.33) i
konsekwentnie dla pozostalych genéw?

Prosze wyjasnié, czy ekspresja genu PG (rys 4.34) to ekspresja genu Inu kodujgcego
polygalakturonazg czy ekspresja wprowadzonego transgenu? Jezeli jest to ekspresja genu Inu
to, prosilbym o oszacowanie wzglednej ekspresji transgenéw wprowadzonych do linii PG11?

Do puli badanych genéw doktorant dodat jeszcze dwa geny kodujace biatka typu PR oraz
siedem genéw kodujacych biatka typu WAK tj. kinazy zwigzane ze $ciang komorkows.
Zmiany ekspresji genow PR uwazane sg za indykator stresu biotycznego. W dysertacji
przedstawiono wzgledng ekspresje dwoch genéw PR kodujacych B-1,3-glukanaze i chitynazg.

W roslinach poznano wzglednie liczng grupe kinaz zwigzanych ze $ciang komorkowa typu
WAK (wall associated kinase). Ich wspolna cecha jest powinowactwo do pektyn oraz
funkcjonalny zwigzek z procesami interakcji rosliny z patogenem. Ta charakterystyka w pelni
uzasadnia dodanie ich do puli badanych genéw. Biatka WAK sg receptorami pektyn, co
dotyczy zaréwno uwolnionych fragmentéw kwaséw oligogalakturonowych jak i pektyn
obecnych w $cianie komorkowej. To powinowactwo warunkuje szereg biologicznych funkeji
WAK, ktorymi sg m.in. percepcja i transdukcja sygnatow infekeji, zranienia i/lub wzrostu
objetosciowego komoérek (cell wall expansion) to jest tych procesow, kiedy uwalniane sg
oligosacharydy. Wyréznikiem biatek WAK sg: domena kinazy ser/thr, domena




transmembranowa oraz EGF warunkujgca wigzanie biatka ze sciang komorkows. Badano
ekspresje siedmiu genow WAK lub podobnych do WAK (WAK-like).

W dysertacji nie umiatem odszuka¢ rozwinigcia nazw dwoch z ww. gendw: COBRI/COBRAI
oraz COBR2/COBRAZ2. Czy znane sa sekwencje nukleotydowe badanych przez doktoranta
gendw WAK u Inu?

Z tym pytaniem wigze si¢ jedna uwaga og6lna dotyczacg wszystkich badanych genow.
Startery do tych analiz zebrane sg w tabelach A, B, C, D nie podano jednak numerow
sekwencji Zrodtowych, ktore byty uzyte do projektowania starterdw i nastepnie do analizy
ekspresji.

Czy znane sg sekwencje nukleotydowe wszystkich badanych genéw u Inu czy raczej
wykorzystano sekwencje ortologow tych gendéw z innych gatunkow?

W jakiej relacji do tego pytania pozostajg sekwencje cDNA zamieszczone w Aneksie? Jak
zostaly uzyskane i przypisane do okreslonych gendéw? :

Odpowiadajgc na te pytania prosilbym, aby Doktorant uwzglednit fakt, iz biatka obecne w
komérce moga wystepowad, jako izoformy i by¢ kodowane przez wielogenowe rodziny
genow.

W dyskusji doktorant interpretuje wyniki analiz odpowiadajgc na sformulowane na wstepie
doktoratu pytania. Do grupy najbardziej interesujacych wynikéw zaliczytbym analizy zmian
ekspresji gendw metabolizmu biopolimeréw oraz réwnolegle wykonane analizy
komponentow tych biopolimeréw. Doktorant omawia i interpretuje zmiany ekspresji
kolejnych genéw i odpowiadajace im zmiany w profilu metabolitow. Mysle, ze tg cz¢sé
dyskusji znacznie wzbogacitoby dodanie jednego akapitu zawierajacego syntetyczne
podsumowanie.

Interpretacja metabolomicznej czgs¢ dysertacji jest z obiektywnych powoddéw duzym
wyzwaniem. W tak zlozonej sieci, jakg tworzg szlaki syntezy biopolimeréw liniowy zwigzek
ekspresji z iloscig metabolitu moze by¢ bardzo rzadki. Wskazujg na to zaréwno wyniki i
dyskusja zawarte w dysertacji oraz dane literaturowe. Przede wszystkim metaboliczny dystans
od transkryptu (tj. zmiany ekspresji) do metabolitu jest duzy a wiedza na temat wielu etapow
posrednich ciagle ograniczona. Oprécz poziomu ekspresji majg tu znaczenie m.in. czas
poltrwania transkryptu i biatka, tempo translacji, obecnos¢ kofaktoroéw niezbednych do
aktywnosci enzymatycznej. Ten obraz jest dalej komplikowany obecnoscig wielu izoform
biatek enzymatycznych czgsto kodowanych przez wielogenowe rodziny genéw. Ta zlozonosé
jest niezbgdna, aby komorka mogta skutecznie reagowa¢ na bodzce. Ten element jest
dyskutowany przez Doktoranta w odniesieniu do genéw syntazy celulozy.

Bardzo interesujgca grupa wynikow sa profile ekspresji genow kinaz w tym szczegdlnie genu
opisanego, jako WAK. Wynik ten jest szczegétowo omawiany przez doktoranta jednak, moim
zdaniem, mogiby by¢ uzupetniony o jeszcze jeden element. Badania zespotu Kohorna (jedna
z nich jest cytowana) wykazaty, ze wyr6znikiem kinaz typu WAK jest ich powinowactwo do
pektyn lub oligosacharydow. Ta cecha umozliwia biatkom WAK percepcje a nastgpnie
transdukcj¢ sygnatu takich zdarzen jak zranienia, uszkodzenia przez szkodnika, infekcje
patogendw, czy wzrost obj¢tosciowy komorki. Linia PG11 charakteryzuje sie aktywnoscig
dwoch dodatkowych pektynaz, ktére przez caty czas generujg produkty degradacji pektyn
(oligosacharydy) podobne strukturalnie do elicytoréw patogenezy i bedgce jednoczesnie
potencjalnymi induktorami bialek WAK. Jak wykazano linia ta charakteryzuje si¢ bardzo
silng (konstytutywng) nadekspresj¢ WAK, czego konsekwencja moze byé¢ rowniez aktywacja




mechanizmdéw obronnych. Potwierdzeniem tego ostatniego przypuszczenia jest obserwowana
silna ekspresja chitynazy (PR4/PR8) wylgcznie w linii PG11 a nie w CAD33.

Zgadzam si¢ z interpretacja przedstawiona w dysertacji, ze bardzo silna ekspresja WAK jest
istotnym a by¢é moze najwazniejszym czynnikiem podniesionej odpornosci linii PG11 na
Fusarium i prosilbym doktoranta o opini¢ i ewentualne rozwinigcie tak zaproponowanej
dodatkowej interpretacji uzyskanych wynikow. '

Do obowigzkéw recenzenta nalezy rdwniez zwrocenie uwagi na to, co powinno bylo by¢
napisane lub zredagowane lepiej. W przysztej pracy Doktorant powinien wykazac¢ wigksza
staranno$é redakcyjna i zdecydowanie czgsciej korzystaé z funkcji spelling correction. Blad
literowy w polskim tytule na stronie tytutowej nie jest dobrym otwarciem dysertacji. W opisie
i wnioskowaniu nalezaloby wykaza¢ wigksza precyzje¢ i starannosé terminologiczng. Sg to
m.in. poprawna pisownia oznaczen genow (kursywa) i biatek (czcionkg prostg). Z samego
zapisu mozna wnioskowa¢ czy mowimy o WAK biatku czy WAK genie.

Wazne réwniez, aby wnioskowaé wylacznie na podstawie wynikow a nie przypuszczen (np.
na str. 131, interpretacja roli pektyn, jako pozywki dla patogena i wnioskowanie na tej
podstawie o odpornosci) a takze, aby we wnioskowaniu lub interpretacji unika¢ bardzo
odlegtych skojarzen (np. kwasy wielonienasycone, jako elicytory w nasionach Inu i w
ziemniaku, p.125).

Uwagi powyzsze nie pomniejszaja wartosci recenzowanej dysertacji.

Podsumowanie

Wszystkie czesci dysertacji sg poprawnie przygotowane i zredagowane. Czes¢
eksperymentalna zostala zaprojektowana tak, aby zebrane wyniki pozwolily odpowiedzie¢ na
postawione we wstepie pytania. Wyniki uzyskane przez doktoranta wzbogacaja naszg wiedzg
z biotechnologii roslin a czg$¢ z nich juz zostata opublikowana w roku 2014 w czasopismie
Biotechnology Progress, vol. 50.

Uzyskane wyniki oraz przedstawiona dysertacja spelniajg wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i uzasadniaja nadanie stopnie naukowego doktora nauk biologicznych
w dziedzinie biotechnologia.

Whnosze o dopuszczenie mgr Ahmeda Zeitoun do dalszych czgsei przewodu doktorskiego.
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