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Recenzja pracy doktorskiej Pani Mgr Aleksandry Boby, pt. "Terpenoidy w odpowiedzi Inu
na fuzarioze”

Terpeny (izoprenoidy) stanowig najwigkszg i najbardziej zroznicowang klase zwigzkéw
lipidowych wystepujgcych u roslin. Pelnig one funkcje zardowno we wzroscie i rozwoiju, jak i
w ochronie rodlin przed zagrozeniami ze strony $rodowiska biotycznego i abiotycznego.
Rosngce znaczenie udziatu réznych grup terpenoidéw w ochronie roslin przed patogenami i
szkodnikami sktania do opracowania strategii ich zwalczania w oparciu o terpenoidy. Takie
zamierzenie wymaga cigglego poglebiania wiedzy na temat molekularnych i metabolicznych
sieci regulatorowych biosyntezy terpenoidéw, w ktorych rdzen izoprenowy jest
organizowany, przeksztalcany, a nastgpnie dywersyfikowany w wyspecjalizowanych
szlakach. Poznanie mechanizméw regulacyjnych biosyntezy terpenoidéw w rozwoju roslin
oraz w odpowiedzi na zagrozenia ze strony Srodowiska pozwoliloby na okreslenie funkcji
najwazniejszych lotnych i statych form terpenoidéw, a dalej na zastosowanie wielu z nich w
przemysle i ochronie roslin.

Problematyka rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Boby wpisuje sic w ten
zakres badan. Autorka zamierzata zidentyfikowa¢ terpenoidy, ktore sg syntetyzowane u Inu w
odpowiedzi na infekcj¢ dwoch gatunkow grzybow patogenicznych nalezacych do rodzaju
Fusarium. Ich zidentyfikowanie pozwoliloby, z jednej strony na wyodrebnienie szlaku
biosyntezy terpenoidéw, ktoérego produkt koncowy lub metabolity posrednie pehilyby
funkcj¢ w mechanizmach ochronnych Inu przed fuzarioza, a z drugiej, po ich
zidentyfikowaniu, stosujgc metody inzynierii genetycznej mozna byloby wytworzy¢ genotypy
o zwigkszonej zawartosci tego zwigzku, a w konsekwencji charakteryzujace si¢ wyzsza
odpornoscig na patogeny. Ze wzglgdu na ogromng réznorodnosé zwigzkdw terpenoidowych
wystepujacych w roslinach, analiza wszystkich pod katem odpornodci na fuzarioze bytaby
niemozliwa. Dlatego tez, Autorka skupila si¢ na trzech grupach zwigzkéw lipidowych
nalezacych do terpenoidow, takich jak sterole, karotenoidy oraz tokoferole, ktére juz sg
wymieniane w literaturze pod katem ich wlasciwosci ochronnych wzgledem patogenéw i
szkodnikow. U roslin, sterole powstajg w cytoplazmatycznym szlaku biosyntezy terpenoidéw
MEV, natomiast tokoferole i karotenoidy w chloroplastowym szlaku MEP.

Dla rozwigzania celu Autorka przeprowadzita kompleksowe badania skiadajace sie z
kilku etapéw oraz obejmujacych rézne aspekty. Punktem wyjsciowym zrealizowania badan
bylo zidentyfikowanie gendéw kodujacych enzymy dla wybranych szlakéw terpenoidow,
ktorych ekspresja ulegalaby zwigkszeniu w siewkach Ilnu odm. Nike w odpowiedzi na
infekcje Fusarium culmorum i Fusarium oxysporum, a nastepnie okreslenie zawartosci
produkowanych steroli, karotenoidéw i tokoferoli. Na wsigpie, Autorka przesledzita zmiany



w poziomie ekspresji genéw kodujacych enzymy biorgce udzial w biosyntezie prekursora
biosyntezy wszystkich terpenoidow, tj. jednostki izoprenowej, co pozwolito na rozréznienie
szlakow MEV 1 MEP, a nastgpnie przesledzita ekspresje gendw kodujgcych enzymy biorgce
udzial w biosyntezie fitosteroli, karoteonoidéw 1 tokochromanoli. W  wyniku
przeprowadzonych badan Autorka wykazata, Ze u Inu nastepuje uruchomienie
chloroplastowego szlaku MEP biosyntezy terpenoidow w odpowiedzi na infekcje obu
patogenow, co przejawiato si¢ zwigkszonym poziomem ekspresji genu DXR kodujgcego
chloroplastowg reduktazg 1-deoksy-D-ksylulozo S- fosforanu (DXP), kluczowego enzymu
biosyntezy pirofosforanu izopentylu (IPP), a brak zmian w poziomie ekspresji genu HMGR
kodujgcego reduktazg 3-hydroksy-metyloglutaryloCoA, enzymu szlaku MEV, ktéry dziata na
tym samym etapie biosyntezy IPP w cytoplazmie. Dalej Autorka wykazata, ze w $lad za
zmiang w poziomie ekspresji genu DXR nastgpuje zintensyfikowanie ekspresji genow
kodujgcych enzymy szlaku biosyntezy karotenoidéw, a zwlaszcza genu PSY kodujgcego
syntaz¢ fitoenu oraz w mniejszym stopniu gendéw szlaku prowadzacego do powstania
tokoferoli, np. genu VTE2 kodujgcego fitylotransferaze homogentyzynianu (HPT). Jednak
najwyrazniejsze zmiany w poziomie ekspresji Autorka wykazata dla gendéw kodujgcych
enzymy szlaku biosyntezy ABA, zwlaszcza genow NCED dla 9-cis epoksy dioksygenazy 3 i -
6, nie obserwowala natomiast zwigkszenia poziomu ekspresji genéw kodujacych enzymy
szlaku biosyntezy steroli i ich pochodnych. W przeciwienstwie do wzrostu poziomu ekspresji
genow szlaku karotenoidowego, a takze tokoferoli w odpowiedzi na infekcje F. culmorum i F.
oxysporum, Autorka nie obserwowata istotnego wzrostu w zawartosci produktéw koncowych
tych szlakéw, tj. karotenoidéow i a-tokoferolu; obserwowala natomiast istotny wzrost
zawartosci ABA. Zwigkszenie poziomu ABA w komdrce wigze si¢ z uruchomieniem wielu
szlakow regulacyjnych, ktore sg zwigzane z adaptacjy do warunkow stresowych, a
ograniczeniem wzrostu. Niezaleznie, Autorka zaobserwowata wzrost ekspresji genu PMR4
(GLSS5) kodujgcego syntazg¢ kalozy oraz zwigkszong zawartoscig kalozy, ktére wigze ze
zwigkszong zawartoscia ABA, i prawdopodobnie z regulacjg ekspresji genu PMR4 przez
szlak ABA.

Podsumowujgc ten etap badan Autorka wykazala, ze szlak prowadzgcy do syntezy
ABA jest najsilniej indukowany po infekcji siewek lnu F. culmorum i F. oxysporum, co
sugerowatoby, ze odpowiedz Inu na infekcje Fusarium jest oparta gtownie na Sciezkach
regulacyjnych zaleznych od kwasu abscysynowego. Te dane wydaja sie specyficzne dla Inu i
posiadajg wysoka warto$¢ naukowa. Ponadto, dla przeprowadzenia badan nad zmianami
ekspresji genow w odpowiedzi na patogeny Autorka wyizolowata ponad 40 klonow
reprezentujgcych geny zwigzane ze szlakiem biosyntezy terpenoidow, okoto 20 sekwencji
DNA niezwigzanych ze szlakiem terpenoidéw, ktore byly potrzebne dla wyjasnienia wielu
aspektow badan w ramach rozprawy doktorskiej, takich jak gen syntezy kalozy, geny
zwigzane z produkcjg i rozktadem wolnych rodnikow, geny zwigzane z metylacjg DNA i
modyfikacjg potranslacyjng biatek histonowych. Jak podaje Autorka, 24 geny zostaly
umieszczone w ogdlnodostgpnej bazie NCBI.

Po wykazaniu, ze szlak karotenoidowy jest najbardziej powigzany z odpowiedzig Inu
na infekcj¢ F. culmorum i F. oxysporum, Autorka starala sie blizej okresli¢ droge
metaboliczng w szlaku karoteoidowym, ktéra jest odpowiedzialna za reakcje na infekeje
patogenéw. W tym celu, przygotowata dwa typy rodlin transgenicznych Inu w celu



zmodyfikowania wydajnosci szlaku karotenoidowego, jeden, z nadekspresjg genu kodujgcego
syntaze fitoenu (CrtB), enzymu produkujacego fitoen oraz genu Crtl kodujacego desaturaze
karotenu, ktéra bierze udzial w przeksztatceniu (-karotenu w likopen. Transformowane geny
CrtB i Crtl Autorka wyizolowala z bakterii Erwinia uredovora. Drugi typ roslin
transgenicznych charakteryzowat sie wylaczong ekspresjg genu LCB kodujgcego likopenowg
B-cyklaze, ktéra przeksztatca likopen w B-karoten. Z kolei, B-karoten jest przeksztatcany w
cyklu ksantofilowym do wiolaksantyny, a ta stanowi substrat wyjsciowy w szlaku biosyntezy
kwasu abscysynowego (ABA). Roliny nadekspresjonujgce bakteryjne geny syntazy
karotenoidéw Cr¢B i Crtl charakteryzowaly sic zwigkszong zawartoscig karotenoidow w
nasionach oraz y-tokoferolu. Takze potencjat antyoksydacyjny nasion zostat podwyzszony. Z
kolei, w analizowanych roslinach transgenicznych typu L odmiany Linola nastapito
wyciszenie ekspresji transgenu LCB, ktérego skutkiem bylo obnizenie zawartosci
karotenoidéw, a takze tokoferoli, natomiast zawarto$¢ ABA nie ulegta wigkszym zmianom.
Jest interesujgce, ze obserwowano wzrost odpornodei rodlin typu L na patogeny z rodzaju
Fusarium. Autorzy nie posiadajg jeszcze danych eksperymentalnych dla wytlumaczenia
mechanizmu wyciszenia ekspresji genu LCB , jak i ich zwigkszonej odpornosci na patogeny,
jednakze wykazali, ze transgen LCB posiada zwigkszony poziomu metylacji, co moze
thumaczy¢ wyciszenie jego ekspresji.

W sumie, Pani mgr Aleksandra Boba wykonala gigantyczng prace, skiadajgcg si¢ z
wielu aspektéw i prowadzong na wielu poziomach. Zakres wykonanych badan wystarczyltby
przynajmniej na dwie prace doktorskie. Efektem wykonanych badan byto wykazanie, ze u Inu
nastepuje uruchomienie chloroplastowego szlaku MEP biosyntezy terpenoidow w odpowiedzi
na infekcje F. culmorum i F. oxysporum. Na dalszych etapach biosyntezy terpenoidow
nastepuje wzrost poziomu ekspresji genéw nalezacych do szlaku karotenoidowego, tokoferoli
oraz kwasu abscysynowego. Jednak, w przeciwienstwie do obserwowanego wzrostu poziomu
ekspresji genéw, Autorka nie obserwowata istotnego wzrostu zawartosci karotenoidow i a-
tokoferolu, natomiast obserwowata istotny wzrost zawartosci ABA. Z uzyskanych danych
wynika, ze indukcja szlaku karotenoidowego u Inu pod wplywem gatunkow nalezagcych do
rodzaju Fusarium jest zwigzana ze zwigkszeniem poziomu ABA, i prawdopodobnie za jego
udziatem nastepuje uruchomienie reakcji obronnych.

Jako recenzent nie mam zastrzezen do jakosci przeprowadzonych badan. Ogrom
zastosowanych w pracy technik oraz zakres uzyskanych wynikéw sprawiaja, ze ogélny wynik
badan oraz wyptywajace z nich wnioski sg imponujgce. Wykonane badania zastuguja w peini
na wyréznienie.

Oceniajac strong formalng rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Boby, nalezy
podkresli¢, ze Autorka przedstawila bardzo szeroki Wstep do badan, w ktorym charakteryzuje
szlaki biosyntezy terpenoidéw, szczegotowy opis stosowanych metod oraz znakomicie
udokumentowane Wyniki badan. W czesci rozprawy “Dyskusja” Autorka starala si¢ w sposob
rzeczowy przedyskutowaé wszystkie konsekwencje wynikajgce z uzyskanych wynikow.
Pomimo ogromnego skomplikowania przedmiotu badaf, praca doktorska zostala napisana
poprawnym jezykiem, wskazujgcym na duzg dojrzatos¢ naukows Pani mgr Aleksandry Boby.
Z obowigzku recenzenta muszg zaznaczy¢, ze na niektorych wykresach zmiany w ekspresji
analizowanych genéw nie przebiegajg ptynnie w miarg wydtuzania czasu infekeji. By¢ moze



jest to spowodowane niedostateczng liczbg powtorzen. Mysle, ze rysunki przedstawiajgce
przebieg etapow biosyntezy terpenoidéw u roslin sg mato czytelne, co zmusza czytelnika do
siegania do literatury.

Biorac pod uwage rozlegly zakres badaf bgdacych przedmiotem rozprawy, wysokg
jako$¢ uzyskanych wynikow, a takze bardzo dobre ich udokumentowanie oraz wiedze, ktorg
Pani mgr Aleksandra Boba zdobyla podczas wykonywania niniejszej pracy, z petnym
przekonaniem stwierdzam, ze Pani mgr Aleksandra Boba spelnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim. Dlatego tez, wnoszg wniosek do Rady Naukowej Wydzialu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Boby do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na doniostos¢ uzyskanych wynikow, w oddzielnym pismie skiadam
wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Boby.
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Recenzent Rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Boby

1- Przewodniczagcy Rady Naukowej Wydziatlu Biotechnologii  Uniwersytetu
Wroctawskiego
2- Przewodniczgcy Komisji ds. przewodu doktorskiego mgr Aleksandry Boby

Uzasadnienie Wniosku o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Boby

L Autorka przeprowadzita wszechstronne badania pozwalajace na okreslenie
funkcji terpenoidow w odpowiedzi Inu na infekcje grzybami patogenicznymi
nalezgcymi do rodzaju Fusarium.

2. Autorka wykazala, ze chloroplastowy szlak biosyntezy terpenoidow MEP
jest uruchamiany u Inu w odpowiedzi na infekcje Fusarium culmorum i
Fusarium oxysporum.

3. Na poziomie ekspresji genow kodujacych enzymy biosyntezy terpenoidow
tylko szlak prowadzgcy do biosyntezy karotenoidow oraz czgsciowo
tokoferoli, a takze szlak prowadzacy do biosyntezy kwasu abscysynowego
sg indukowane pod wptywem patogendw.

4, Badania Pani mgr A. Boby dostarczyly bezposrednich dowodéw, ze
odpowiedZz Inu na infekcje F. culmorum 1 F. oxysporum jest Scidle
powigzana z uruchomieniem szlaku biosyntezy ABA.

3 Do wykonania badan Autorka musiata postuzy¢ si¢ najnowsza metodyka

badawcza, ktdrg opanowata w znakomitym stopniu.




