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Wprowadzenie

Przedstawiona rozprawa doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Biochemii Genetycznej
Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Jana
Szopy-Skorkowskiego oraz promotora pomocniczego dr hab. Anny Kulmy. Zespét ten od
wielu lat prowadzi wieloaspektowe badania nad Linum usitatissimum, zmierzajace do
poznania skladu i struktury witokna Inianego, =zidentyfikowania enzymow 1 genow
zaangazowanych w proces jego biosyntezy, jak rowniez udoskonalania i poszukiwania dla
niego nowych zastosowan. Jednym z efektéw tych badan jest uzyskanie transgenicznego Inu
z nadprodukcja polihydroksymaslanu. Polimer ten, naturalnie produkowany przez bakterie,
dzigki zdolnosci do biodegradacji znajduje zastosowanie w produkcji implantow,
biomateriatéw oraz tworzyw sztucznych. Zmiany w metabolizmie Inu uzyskane w wyniku
modyfikacji przyczynily si¢ do podniesienia wytrzymatosci widkna Inianego,
a wyprodukowane zniego materialy biomedyczne wykazuja korzystniejsze wlasciwosci
prozdrowotne.

Tematyka przedstawionej dysertacji wpisuje si¢ w nakre$lony nurt badan Zespotu.
Doktorantka podjeta si¢ zadania okreslenia zawartosci 1 funkcji beta-hydroksymaslanu
(monomeru polihydroksymaslanu), w aktywno$ci ktorego upatruje podstawy zmian
w metabolizmie Inu prowadzacych do poprawienia jego wiasciwosci. Biorgc pod uwage fakt,
ze w dotychczasowej literaturze nie ma informacji na temat roli tego metabolitu w komoérkach
roslinnych podjeta tematyka jest trudna, ambitna ijednoczesnie wazna z punktu widzenia
poznawczego i praktycznego.

Dane formalne

Rozprawa doktorska zostata napisana w klasycznym ukladzie zawierajacym wszystkie
wymagane elementy. Liczy 165 stron plus 6-stronicowy zalacznik, na ktory sktada sie 6
wykresow, rysunek i tabela. Zasadnicza czg$¢ pracy jest poprzedzona streszczeniem w jezyku
polskim 1 angielskim oraz wykazami uzywanych skrotéw, zamieszczonych rysunkow, tabel 1
wykresow. Proporcje ilosciowe pomigdzy rozdzialami dedykowanymi przegladowi literatury
(25 stron), celowi pracy (2 strony), metodyce (19 stron), wynikom (74 strony) i dyskusji (9
stron) sg utrzymane z przewaga czesci poswiecone] wynikom. W tekst wkomponowano 42
wykresy 1 11 rysunkéw (niejednokrotnie podzielonych na panele) oraz 4 tabele. Calo$¢ pracy
zamyka obszerne zestawienie cytowanej literatury, na ktére sktadaja si¢ 342 pozycje. Wsrod
nich 4 sg zduplikowane. Sposréd zacytowanych 338 prac jedynie dwie sg polskojezyczne. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze 175 pozycji (52%) pochodzi z ostatniej dekady.

Badania zostaty zrealizowane w ramach grantu badawczego nr 2012/06/A/NZ1/00006
finansowanego przez Narodowego Centrum Nauki oraz trzech grantow wewnetrznych
Wydziatu Biotechnologii UWr.



Ocena merytoryczna

We wstepie Doktorantka krotko przyblizyta wlasciwosci Inu wioknistego 1 oleistego,
wskazujac na zasadnicze rdznice pomiedzy tymi dwiema odmianami. Nastepnie skupita si¢ na
szczegbtlowym omowieniu tiolaz pokazujac ich zaangazowanie uro$lin w beta-oksydacje
kwasow tluszczowych, szlak biosyntezy zwigzkow benzenoidowych i powigzanie ze szlakiem
fenylopropanoidowym, a u bakterii w synteze polihydroksymaslanu (PHB). Przeanalizowata
metabolizm acetylo-CoA uroslin oraz lokalizacje tiolaz w komorkach roslinnych
i zwierzecych, sygnalizujac ograniczono$¢ informacji w przypadku tych pierwszych.
Przyblizyla wiedz¢ na temat struktury beta-ketotiolaz, gendéw kodujacych te bialka oraz
odpowiedzi tkanek ro$linnych $ledzonych z wykorzystaniem mutantow. Kroétko opisata
histori¢ wyprowadzenia transgenicznego Inu z nadprodukcja polihydroksymaslanu, wptyw tej
modyfikacji na metabolizm fenylopropanoidow, cukréw ikwasow tluszczowych oraz
wlasciwosci lecznicze tkanin wytworzonych z wiokien Inianych bogatych wten polimer.
Nastepnie Doktorantka, w oparciu o literature dotyczaca zwierzat i ludzi, scharakteryzowata
wlasciwosci, wystepowanie 1 znaczenie beta-hydroksymaslanu oraz droge jego biosyntezy
w komorkach zwierzgcych i bakteryjnych. Wspomniata tez o metodach produkcji tego
zwiagzku na skale przemystows. Z przegladu literatury wynika, ze beta-hydroksymaslan
podnosi poziom acetylacji histonow, przez co powoduje zmiany w strukturze chromatyny
1 ekspresji genow. Moze modulowa¢ kaskady sygnatowe zaangazowane we wzrost komorki,
proliferacj¢ 1iobron¢ przed stresem oksydacyjnym. Zdaniem Doktorantki, to wlasnie
aktywnos$¢ tego metabolitu, ktory wydaje si¢ petni¢ wazng funkcje¢ regulatorowa, moze by¢
podstawa prozdrowotnych wiasciwosci transgenicznego Inu.

W dalszej czegsci wstgpu Doktorantka omowita modyfikacje epigenetyczne iich rolg we
wzro$cie 1irozwoju roslin, wtym metylacje i demetylacic DNA oraz potranslacyjne
modyfikacje histonow. Wskazata powigzania pomie¢dzy deacetylazami histonowymi 1 genami
w odpowiedzi ro$lin na stres abiotyczny i biotyczny oraz w trakcie rdznych etapéw rozwoju
rosliny. Scharakteryzowata szlaki zwigzkow fenylopropanoidowych tj. lignin, lignanow,
flawonoidow 1 benzenoidéw. Ostatniag cz¢$§¢ wstepu Doktorantka poswigcita krotkiemu
omowieniu techniki OLIGO, ktérg wykorzystata w pracy do otrzymania roslin z nadekspresja
beta-ketotiolazy.

Wstep jest napisany w zwarty i logiczny sposob, dzieki czemu doskonale wprowadza
czytelnika w temat pracy oraz zakres problemow, ktore sg w niej rozwigzywane.

W oparciu o poznang literatur¢ iefekty badan uzyskanych przez poprzednikow
Doktorantka zatozyla, ze kluczowym enzymem w syntezie polihydroksymaslanu i jego
monomeru beta-hydroksymaslanu jest beta-ketotiolaza, aro$liny znadekspresja genu
kodujacego ten enzym beda odpowiednim materiatem badawczym do okreslenia funkcji tego
monomeru u ro$lin. Hipoteza, cel pracy izadania badawcze zostaty jasno sformulowane.
Biorgc pod uwage wartos¢ jaka wnosi len z nadprodukcjg polihydroksymaslanu do medycyny
1 gospodarki, jak rowniez brak informacji o regulacji procesu jego syntezy w ro$linach,
podjecie badan nad okresleniem zawartosci beta-hydroksymaslanu w Inie i potencjalnej jego
funkcji w komorkach roslinnych nalezy uzna¢ za zasadne. Dla osiagni¢cia celu Doktorantka
wyznaczyla 4 zadania szczegotowe, w ktorych zalozyta przeanalizowanie: 1) zawartos$ci beta-
hydroksymaslanu w roslinach Inu; 2) zmian w ekspresji genow zaangazowanych
w modyfikacje chromatyny; 3) wplywu ekspresji genu kodujacego beta-ketotiolaze
1 nadprodukcji beta-hydroksymaslanu na metabolizm 1 wzrost roslin; 4) jakosci surowca
uzyskiwanego ze zmodyfikowanych roslin. Do realizacji tych zadan wykorzystata szeroka
game narzg¢dzi biologii molekularnej, fitochemii, biochemii, mikrobiologii 1 krystalografii.

Rozdzial Materiat 1 Metody Doktorantka rozpoczeta zestawieniem uzytych do badan
odczynnikow, sprzetu i aparatury (na liScie nie znajduj¢ autoklawu ikomory laminarnej),
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warunkow kultury oraz pozywek. Wymienita 5 szczepow bakteryjnych i okreslita ich
pochodzenie. W dalszej pracy nie znajduj¢ jednak informacji o uzyciu do badan szczepu
Escherichia coli DH5a. Dalej przedstawila sekwencje 42 starteréw zastosowanych
w reakcjach PCR 1 opisata materiat ro§linny bedacy podstawa prowadzonych eksperymentow.
Nastepnie w 33 punktach zostaly opisane metody 1 techniki analityczne wykorzystane
w pracy. Brak ,blokéw tematycznych”, grupujacych uzyte w pracy metody inarzedzia
badawcze utrudnia sprawne poruszanie si¢ w tej czesci pracy. W rozdziale tym brakuje
1) metodyki procedury roszenia stlomy dla pozyskiwania wlokna Inianego, 2) metodyki
prowadzenia badan z wykorzystaniem rentgenografii strukturalnej, 3) informacji
o zastosowanych analizach statystycznych, wielkoSci prob i liczbie powtorzen. Prosze
o ich przedstawienie.

W badaniach Doktorantka wykorzystala len wtdknisty odmiany Nike, ktéry modyfikowata
za pomocg agrotransformacji lub techniki OLIGO w kierunku uzyskania roslin
z nadprodukcja beta-hydroksymaslanu. Linie roslin uzyskane droga agrotransformacji sa
dwojakiego pochodzenia: 1) rosliny pokolenia T3 (niepoprawnie F3) oznaczone symbolem
C (otrzymane do badan) oraz 2) linie TO (niepoprawnie F0) transformowane samodzielnie
przez Doktorantke¢ oznaczone symbolem H. Obiektem badan byla zielona tkanka (todygi
iliscie) 5-tygodniowych roslin pochodzacych z kultury in vitro lub uprawy polowej, oraz
nasiona, stoma i wtdékno Iniane. W zielonej tkance roslin z kultur okreslano ekspresje genow,
oceniano zawarto$¢ zwigzkow fenylopropanoidowych i metabolitow pierwszorz¢dowych, za$
w roslinach polowych oceniano zawarto$¢ zwigzkow fenylopropanoidowych.

W rozdziale Wyniki, w pierwszej kolejnosci zidentyfikowano sekwencje kodujace Iniane
beta-ketotiolazy, a otrzymane transkrypty zdefiniowano jako acetylo-CoA acylotransferazy 1.
Nastepnie przeprowadzono seri¢ analiz pokazujacych, ze traktowanie egzogennym beta-
hydroksymaslanem podnosi w roslinach kontrolnych ekspresj¢ genu kodujacego Iniang beta-
ketotiolazg, zmienia profile ekspresji genow kodujacych enzymy zaangazowane
w modyfikacje epigenetyczne 1izwigzki szlaku fenylopropanoidowego, oraz istotnie
modyfikuje zawarto§¢ 6 sposrod 7-miu badanych zwigzkow fenylopropanoidowych.
Odpowiedz zalezata od stezenia zastosowanego standardu beta-hydroksymaslanu i czasu
traktowania.

W dalszych badaniach poddano analizie ro$liny modyfikowane droga agrotransformac;ji,
w ktorych potwierdzono obecnos¢ transgenu 1 jego ekspresje. Wykazano, ze poziom ekspresji
wprowadzonego genu kodujacego bakteryjng beta-ketotiolaz¢ oraz Iniang beta-ketotiolaze
(Lu bKAT) ulega istotnemu podniesieniu w4 z6-ciu badanych linii transgenicznych.
Nadprodukcja beta-hydroksymaslanu (ktory jak wykazano jest naturalnie obecny w Inie) nie
byla jednak bezposrednio skorelowana znadekspresja genu Lu bKAT. Jego zawartos¢
podniesiono istotnie dzigki transformacji, ale tylko w roslinach polowych, i tylko w tej grupie
roslin wzrost zawarto$ci tego monomeru byt skorelowany z obnizeniem zawartosci acetylo-
CoA. Zawarto$¢ beta-hydroksymaslanu wroslinach linii C 1 H oraz kontrolnych
utrzymywanych in vitro byta porownywalna, podobnie jak 1 zawartos$¢ acetylo-CoA bedacego
substratem reakcji katalizowanej przez beta-ketotiolazy. Nastgpnie Doktorantka przesledzita
profile ekspresji genow kodujacych enzymy zaangazowane w modyfikacje epigenetyczne
pokazujac czgsto odmienng reakcje w poszczegdlnych liniach. Wykazata nadekspresje wielu
genow zwigzanych z metabolizmem zwiazkow fenylopropanoidowych, jednak 1w tym
przypadku reakcja byla silnie zalezna od badanej linii. Zmiany w ekspresji gendéw §ledzita
wyltacznie w roslinach uzyskanych w kulturze in vitro, podczas gdy zawarto$¢ zwigzkow
fenylopropanoidowych okreslala zarowno w roslinach polowych, jak i otrzymanych in vitro.
Poréwnujac zawarto§¢ kwasu chlorogenowego, p-kumarowego oraz ferulowego mozna
zauwazy¢, ze wielokrotnie wigcej tych zwigzkéw wystepuje w roslinach polowych niz
pochodzacych z kultury in vitro. Ten trend utrzymuje si¢ niezaleznie od tego czy rosliny byly
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poddane modyfikacji genetycznej czy nie. Interesuje mnie opinia Doktorantki na temat
potencjalnych przyczyn wielokrotnie wiekszej zawartosci zwiazkow
fenylopropanoidowych w liniach Inu uprawianego w polu niz in vitro. Czy Doktorantka
uwaza, ze ekspresja genow zwigzanych ze szlakiem fenylopropanoidowym w roslinach
polowych nie bylaby odmienna od profili obserwowanych w liniach roslin rosnacych in
vitro? Badania nad zawarto$cia 10 ro6znych aminokwaséw 1 3  metabolitow
pierwszorzedowych dodatkowo pokazaly, ze linie TO charakteryzuja si¢ wielokrotnie
wigkszym wzrostem zawartosci wigkszo$ci tych zwiazkéw niz rosliny pokolenia T3.

Badania z wykorzystaniem Inu modyfikowanego z uzyciem nowoczesnej techniki OLIGO
stanowig ciekawe uzupelnienie tej pracy. Ros$liny zostaly potraktowane 4 roztworami
sekwencji oligonukleotydowych, homologicznych do genu kodujacego beta-ketotiolazg,
zaprojektowanymi przy uzyciu specjalnego programu i zsyntetyzowanymi przez zewng¢trzng
firme¢. Wyboru najlepszej sekwencji (OLIGO2) dokonano w oparciu o analize profili ekspres;i
genu kodujacego Iniang beta-ketotiolaze (odnotowany wzrost ekspresji wynosil 68%).
W ro$linach traktowanych roztworem OLIGO2, po 24h wykazano nadekspresje 6 z 10-ciu
badanych gendéw metabolizmu szlaku fenylopropanoidowego, za§ po 48h trzech. Mimo
istotnych zmian w ekspresji genow nie zaobserwowano réznic w zawartosci metabolitow
szlaku fenylopropanoidowego.

Elementem, ktory konczy rozdzial Wyniki jest analiza surowcoOw uzyskanych z roslin
transgenicznych pokolenia T3. Badania wykazaly, ze w wyniku wprowadzonej modyfikacji,
w stomie 1 witoknie Inianym zaszty zmiany w zawartosci zwigzkéw fenylopropanoidowych,
kwasow thuszczowych, terpenoidow, lignin, hemiceluloz i cukréw w nich zawartych oraz
pektyn. Jednakze, podobnie jak w przypadku wyzej omawianych wynikéw, trudno
jednoznacznie wskaza¢ kierunek zmian w zawartosci poszczegdlnych zwiagzkéw, gdyz
wydaja si¢ one zaleze¢ od badanej linii. Modyfikacje te doprowadzily do zmian
w strukturalnym uporzadkowaniu wtokien linii transgenicznych oraz do stabszego wigzania
fancuchow celulozowych widkien wigzaniami elektrostatycznymi i sitami van der Waalsa.
Warto tu podkreslié, ze do udokumentowania zmian w tym zakresie Doktorantka
zaangazowala nietypowe metody tj. spektroskopie w podczerwieni (FT-IR) oraz
rentgenografi¢ strukturalng. Ostatecznie stoma dwoch ztrzech analizowanych linii
efektywniej 1 wydajniej przechodzita proces roszenia. Sporzadzone ekstrakty ze stomy Inianej
ros§lin transgenicznych nie oddzialywaly toksycznie na proliferacje fibroblastow,
a w przypadku jednej z linii wykazano jej antyoksydacyjne i antybakteryjne wtasciwosci.

Kazdy podrozdziat wynikéw zawiera krotkie wprowadzenie na poczatku i podsumowanie
na koncu. Cato$¢ jest opatrzona 6 krétkimi, trafnymi wnioskami o charakterze ogdlnym.

Dyskusja w duzej mierze polega na analizie otrzymanych wynikéw, w niewielkim stopniu
wspartej rezultatami innych autorow. Wynika to zfaktu, Ze badania nad beta-
hydroksymaslanem w §wiecie roslin nie byly jak dotad przedmiotem rozwazan. W dyskusji
Doktorantka dotyka najwazniejszych aspektoéw badanych w pracy. Podejmuje mi¢dzy innymi
probe wytlumaczenia roznic w zawarto$ci beta-hydroksymaslanu pomigdzy roslinami
transgenicznymi pochodzacymi z pola i kultur in vitro. RézZnic¢ thumaczy ograniczeniem
aktywnos$ci promotora 14-3-3 w wyniku starzenia si¢ tkanek. Jednakze, biorgc pod
uwage, Ze analizie poddano rosliny w tym samym wieku (5-tygodniowe) jest to malo
prawdopodobne. Czy Doktorantka widzi jakas inna przyczyne tego stanu?
W rozwazaniach warto wzia¢ pod uwage zrdznicowana zawartos¢ Dbeta-
hydroksymaslanu w roslinach kontrolnych: te z uprawy polowej zawieraja go wiecej niz
z kultur, za$ w stomie jest go ponad 20 razy wigce;.

Ambitnym wyzwaniem jest proba nakreslenia mechanizmu regulacji aktywnosci
biologicznej komorki roslinnej przez beta-hydroksymaslan. Doktorantka sugeruje, ze profil
ekspresji genow kodujacych deacetylazy histonowe jest odmienny od opisanego
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w komorkach zwierzecych oraz, ze szlak syntezy tego zwigzku podlega samokontroli. Mysle,
ze wnioskowanie byloby bardziej precyzyjne gdyby do tych badan zostata wlaczona analiza
profili ekspresji genow w zielonej tkance roslin polowych, a badania bylyby skupione na
liniach wykazujacych zaréwno nadekspresj¢ beta-ketotiolazy jak inadprodukcje beta-
hydroksymaslanu.

Uwazam, ze podjete przez Doktorantke w niniejszej rozprawie pionierskie, szeroko
zaplanowane i zrealizowane badania, sg zrodlem obszernej wiedzy, na bazie ktoérej mozna
prowadzi¢ dalsze poglgbione doswiadczenia nad poznaniem i opisaniem mechanizmu
funkcjonowania beta-hydroksymaslanu w komorkach roslinnych. Uzyskane wyniki pokazuja
ztozono$¢ mechanizméw regulujacych aktywnos¢ komoérek roslinnych, ktore pozwalajg
ro$linom na dostosowanie si¢ do panujacych warunkéw otoczenia.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ przedstawianej pracy nalezy:

1) Wpykazanie obecnosci endogennego  beta-hydroksymaslanu  w roslinach  oraz
wzmocnienie jego syntezy przez transformacjg.

2) Wpykazanie, ze zmiana ekspresji genu kodujacego beta-ketotiolazg wywiera
wielokierunkowy wplyw na metabolizm Inu.

3) Wykazanie, ze zwigkszenie produkcji beta-hydroksymaslanu w trakcie wzrostu roslin
skutkuje obnizeniem akumulacji tego zwigzku w stomie Iniane;.

Prosz¢ o wyjasnienie co to sa zreby plastydow, na ktorych osadza si¢
polihydroksymaslan.

Czy len modyfikowany technika OLIGO wykazujacy nadekspresj¢ beta-ketotiolazy jest
zdolny do nadprodukcji beta-hydroksymaslanu?

Ocena strony edytorskiej

W pracy zastosowano niewtasciwg numeracj¢ kolejnych podrozdzialéw, ktorej porzadek
ulegt zaburzeniu poczawszy od punktu 3.3.2. i obejmuje praktycznie caty punkt 3 i 4.

Spis skrotéw, ktorych w pracy uzyto bardzo duzo, znaczaco ulatwia czytanie tekstu.
W przedstawionej liScie zabrakto jednak wyjasnienia skrétow: CTR (lub ctr — to powinno by¢
ujednolicone w catej pracy) — skrot kontroli uzywany na wielu rysunkach i wykresach; CFU,
(w teks$cie 1 Rysunku 11 uzyto tylko skrétu); FNS — syntaza flawonowa; oraz wielu genow
(np. HB, SRT, GCN).

W pracy znajduja sie nieliczne bledy wynikajace z uzycia niewlasciwej terminologii:

1. W przypadku roslin nie stosuje si¢ terminu ,,hodowla in vitro” lecz ,kultura in vitro”.
Termin ,,hodowla” jest zwigzany z procesem doskonalenia ro$lin.

2. Zamiast ,Media hodowlane” powinno uzywac si¢: ,,podtoza” lub ,,pozywki”.

3. Uzywane w pracy skroty FO i F3 dla opisu pokolenia roslin otrzymanych w drodze
transformacji sa niepoprawne. Do oznaczania kolejnych pokolen transformowanych
roslin stuzy symbol TO, T3.

Ponizej przedstawiam szereg uchybien redakcyjnych, ktore nie wymagaja odpowiedzi:

1. Wykres 42 — brak zgodnos$ci opisu z danymi przedstawionymi na wykresie. Do badan
uzyto 3 stezenia standardu beta-hydroksymaslanu, a nie jedno jak podano w opisie. Skrot
beta-hydroksymaslanu uzyty na wykresie (HB) 1 w teks$cie (bHB) jest inny.

2. Wyniki na wykresach rysunku 11 nie s3 poddane analizie statystycznej.

3. Str. 79. Opis do panelu A na wykresie 10 jest niekompletny. Dotyczy on badan
prowadzonych z wykorzystaniem roslin C i H; oraz linii (wydaje si¢) C8, C10, i C47, a
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nie jak podano w opisie C10, C43 1 C47. Podobne btedy wkradly si¢ do wykresu 11.
Dodatkowo w panelu B zamiast linii C8, C10 1 C43 powinny by¢ C10, C43 i C47.

4. Opis pod wykresem 14 1 4 jest taki sam.

5. Niefortunne sformutowania: ,,wzrost genu” (wielokrotnie uzywany), ,,najwigkszy poziom

wprowadzonego genu wykazata linia ...” (str. 76), czy ,,Najwiekszy wzrost ekspresji

Inianej beta-ketotiolazy ...” (str. 77).

Zawarto$¢ roznych zwigzkéw maleje lub ulega obnizeniu, nie spada.

Kietkuja nasiona, nie ro$liny (str. 104).

U roslin nie wystegpuje tkanka rozrodcza (str. 21).

W wykazie uzytych skrétow dwa razy wymieniono polimeraz¢ Phusion.

0. W tekscie znajduja si¢ nieujednolicone zapisy nazw np. beta-ketotiolaza i betaketotiolaza;
in-vitro 1 in vitro; pojawiaja si¢ literowki w nazwie bakterii np. P. sureginosa (str. 49) P.
aureginosa (str. 62, 133, 136).

11. Str. 53. Cytowana praca: Wrébel i wsp. 2014, powinno by¢ Wrobel i wsp. 2004.

12. Pojawily si¢ rozbiezno$ci w zapisie frakcji hemiceluloz: K1SF, K4SF (str. 58; 1 wykres

29) czy 1KSF i 4KSF (str. 113).

13. Oznaczenia genow na wielu wykresach 1 w wielu miejscach w tek$cie nie sg napisane
kursywa.

14. Na wykresie 3 1 13 oraz w tekscie na str. 68 1 83 btednie oznaczono nazwe genu (jest
HAC, powinno by¢ HAT)

15. Na wykresie 25 przesunigciu ulegto oznaczenie statystyczne poziomu istotnosci
w zawarto$ci kwasu oleinowego w stomie (linia C10).

16. W opisie do wykresu 5 uzyto dwa razy tego samego skrotu F3H (zamiast F3'H); na
wykresie za$ blednie oznaczono gen o-metylotransferazy kawoilo-CoA.

17. Str. 75. W trzecim akapicie prezentowanych wynikow zamieszczono fragment metodyki
obecny na stronie 53.

18. Str. 78. Zgodnie z metodyka ze strony 63 do oznaczenia zawartosSci beta-
hydroksymaslanu wykorzystano 5-tygodniowe ro$liny z upraw polowych i kultury in
vitro. Na stronie 78 jest mowa ouzyciu zielonej tkanki z 4-tygodniowych roslin
uzyskanych in vitro.

19. Na wykresie 12 uzyto nieprawidlowych skrotow genow HDA6, HDAI9 i HDA?2,
powinno by¢ HDAC6, HDAC19 1 HD2.

20. Str. 84. Omyltkowo wpisano tu pokolenie F1 (zamiast FO) linii HS.

21. Na niektorych wykresach (np. w obrebie Wykresow 16, 17, 23, 27, 28, 30, 32, 33;
Rysunek 11) brakuje opisu osi Y.

22. Str. 145. 3-HB czy bHB?

23. W bibliografii sposob przedstawienia tytutow publikacji nie jest ujednolicony. wiekszos§¢
malymi z nich pisana jest matymi literami, niektore wielkimi (np. Shen i in. 2015; Szyjka
1 in. 2018; Sundaramoorthy 1 in. 2006; Toshio 1 Folke 1962; Ueda i in. 2017; itd.), dwa
wersalikami (Gebarowski, Gebczak 1 in. 2017; Gebarowski, Moreira i in. 2017). We
wszystkich pozycjach bibliografii nazwy tacinskie gatunkow nie sg napisane kursywa.
Do tytutéw publikacji: Bond i in. (2009), Kim i in. (2008), Tian i Chen (2001) wkradty
si¢ szeregi nieokreslonych znakow.

24. W publikacji Houmiel i in. (1999) — nazwa gatunkowa brassica napus powinna by¢
napisana wielkg literg (Brassica napus).

25. Cztery pozycje z listy bibliograficznej zostaly zdublowane, tj. Liu i in. (2014), Luo i in.
(2012), Morvan 1 in. (2003), Servet 1 in. (2010).

e S S

Przytoczone powyzej uwagi nie umniejszajg rangi i znaczenia uzyskanych wynikéw, a ich
wskazanie nalezy do obowigzkow recenzenta. Liczba tych uchybien wskazuje, ze doktorantka
nie poswigcita do§¢ uwagi, by praca od strony edytorskiej byta starannie przygotowana.
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Whiosek koncowy

Przedstawiong do recenzji prac¢ oceniam pozytywnie. Doktorantka w peini zrealizowata
zatozony cel pracy. Zidentyfikowata beta-hydroksymaslan w Inie wykazujac przy okazji po
raz pierwszy na S$wiecie jego naturalng obecno$¢ w komorkach roslinnych. Dzieki
transformacji roslin genem bakteryjnym beta-ketotiolazy wzmocnita produkcje tego zwigzku
otwierajagc tym samym nowg przestrzen do poznawania jego roli. Nastepnie, analizujac
ekspresj¢ genow zaangazowanych w procesy modyfikacji aktywno$ci chromatyny i regulacje
wtérnego metabolizmu, wykazata wptyw tego monomeru na zawarto§¢ wielu metabolitow
ijako$¢ koncowa otrzymanego surowca Inianego oraz jego wlasciwosci aplikacyjne.
Uzyskane rezultaty wskazujg, ze beta-hydroksymaslan jest waznym metabolitem i czasteczka
regulatorowg dla komorek roslinnych. Doktorantka w swoich dociekaniach wykazala si¢
szeroka znajomoscig literatury naukowej obejmujgcej problematyke badawcza wykraczajaca
daleko poza $wiat roslin. Z ogromng doza dociekliwosci naukowej i1 pracowito$ci siegata po
kolejne narzedzia badawcze umozliwiajace Jej wszechstronne opisanie zmian w badanym
materiale ro$linnym. Uzyskane rezultaty wnosza nowa warto$¢ poznawcza do biologii
eksperymentalnej roslin i majg istotne znaczenie aplikacyjne.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa spelnia wymagane kryteria stawiane
rozprawom doktorskim 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 r. poz.1789).
Wobec powyzszego zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroclawskiego o dopuszczenie Pani mgr Justyny Mierziak-Dereckiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego prowadzacych do nadania stopnia doktora nauk biologicznych
w dyscyplinie biotechnologia.

prof. dr hab. Anna Mikuta



