po BT Lig,

- & %
.: fle ;5\ % U’niwersytet
LY % s £ODZKI
- . . QS;-‘ {Lv\@
TAs LOV

Katedra Genetyki Ogdlnej, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Roslin

Lo6dz, 16.05.2015 .

Ocena pracy doktorskiej mgr inz. Marty Preisner
pt. ,.Len transgeniczny, jako Zrodlo udoskonalonego wtokna. Manipulacja
metabolizmem polimerow sciany komorkowej wiokna Inianego”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr inz. Marty Preisner zostata wykonana
w Zaktadzie Biochemii Genetycznej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego
pod kierunkiem prof. dr hab. Jana Szopy-Skoérkowskiego.

Praca liczy 185 stron, 36 wykresow, 6 tabel, 24 rysunki (?) i 1 zdjgcie, bardzo
dobrze dokumentujace zagadnienia omawiane w rozprawie (zdecydowanie bytbym za tym by
doktorantka upros$cita/ujednolicita oznaczenia dokumentacji; Wystarczytby podzial na tabele i
np. ryciny) oraz 282 pozycje w spisie pismiennictwa (wtasciwie dobrane prace do$wiadczalne
I inne artykuly literatury swiatowej, w zdecydowanej wigkszo$ci opublikowanych w latach lat
2000-2014, w tym wiele pozycji pochodzacych z ostatnich 5 lat). Checiatbym podkresli¢, ze w
spisie piSmiennictwa znalaztem wigkszos$¢ prac, ktore sam zaliczam do tych waznych dla
tematyki poruszanej w rozprawie doktorskiej. Z drugiej strony, rozprawa stala si¢ dla mnie
waznym zrodtem pismiennictwa, ktére z r6znych wzgledow przeoczylem.

Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim, w klasycznym uktadzie i oprocz spisu
tresci, ilustracji 1 tabel oraz wykazu stosowanych skrétow zawiera obszerny i1 bardzo
interesujacy Wstep teoretyczny, Cele pracy, wykorzystywany w pracy Sprzet (?), Materiat i
Metody, bardzo obszerne Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie, Wnioski, Literature, Zatgcznik i
Curriculum vitae. Oczywiscie nie przeoczytlem umieszczonych na poczatku pracy streszczen
w jezyku polskim i angielskim. Uktad pracy i jej opracowanie, sposob prezentacji i analizy
wynikow zrealizowane zostaly przez Doktorantke w sposob wzorowy. Powaznym
uchybieniem z mojej strony byloby nie zwrdcenie uwagi na niezwykle bogaty dorobek
naukowy Doktorantki (patrz rozdzial Curriculum Vitae). Stad, uprzedzajac szczegélowe
uzasadnienie, chcialbym juz teraz wyrazi¢ poglad, ze praca ta w mojej ocenie spelnia
wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Wydzialu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego wniosek o dopuszczenie mgr inz. Marty
Preisner do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Tematyka i cele pracy

Tematyka i cele pracy doktorskiej mgr inz. Marty Preisner mieszczg si¢ w jednym z
niezwykle waznych, bardzo aktualnych kierunkéw wspolczesnej biologii roslin, do ktérych
bez watpienia nalezy zaliczy¢ doskonalenie na drodze genetycznej modyfikacji wlasciwosci
najwazniejszych roslin uprawnych, w tym tych o znaczeniu przemystowym. U podstaw
nieustajacego 1 stale rosngcego zainteresowania tg tematyka lezy z jednej strony ogromny,
niespotykany wczesniej rozwdj warsztatu badawczego, technik, narzedzi pozostajacych do
dyspozycji naukowcoéw, z drugiej zas, bedace tego konsekwencja, osiggnigcia poznawcze w
dziedzinie biochemii, genetyki i biologii molekularnej zwigzane z poznaniem strukturalnej i
funkcjonalnej organizacji genomu zaré6wno ro$lin wyzszych jak 1 drobnoustrojow.
Oczywiscie, nadrzedng podstawg zainteresowan naukowcOw i praktykéw ta tematyka jest
potrzeba najpierw zidentyfikowania, scharakteryzowania 1 powigzania w logiczna,
wspotgrajaca cato$§¢ mechanizmoéw odpowiedzialnych za biosyntez¢ wybranych metabolitow,
a w dalszej perspektywie, docelowo — zaprojektowanie bezpiecznego i efektywnego systemu
ich produkcji.

Doktorantka podje¢ta si¢ bardzo ambitnego zadania. Zgodnie z mojg wiedza, a
potwierdzity to takze doniesienia medialne, Promotor, Doktorantka i inni cztonkowie Zespotu
szereg lat temu podjeli si¢ po raz pierwszy w Polsce, pomimo wyjatkowo niesprzyjajacej, a
tworzonej przez przeciwnikow GMO, atmosfery, zakonczonej pelnym sukcesem, konstrukcji
genetycznie zmodyfikowanych ro$lin Inu o udoskonalonych widknach.

Temat i cel ocenianej pracy doktorskiej mieszcza si¢, w moim przekonaniu, w bardzo
aktualnym 1 niezwykle waznym kierunku badawczym w dziedzinie wspodtczesnej
biotechnologii molekularnej, dotyczgcym modyfikowania metabolizmu roslin oraz uzyskania
prototypowych ro$lin (w tym przypadku Inu) o0 udoskonalonych pod wzgledem uzytkowym i
zastosowan witoknach. Moge, zatem stwierdzi¢, ze temat pracy doktorskiej mgr inz. Marty
Preisner i jednoznacznie sformutowany, kierunkowy cel, spelniaja wymagania stawiane
obecnie przed autorami ambitnych projektow badawczych w dziedzinie wspotczesnej
biotechnologii molekularnej roslin, w tym projektow dotyczacych agrobiotechnologii.

Problematyka badawcza, a w szczeg6lno$ci omawiane w tej rozprawie zagadnienia sg
doskonala ilustracja zlozonos$ci, wieloaspektowosci prac badawczych niezbgdnych do
precyzyjnego ustalenia istotnych dla catlosci zagadnienia struktur, ich chemicznej kompozycji,
wzajemnych oddziatywan i powigzan. Wiem, ze oceniana praca doktorska mgr Marty
Preisner stanowi tylko pewien wycinek znacznie szerszych, powaznie zaawansowanych
badan prowadzonych pod kierunkiem Prof. dr hab. Jana Szopy-Skoérkowskiego — badan
unikalnych na skal¢ krajowa pod wzgledem koncepcji metodycznych 1 rozwigzan
technicznych. Wyniki badan zreferowanych w rozprawie stanowia, jak sadzg, uzupetnienie
wiedzy zdobytej przez Zespot Profesora Szopy-Skoérkowskiego w latach ubieglych (czego
wymiernym efektem sg publikacje w renomowanych czasopismach naukowych) oraz kolejny
etap poszerzania i poglebiania wiedzy dotyczacej mechanizmow rzadzacych metabolizmem
ro$lin.

Wstep

Wstep stanowi interesujace kompendium wiedzy dotyczacej zagadnien S$cisle
zwigzanych z tematykg pracy doktorskiej. W pierwszej czesci Wstepu Autorka przedstawita
podstawowe informacje dotyczace Inu, jego przetworstw a wreszcie gtdéwnych patogenow tej
rosliny. W kolejnych rozdziatach pracy mgr Preisner szeroko, szczegétowo i fachowo
omowita strukturg, sktad i biochemi¢ wtokna Inianego, jego sktadnikow: celulozy,
hemiceluloz, pektyn i lignin. Przy okazji kazdego z tych sktadnikow Doktorantka omowita
ich budowe, funkcje i metabolizm. Kolejne dwa rozdzialy mgr Preisner poswigcita
charakterystyce wiokien Inianych oraz ich modyfikacjom genetycznym. Szczegodlnie
interesujace wydaja mi si¢ wlasnie te podrozdziaty.



W koncowej czgsci Wstepu zabrakto mi, chocby krétkiego, jednego akapitu ogolnie
podsumowujacego zagadnienia omowione we Wstepie a wskazujacego na aktualnos$¢ i
znaczenie badan sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska.

Tym niemniej sadze, ze Wstep moglby stanowi¢ kanwe dla bardzo interesujgcego
artykuhu przegladowego.

Cel pracy

Nie bede ukrywal, ze z mieszanymi uczuciami czytalem rozdzial zatytulowany Cel
pracy. W moim rozumieniu, w tej czgsci rozprawy podane powinny by¢ w formie najbardziej
zwigzlej, lakonicznej gléwne 1 ewentualnie poboczne cele przeprowadzonych badan.
Powtarzam, krotko i zwigzle, bez szczegdtowego ich uzasadniania 1 omawiania. Uzasadnienie
dlaczego takie a nie inne sg cele pracy powinno wyptywac ,,samo z siebie” we Wstepie lub
by¢ w tymze Wstepe, pod koniec, wyartykutlowane. W ujeciu przedstawionym przez
Doktorantke cel pracy okazat si¢ by¢ jej streszczeniem. A wystarczylo w tym rozdziale
pozostawi¢ jedynie zdanie (cytuje):

Zamierzonym celem wszystkich modyfikacji byta poprawa jakosci witdokna Inianego i
dywersyfikacja jego zastosowania poprzez manipulacje iloscig/kompozycjq polimerow Sciany
komorkowej (pektyn i lignin).

Praktyczna realizacja tak sformutowanego celu pracy doktorskiej mgr inz. Marty
Preisner wymagata przeprowadzenia bardzo ztozonych, trudnych, wieloetapowych, a takze
zmudnych i czasochtonnych do$wiadczen z wykorzystaniem réznorodnych metod 1 technik
biochemicznych i molekularnych.

Nie mam watpliwosci, ze wskazane cele pracy doktorskiej nalezy uzna¢ za ambitne a
ich realizacja wymagata od Doktorantki obok opanowania i praktycznego zastosowania
szerokiego zestawu metod, intensywnej pracy laboratoryjnej.

Materialy i metody

Ogolnie, nie wnosze zasadniczych zastrzezen do treSci tego rozdzialu, bowiem
wiekszos$¢ zastosowanych metod, technik i1 procedur uwazam za odpowiednie, nowoczesne i
wlasciwie dobrane by zapewni¢ wynikom wiarygodno$¢ 1 umozliwi¢ realizacj¢ bardzo
ambitnych, dalece wykraczajacych poza wymagania formalne celow.

Jako material ro$linny w badaniach wykorzystano genetycznie zmodyfikowane w
Zaktadzie Biochemii Genetycznej rosliny Inu (Linum usitatissimum L. cv. NIKE): rosliny z
wyciszonym genem dehydrogenazy alkoholu cynamonowego (CAD oraz ro$liny z
nadekspresja poligalakturonazy I lub ramnogalakturonazy A. Postuzyly one Autorce w
badaniach molekularnych, biochemicznych, makroskopowych, mikroskopii elektronowej i z
zakresu fitopatologii. Z ich hodowlg i wlasciwym przygotowaniem do eksperymentéw
wigzata si¢ znajomos¢ technik kultur in vitro i upraw polowych.

Jestem peten uznania dla zakresu przeprowadzonych badah oraz rdéznorodnosci
stosowanych technik/metod. Fakt ten stanowi o kompleksowosci przeprowadzonych badan i
wiarygodnosci uzyskanych wynikow.

Wyniki i Dyskusja

Jestem $§wiadom faktu, Ze w tego rodzaju projektach, majac zré6znicowany materiat
badawczy, a jako narz¢dzia badawcze liczne 1 zrdznicowane pod wzgledem zlozonosci
techniki cytochemiczne, biochemiczne i molekularne (w tym takze inZynieria genetyczna),
osiggniecie celu(ow) przedsiewzigcia uwarunkowane jest nie tylko wiedzg i posiadanym
warsztatem badawczym, ale takze takim cechami charakteru jak pracowitos$¢, dyscyplina i
swoistego rodzaju pedantyczno$¢, drobiazgowos¢. Stwierdzone przeze mnie tylko nieliczne
btedy czy niedociggniecia dajg jak najlepsze swiadectwo o Doktorantce (i Promotorze).

Wyniki pracy doktorskiej mgr inz. Marty Preisner zostaty opisane i udokumentowane
na 46 stronach rozprawy. Dokumentacj¢ wynikow stanowig liczne wykresy, diagramy,



barwne i czarno-biale makro- i mikrofotografie, sekwencje nukleotydow i aminokwaséw —
nie sposob wymieni¢ wszystkie formy.

Tak obfita dokumentacja jest kolejnym potwierdzeniem ogromu wykonanej przez
doktorantke pracy eksperymentalne;.

W ocenie tego bardzo obszernego rozdziatu ogranicze si¢ z jednej strony, do tych
rezultatow, ktore uwazam za najwazniejsze:.

e zidentyfikowano w Inie gen kodujacy biatka SAD, przynaleznego do klasy Il rodziny
biatek o charakterze roslinnych dehydrogenaz alkoholowych;

e zidentyfikowano i wyodrgbniono z genomu Inu geny: biosyntezy lignin (HCT, C3H,
C4H), metabolizmu sacharozy (SUS, SPS, SPP) oraz regulatorow syntezy Sciany
komorkowej (WAK, THE, FEI, PERK1, PERK2, COBRAL, COBRA2);

e stwierdzono, ze redukcja ekspresji genu CAD wptyneta na zmiang ekspresji szeregu
gendéw zaangazowanych w metabolizm polimeréw $Sciany komorkowej;

e zaobserwowano zrdznicowane zmiany w ekspresji genow zwigzanych z demetylacja
pektyn;

e stwierdzono wzrost poziomu mRNA genéw odpowiedzialnych za degradacje¢ pektyn i
hemiceluloz (PL, PtL, XYLa, GS, MS, GLS), a dla genu p-1,3-gukanazy
zaobserwowano obnizenie ekspresji;

e Wykazano, ze wprowadzenie do Inu egzogennej poligalakturonazy spowodowato
wzrost ekspresji endogennej poligalakturonazy oraz liazy pektynowej a takze wzrost
ekspresji pektynometylesterazy 1 oraz p-1,3-gukanazy, wybranych genow biosyntezy
lignin (PAL, C4H, 4CL) oraz celuolozy (CesA3, CesA4, CesAS), a takze metabolizmu
sacharozy (SPP i SPS) i degradacji hemiceluloz (XYN, GS);

e przeprowadzona analiza wykazata, ze len CAD27 charakteryzowatl si¢ opdzniong i/lub
zmniejszong lignifikacja komorek elementarnych wiokna oraz zmianami w
anatomicznej budowie todygi, natomiast nie zanotowano roéznic w parametrach
fenotypowych (wzrost, masa nasion, 1lo$¢ nasion w koszyczku;

e wykazano, ze rosliny linii CAD27 byty bardziej podatne na infekcje F. oxysporum, ale
wykazaly wigksza odpornoscig na atak F. culmorum;

e W przypadku stomy z roslin CAD27 nie obserwowano wyraznego skrocenia czasu
roszenia podczas gdy dla obu linii ze zmniejszong iloscig pektyn (PGI11 i RHA7)
testy roszenia wykazaty znaczne skrocenie czasu roszenia i jego wigkszg efektywnos¢;

e analiza sktadu i whasciwosci $ciany komorkowej pozwolita stwierdzié, ze wtdkno z
ro$lin z wyciszonym genem CAD charakteryzowalo si¢ zmniejszong zawarto$cig
lignin, zwigkszong zawartoscig celulozy oraz hemiceluloz, przy niezmienionej
zawarto$ci pektyn;

e stwierdzono szereg niezwykle interesujgcych zmian w charakterystyce biochemiczne i
metabolicznej wtokien badanych genetycznie zmodyfikowanych linii Inu, ktorych
tutaj nie bede omawiat a zainteresowane osoby odsytam do pracy doktorskie;j;

e na podstawie analizy spektroskopowej wtokien transgenicznych roslin w podczerwieni
zaobserwowano zmiany charakteru wzajemnych oddziatywan i przestrzennej
organizacji polimeréw w $cianie komorkowe;.

Jesli chodzi o oceng wiasciwosci witokien genetycznie zmodyfikowanych linii Inu
pozwole sobie zacytowa¢ podsumowanie zaczerpnigte z rozprawy doktorskiej:
Podsumowujgc, w przypadku witokna CAD27, mimo redukcji ilosci lignin nie uzyskano
zwigkszenia elastycznosci, jednak poprawie ulegta wytrzymalos¢ na rozcigganie oraz
pozostate badane wiasciwosci uzytkowe witokna. Obnizenie ilosci pektyn w Inie (linie PGII1
oraz RHA7) przelozylo si¢ na krotsze i wydajniejsze roszenie, oraz pozytywnie wptynelo na
sktad i wlasciwosci witokna Inianego. Porownujgc badane modyfikacje, najefektywniejsze
okazalo si¢ wprowadzenie do roslin genu kodujgcego RHA. Rosliny i widkno z linii RHA7
charakteryzowaly sie zwigkszonym plonem nasion i odpornosciqg na infekcje, a zmiany w



Scianie komorkowej wiokna Inianego przekladaly sie na znaczng poprawe wiasciwosci
uzytkowych.

Wyniki pracy doktorskiej mgr inz. Marty Preisner zostaly podsumowane w postaci
udokumentowanych doswiadczalnie, W petni uprawnionych wnioskow koncowych. | znowu
pozwole sobie zacytowa¢ fragment rozprawy doktorskiej, w ktorym w zwigzly 1 bardzo trafny
sposOb Doktorantka podsumowata wyniki swoich badan:

W pracy tej potwierdzono, zZe Sciana komorkowa jest strukturq dynamiczng i
interaktywngq, gdzie zmiany w ilosci jednego sktadnika pociggajq za soba zmiany w ilosci
pozostatych skladnikow, co przekiada sie na sie¢ zaleznosci genetycznych dotyczgcych sciany
komorkowej. Ponadto, wykazano, Ze taka modyfikacja powoduje zmiany w skiadzie i
wlasciwosciach surowca Inu — wtokna oraz wyraznie wplywa na jego parametry uzytkowe.
Zmiany w  strukturze Sciany komorkowej  (indukowane, zwigzane z czynnikami
srodowiskowymi czy rozwojowymi), a przez to w jej wiasciwosciach mechanicznych sq
odbierane przez btong komorkowq. Nastepnie sygnat jest przekazywany do genow, powodujgc
mechanizm kompensacyjny na poziomie transkrypcyjnym i potranslacyjnym, zZeby utrzymacé
prawidtowe parametry funkcjonale Sciany komorkowej. Prowadzi to do rearanzacji Sciany
komorkowej oraz zmian w ilosci i proporcjach poszczegolnych skltadnikow. Zmiany w
zawartosci lignin lub pektyn sq kompensowane przez zwigkszenie si¢ zawartosci celulozy, jako
glownego skladnika odpowiedzialnego za wytrzymatos¢ sciany komorkowej. Ponadto, zmiany
te wplywajg na ekspresje genow zwigzanych z patogenezg (w szczegolnosci grupy 2 i 3), co
koreluje sie z podatnosciq roslin na infekcje patogenne.

Dodatkowo, w pracy tej wykazano, zZe:

o redukcja ilosci pektyn przez wprowadzenie do Inu genu kodujgcego liaze
ramnogalakturonianu, jako jedyna modyfikacja miata pozytywny wplyw zarowno na
fenotyp, w tym plonowanie, odpornos¢ na infekcje, jak i na wilasciwosci uzytkowe
wldkna (przede wszystkim mechaniczne, antyoksydacyjne i bakteriostatyczne);

e obnizenie catkowitej zawartosci pektyn w Scianie komorkowej wiokna moze pozytywnie
wphwacé na wtasciwosci mechaniczne tj. wytrzymatos¢ na rozcigganie i poprawic jego
parametry uzytkowe;

e jest mozliwe uzyskanie normalnego fenotypu roslin z obnizong zawartoscig
pektyn/lignin oraz ich efektywna uprawa polowa, ktora nie odroznia sie agrotechnicznie
od uprawy kontrolnej. Umiarkowane obnizenie poziomu lignin bqdz pektyn nie wplywa
na parametry fenotypowe tj. anatomiczne i morfologiczne roslin w uprawie polowej,
jednak prowadzi do zmian w plonowaniu.

Bardzo interesujaca i wazng czeScig pracy doktorskiej mgr inz. Marty Preisner jest
obszerna, $wietnie napisana Dyskusja, zakonczona podsumowaniem. Z duzg przyjemnoscia
odnotowatem w tej czesci pracy odpowiedzialne komentarze na temat jej wlasnych wynikow
oraz ich uprawniong interpretacje. Bardzo dobra znajomo$¢ przedmiotu oraz bieglosc¢
warsztatowa doktorantki, a i, mozna chyba powiedzie¢, erudycja — emanuja z tej bardzo
wartosciowe] czesci pracy.

Podsumowujac t¢ cze¢$¢ swojej opinii, pomimo pewnych krytycznych uwag, pozostaje
pefen uznania dla ogromu wykonanej przez Panig mgr inz. Martg Preisner pracy, uzyskanych
przez Nig wynikdw i w pelni uprawnionej ich interpretacji.

Koncowe uwagi ogolne

1. Bardzo wysoko pod wzgledem merytorycznym i formalnym oceniam napisany przez
mgr inz. Marte Preisner Wstgp rozprawy doktorskiej. Uwazam, ze bytby on, po
przeformatowaniu, warto$ciowym artykutem przegladowym. Wsroéd niezbgdnych
modyfikacji widziatbym krytyczng redukcje, posiadajacego juz wytgcznie wartosé
historyczna, piSmiennictwa.

2. Moge z przyjemnoscig stwierdzi¢, ze mgr inz. Marta Preisner w czasie realizacji
celow pracy doktorskiej opanowala bardzo bogaty, nowoczesny warsztat badawczy,



ktory jak sadze umozliwi Jej podjecie pracy naukowej w wielu laboratoriach biologii
molekularnej roslin.

3. Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki zastuguja na najwyzsza uwage badaczy
zajmujacych si¢ ta tematyka, ich interpretacja jest w peini uprawniona, a cala
rozprawa doktorska zasluguje na duze uznanie.

Na zakonczenie chcialbym jeszcze raz powtorzy¢: rozprawe doktorska mgr inz.
Marty Preisner oceniam jako wlasciwa pod wzgledem formalnym i bardzo wartosciowa
pod wzgledem merytorycznym, a wymienione przeze mnie w recenzji nieliczne uwagi
krytyczne nie maja, z natury swojej, zadnego wplywu na moja ogolnie wysoka jej ocene.

Wyrazajac poglad, ze praca ta spelnia wymogi ustawowe stawiane rozprawom
doktorskim wnosz¢ do Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego
wniosek o0 dopuszczenie mgr inz. Marty Preisner do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Chcialbym w tym miejscu wyrazi¢ opinie, Zze biorac pod uwage wartos¢
merytoryczng rozprawy i wiecej niz poprawnos¢ formalng, o ile spelnione sa inne
wymogi, praca ta zasluguje na stosowne, w ramach istniejacych przepiséw, wyréznienie.

WVJ

Andrzej K. Kononowicz



