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mgr. Kamila Kostyna
pt. , Indukcja alternatywnej drogi metabolizmu tyrozyny w ziemniaku przez wprowadzenie
genu hydroksylazy tyrozyny ze szczura laboratoryjnego (Rattus norvegicus)”

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Biochemii
Genetycznej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof.
dr hab. Jana Szopy - Skérkowskiego. Dysertacja ma 145 stron tekstu w tym spis tresci, liste
skrotow uzytych w pracy, streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotéow
uzytych w tekscie, wykaz 63 rycin (wykreséw lub zdje¢), 4 tabele oraz materiaty uzupetniaja-
ce z trzema rycinami. W uktadzie pracy mozna wyrdzni¢ wstep spetniajgcy funkcje przegladu
pisSmiennictwa przedmiotu, cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje oraz podsumowa-
nie. W spisie cytowanej literatury zestawiono 218 pozycji. Praca ma przejrzysty uktad i dobry
poziom edytorski.

Tyrozyna jest substratem do produkcji katecholamin, ktére sg istotnymi zwigzkami w
organizmach zwierzat, w ktérych petnig funkcje regulatorowe jako hormony lub funkcjonuja
jako neuroprzekazniki. U zwierzat szlak przemian tyrozyny jest dobrze rozpoznany i rozpo-
czyna sig¢ od hydroksylacji tyrozyny do L-DOPY a nastepnie jej dekarboksylacji do dopaminy.
W roslinach katecholaminy wystepujg w mniejszych ilosciach i majg stabiej zdefiniowane
funkcje — sg traktowane jako fitohormony oraz zwigzki reagujace na wystgpienie stresu.
Szlak przemian tyrozyny w roslinach nie jest do kofica poznany, ale zaktada sie ze nie zwigza-
ny z jej hydroksylacja, gdyz genu hydrolazy tyrozyny w roslinach nie wykryto. W roslinach
tyrozyna ulega dekarboksylacji do tyraminy a ta ulega hydroksylacji do dopaminy.

Celem ocenianej pracy byto zbadanie na ile wprowadzenie do genomu ziemniaka ge-
nu hydrolazy tyrozyny pochodzgcego od szczura moze zmodyfikowaé szlak przemian tyrozy-
ny do katecholamin i jakie to ma oddziatywanie na procesy metaboliczne w ziemniaku. Dok-
toranta interesowato réwniez na ile zmiany w biosyntezie katecholamin mogg oddziatywac
na synteze zwigzkéw fenolowych i odpornos¢ form transgenicznych na infekcje wybranymi
patogenami.

Wstep do pracy
We wstepie Doktorant omoéwit ziemniak jako przedmiot badan uwzgledniajac jego budowe

morfologiczng oraz jego znaczenie jako rosliny uprawnej, wazniejsze choroby ziemniaka, w
tym zaraze ziemniaka oraz mokrg zgnilizne bulw. Wydaje sie, ze bardziej przydatne do pla-
nowanych badan bytoby omdéwienie mechanizmoéw odpornosci w ziemniaku wraz ze sposo-
bami oceny odpornosci na te choroby, niz omawianie innych choréb, ktére nie byty przed-
miotem badan.

Klarownie i ze znawstwem literatury przedmiotu Doktorant w kolejnych podrozdziatach
wstepu omowit klase katecholamin, ich wfasciwosci, biosynteze oraz role w tym procesie
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hydroksylazy jak i dekarboksylazy tyrozyny. Zostaty jasno przedstawione drogi metabolizmu
katecholamin w roslinach i zwierzetach i funkcje jakie w nich spetniajg. Doktorant przedsta-
wit dotychczasowe prace z roslinami transgenicznymi, ktére obejmowaty m.in. badania pro-
wadzone w jego macierzystym zespole kierowanym przez profesora Jana Szope - Skérkow-
skiego nad roslinami ze zmienionym poziomem katecholamin. Opisat szczegdtowo grupy
zwigzkow fenolowych wystepujgce w roslinach, regulacje ekspresji genéw zwigzanych z ich
biosyntezg, aranzacje enzyméw szlaku fenylopropanoidowego w kompleksy i ich wzajemne
powigzania. Omawiajac funkcje tych drugorzedowych metabolitéw Doktorant podkreslit role
jaka spetniajg w odpowiedzi rosliny na stres.

Materiat i metody

Widoczna jest bogata réznorodnos¢ metod wykorzystanych przez Doktoranta do
uzyskania odpowiedzi na postawione pytania badawcze. Swobodnie postuguje sie techni-
kami transformaciji roslin i identyfikacji uzyskanych transformantéw o wysokiej ekspresji
transgenu i biatka HT (RT-PCR, Northern, Western Blotting). Do charakterystyki profili me-
tabolicznych linii transgenicznych stosuje technike GC-MS, a zawartosci poszczegélnych
grup metabolitow frakcji rozpuszczalnych i zwigzanych w $cianie komérkowej analizuje
technika LC-MS. Dobiera i z powodzeniem stosuje metody do oznaczania zawartosci fla-
wonoidow, antocyjanin, chlorofilu, skrobi i cukréw rozpuszczalnych, celulozy, lignin, nad-
tlenku wodoru oraz potencjatu antyoksydacyjnego i badania ekspresji genéw.

Watpliwosci wywotuje zastosowana metoda oceny odpornosci roslin na zaraze ziem-
niaka dotyczgca sposobu zastosowania inokulum, dtugosci trwania testu (14 dni zamiast 6-7
stosowanych) oraz oceny porazenia. Nie jest podane zrédto wykorzystane do doboru meto-
dy. Brak nalezytych powtdrzen testu, aby oceni¢ odpornosc¢ roslin.

Niektére metody analityczne sg skapo opisane i brakuje podania zrédet wg ktorych je Dokto-
rant zastosowat. Brakuje informacji zrédtowej o genie HZ wykorzystanym do transformaciji.

Zbyt lakoniczna jest informacja o prowadzeniu uprawy polowej transformantéw. Nie-
jasna jest przyczyna niewykorzystania bulw badanych linii do rozmnozen polowych w drugim
i trzecim roku uprawy. Nie sg réwniez znane warunki prowadzenia roslin w polu, a trzyletnia
wszechstronna analiza metabolitéw wskazuje, ze wyniki analiz byty obarczone znacznym
btedem, ktérego mozna sie domysla¢ przy analizie uzyskanych istotnosci réznic wykazywa-
nych na wykresach. Wykonanie powtdrzen i dwuczynnikowa analiza wariancji uwzgledniaja-
ca wptyw lat zapewne pozwolitaby na zmniejszenie btedu doswiadczen.

Wyniki. Przebieg realizacji badan:
Do ziemniaka odm. Desireé drogg transgenezy Doktorant wprowadzit gen hydrolazy

tyrozyny z laboratoryjnej formy szczura wedrownego Rattus norvegicus. Z uzyskanych trans-
formantéw o potwierdzonej ekspresji genu i obecnosci jego produktu wybrat do dalszych
prac 5 linii transgenicznych (HTZ). Do badan poréwnawczych obok kontroli typu dzikiego,
czyli odmiany Desireé, Doktorant uzyt rowniez transgenicznej linii ziemniaka TD33 z nadeks-
presjg genu dekarboksylazy tyrozyny z pietruszki. W wybranych liniach badat profile metabo-
liczne (technikg GC-MS) wykazujgc analizg sktadowych gtéwnych istotne réznice profili mig-
dzy badanymi liniami transgenicznymi HTZ oraz kontrolg. Analizujgc zwigzki z grupy katecho-
lamin Doktorant uzyskat istotnie nizszy od kontroli poziom tyrozyny we wszystkich liniach
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HTZ, oraz w poszczegolnych liniach istotne spadki dopaminy, kwasu homowanilinowego,
metanefryny i adrenaliny. Doktorant stwierdzit w liniach HTZ brak istotnego wzrostu w po-
ziomie tyraminy i podniesiony poziom L-DOPY, ktéry byt istotnie wyzszy od kontroli w  linii
HTZ12. Doktorant wykazat relatywny spadek zawartosci 11 zwigzkéw z grupy cukréw roz-
puszczalnych i ich pochodnych we wszystkich liniach HTZ, przy czym spadki te byty istotne
dla poszczegdlnych linii HTZ. Analizujgc poziom kwaséw organicznych zwigzanych ze szla-
kiem oddechowym Doktorant wykazat w liniach HTZ w relacji do kontroli istotnie nizsza za-
wartos¢ kwasu a-ketoglutarowego oraz kwasu jabtkowego. Stwierdzit réwniez zmiany w za-
wartosci poszczegélnych aminokwaséw pomiedzy badanymi liniami. Na ogét nastepowat ich
spadek (np. proliny, izoleucyny, tyrozyny — uwaga dla ta ostatnia nie jest zaznaczona w tabe-
li 3 na czerwono). Linia HTZ12 wykazata istotny, trzykrotny wzrost zawartosci lizyny i oémio-
krotny wzrost zawartosci ornityny. Doktorant zbadat w liniach transgenicznych zawarto$é
pochodnych fenolowych szlaku fenylopropanoidowego w ekstraktach metanolowych i hy-
drolizatach scian komérkowych stosujgc technike UPLC-MS. Uzyskat w pojedynczych liniach
istotnie, bo dwukrotnie zwiekszony poziom waniliny, kwasu ferulowego, ferulo-tyraminy czy
aldehydu 4-hydroksybenzoesowego we frakcji zwigzanej. Analiza sumaryczna poziomu
zwigzkéw fenolowych oznaczonych zaréwno w metanolowych ekstraktach oraz hydroliza-
tach scian komorkowych linii HTZ wykazywata ich relatywnie wyzszy poziom, ale nie wykaza-
ta istotnosci tych rézni¢ w stosunku do kontroli. Doktorant stwierdzit brak zmian poziomu
zwigzkow fenolowych w linii TD33.
Zaobserwowane zjawisko zwiekszonej zawartosci pochodnych fenolowych Doktorant po-
twierdzit znajdujac podniesiony potencjat antyoksydacyjny linii transgenicznych mierzony
poziomem zwigzania rodnika DPPH , ktory w ekstraktach metanolowych byto istotnie wyzszy
do kontroli.
Odnotowujac zmiany w poziomie katecholamin w liniach HTZ, Doktorant zbadat reakcje
odpornosciowq linii HTZ na infekcje Phytophthora infestans. W tescie przeprowadzonym na
5 roslinach in vitro na genotyp stwierdzit stabsze porazenie zarazg ziemniaka trzech linii HTZ
w stosunku do typu dzikiego. Test w mojej ocenie jest obarczony metodycznymi btedami .
Przez trzy sezony (2012-2014) badane linie HTZ i linia TD33 byty ocenianie w uprawie
polowej. W ocenie fenotypow linii HTZ Doktorant odnotowat wczesniejsze zakwitanie po-
szczegOlnych linii oraz istotnie wyzszg liczbe bulw/krzak wytwarzanych przez linie HTZ w

stosunku do odmiany Desireé. Jednoczesnie wykazat, ze masa jednej bulwy linii HTZ byta
istotnie mniejsza w poszczegdlnych latach w stosunku do kontroli. Do tej oceny ustosunko-
wafam sie w czesciach recenzji dotyczgcych metod oraz dyskusji pracy.

Trzyletnia, wszechstronna charakterystyka procesow metabolicznych w liniach

zmodyfikowanych wykonana prze Doktoranta obejmowata analize tkanek naci, migzszu i
skorki bulw w poréwnaniu do niezmodyfikowanej odmiany Desireé.
Doktorant nie stwierdzit réznic istotnych od kontroli w zawartosci chlorofilu, jak i suchej
masy bulw linii HTZ. Doktorant wykazat, metodg Folina-Ciocalteu’a, podniesiony w stosunku
do kontroli, ogdlny poziom zwigzkéw fenolowych w naci linii HTZ. Zawartos¢ flawonoidow
byta istotnie wyzsza we wszystkich liniach HTZ oraz linii TD33, przy czym poziom antocyja-
néw nie ulegt zmianie w tych liniach. Doktorant odnotowat pewien wzrost zawartosci proan-
tocyjanidyny w liniach HTZ, istotny statystycznie dla poszczegdlnych linii w poszczegélnych
latach badan.



Doktorant analizowat metodg LC-MS zawarto$é poszczegdinych zwigzkédw fenolowych w obu
frakcjach tkanek zielonych z roslin rosnacych w polu. W badanych ekstraktach wyodrebnit
grupy kwasow fenolowych, pochodnych katecholaminowych oraz flawonoidéw. Poréwnujac
do poziomu niezmodyfikowanej kontroli Doktorant wykazat w liniach HTZ istotnie wyzsza
zawarto$¢ kwasu kumarowego, O-glukozydu kwasu kawowego, kwasu di-ferulowego oraz
kwasu chlorogenowego 3. Jednoczesnie odnotowat istotnie nizszg zawarto$¢ kwasu chloro-
genowego 2 oraz kwasu kawowego. Wéréd badanych pochodnych katecholaminowych wy-
kazat istotny wzrost zawartosci ferulo-tyraminy, ferulo-metoksytyraminy oraz kumarylo-
tyraminy we wszystkich liniach HTZ, zas nieistotne zmiany tych zwigzkéw w linii TD33. Nato-
miast obraz zawartosci tyrozolu byt odwrotny. Jedynie linia TD33 wykazata 45-krotny wzrost
tego zwigzku przy braku istotnej zmiany w liniach HTZ. Doktorant wykazat podniesiony po-
ziom flawonoidéw: kwercetyny i jej pochodnych oraz epigallokatechin we wszystkich liniach
zmodyfikowanych. Zawartos¢ epigallokatechin w linii TD33 byta az ponad 28-krotnie wyzsza
niz w kontroli. Rowniez w analizie hydrolizatow $cian komdérkowych tkanek zielonych Dokto-
rant wyréznit podniesiony poziom kwaséw fenolowych w liniach HTZ, w ktérych réwniez wy-
stapit istotnie podniesiony poziom pochodnych benzoesowych, przy jednoczesnym braku
istotnych zmian zawartosci tych zwigzkéw w linii TD33.

Potencjat antyoksydacyjny w ekstraktach metanolowych zielonych tkanek byt lekko podnie-
siony w stosunku do kontroli w trzech latach badan osiggajac statystyczng istotnosé¢ w 2013
roku dla dwoch linii HTZ12 i HTZ53. Podobng tendencje Doktorant znalazt we frakcji zwigza-
nej tkanek zielonych linii HTZ.

Doktorant, poniewaz uzyskat w liniach HTZ istotne zmiany w zawartosci zwigzkéw roznych
grup fenolowych, zbadat poziom ekspresji 16 genéw ze szlaku fenylopropanoidowego i 2
genow zwigzanych z przemianami skrobi. Analize prowadzit z uzyciem metody RT-PCR na
matrycy cDNA wykazujac wzgledng ilos¢ produktu w odniesieniu do genu referencyjnego w
poréwnaniu do kontroli. | tak dla gendéw syntezy katecholaminy wykazat w liniach HTZ brak
istotnych zmian w poziomie ekspresji dt, oraz istotny wzrost ekspresji gendw ppo i tht przy
braku zmian w aktywnosci tych genéw w linii TD33. Badajac ekspresje genéw biosyntezy
kwasow fenolowych Doktorant uzyskat podniesiony poziom ekspresji genu pal we wszystkich
liniach HTZ i linii TD33. Natomiast geny c4h i c3h miaty podniesiong ekspresje w liniach HTZ,
a nie miaty w linii TD33.

Z szesciu genow zwigzanych z syntezg flawonoidow, wiekszos¢ wykazywata podniesiong ak-
tywnos¢, ale nieistotng statystycznie. Z 6 gendw zwigzanych z biosyntezg lignin istotnie pod-
niesiong ekspresje genu ccr odnotowano w liniach HTZ8 i HTZ43, a istotnie obnizong ekspre-
sje genu cadl wykazano w liniach HTZ8 i HTZ28. W analizie ekspresji dwdch gendw zwigza-
nych z przemianami skrobi wykazano tendencje do wzrostu ekspresji genu sus w liniach HTZ,
a genu sps w linii TD33.

W trzyletniej ocenie zawartosci ligniny i celulozy w czesciach zielonych linii transgenicznych
z uprawy polowej Doktorant wykazat brak istotnych odchylen od kontroli typu dzikiego.
Doktorant przeprowadzit trzyletnia ocene bulw linii zmodyfikowanych, analizujagc osobno
migzsz oraz skorke bulw pod katem zawartosci skrobi i cukrow rozpuszczalnych, biatka, gli-
koalkaloidéw (w migzszu i skérce bulw) zwigzkéw fenolowych (we frakcji rozpuszczalnej i
zwigzanej) oraz flawonoidow i proantycjanidyny. W tych analizach istotne réznice w stosun-
ku do kontrolnej odmiany Desireé Autor odnotowat w spadku zawartosci skrobi w linii TD33
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przy jednoczesnym istotnie podniesionym poziomie cukréw rozpuszczalnych w tej linii. Po-
nadto we wszystkich liniach zmodyfikowanych wystapit istotnie nizszy od kontroli poziom
zawartosci solanidyny w skérce. Autor stwierdzat réwniez istotny spadek zawartosci a-
solaniny i a-chakoniny w skérce - w wybranych latach i w niektérych liniach HTZ. Analizujac
0golny poziom zwigzkéw fenolowych w migzszu bulw Autor wykazat pewng tendencje wzro-
stowgq ich zawartosci we frakcjach rozpuszczalnych linii zmodyfikowanych, natomiast spadek
w stosunku do kontroli we frakcjach zwigzanych. Poziom ogélny flawonoidéw w migzszu
bulw byt zréznicowany migdzy badanymi liniami a kontrolg, ale sporadycznie w sposéb
istotny.

Autor analizowat technika LC-MS zawartos¢ poszczegdlnych zwigzkéw fenolowych we frak-
cjach rozpuszczalnej i zwigzanej migzszu bulw i stwierdzit we frakcji rozpuszczalnej istotne
obnizenie poziomu kwasu kawowego w liniach zmodyfikowanych, przy podniesieniu zawar-
tosci rutyny i jej glukozydu, istotnym dla niektérych linii HTZ. We frakcji zwigzanej migzszu
bulw w liniach HTZ wsréd pochodnych benzoesowych wystgpit podwyzszony poziom kwasu
4-hydroksybenzoesowego, ktory byt istotnie obnizony w linii TD33. W zawartoéci kwasow
fenolowych frakcji zwigzanej wystgpit w liniach HTZ istotnie zmienny poziom kwasu kuma-
rowego, przy istotnym spadku jego zawartosci w linii TD33. Poziom kwasu kawowego byt
nieznacznie podwyzszony w liniach HTZ, za$ istotnie obnizony w linii TD33. Podwyzszone
zawartosci kwasu ferulowego nie byty istotnie rézne od kontroli.

Doktorant stwierdzit, ze potencjat antyoksydacyjny, mierzony procentem zwigzanego DPPH,
we frakcji rozpuszczalnej migzszu bulw miat wzglednie podniesiony poziom w liniach HTZS,
HTZ28 i HTZ43 a obnizony w liniach HTZ53 i TD33.

Skorka jest naturalng barierg chronigcg bulwe przed infekcjami i stresami srodowiskowymi.
Doktorant odnotowat w skérce bulw tendencje do podwyzszonej ogdlnej zawartosci zwigz-
kow fenolowych oraz istotnie wyzszy poziom flawonoidéw w liniach HTZ i TD33. Poziom tych
zwigzkow byt zdecydowanie wyzszy w skérce niz w migzszu bulw. Ponadto, we wszystkich
liniach w skorce bulw wystgpit istotnie wyzszy poziom zawartosci antocyjandw, co jest zwig-
zane z fenotypem typu dzikiego. Podwyzszony, w stosunku do kontroli, poziom proantycyja-
nidyny wystgpit w liniach HTZ, natomiast w linii TD33 odnotowano spadek jej poziomu.
Podobnie jak migzsz bulw tak i w skérce bulw linii transgenicznych Autor przeanalizowat
technikg LC-MS zawartosci réznych grup zwigzkéw wsréd pochodnych fenolowych jak kwa-
sow fenolowych, pochodnych katecholaminowych, pochodnych benzoesowych dodajgc do
techniki LC-MS analize widm (absorbancji i masowego). Wykazat, ze poziom badanych po-
chodnych fenolowych byt istotnie wyzszy w skérce niz w migzszu bulw. Podniesiony wzgle-
dem kontroli poziom kwaséw fenolowych oraz pochodnych benzoesowych wystapit w wiek-
szosci linii HTZ we frakcji rozpuszczalnej, a linia TD33 wyrdzniata sie istotnie wyzszym pozio-
mem kwasu kawowego i kwasu ferulowego oraz spadkiem zawartosci waniliny. Doktorant
stwierdzit podniesiony, relatywnie do kontroli, poziom pochodnych katecholaminowych w
liniach HTZ. Zawartos¢ tyrozolu byta istotnie wyzsza w trzech liniach HTZ i linii TD33. Wy-
konana przez Doktoranta analiza widm pozwolita zidentyfikowaé we frakcji rozpuszczalnej
szereg zwigzkow fenolowych pochodnych kwaséw kawowego i ferulowego oraz glikozydow
pelargonidyny, ktérych poziom byt istotnie wyzszy do kontroli typu dzikiego w liniach HTZ.
W tej analizie linia TD33 reagowata niskg zawartoscia glikozydow pelargonidyny oraz po-
chodnej kwasu kawowego.



W analizie technikg LC-MS frakcji zwigzanej skorki bulw linii transgenicznych Doktorant
stwierdzit istotny spadek zawartosci kwasu kumarowego w linii TD33, przy podniesionym
poziomie tego zwigzku w liniach HTZ. Linia TD33 posiadata relatywnie najwyzsza zawartos¢
wsrdd linii transgenicznych kwaséw fenolowych: kawowego oraz ferulowego oraz ferulo-
putrescyny. Pochodne katecholaminowe w hydrolizatach $cian komdérkowych miaty podnie-
siony poziom w liniach transgenicznych, ale jedynie dwie linie HTZ28 i HTZ53 wykazaty istot-
nie wyzszy od kontroli poziom ferulo-tyraminy. Rdwniez grupa pochodnych benzoesowych
wykazata podniesiony, w stosunku do typu dzikiego, poziom szeregu zwigzkéw, z ktérych
zawartosci  kwaséw  syryngowego i  protokatechowego oraz  aldehydu  4-
hydroksybenzoesowego byty istotnie wyzsze w badanych liniach zmodyfikowanych.
Potencjat antyoksydacyjny frakcji rozpuszczalnej i zwigzanej skorki bulw wiekszosci linii
transgenicznych HTZ byt istotnie wyzszy niz w kontrolnej odmianie Desireé.
Doktorant nie wykazat istotnych réznic w lekko podniesionej zawartosci ligniny w skérce linii
transgenicznych HTZ w stosunku do kontroli. Natomiast histochemiczne barwigc ligniny w
skorce bulw wykazat, ze najszersza warstwa lignin wystapita w linii HTZ53.
Doktorant zbadat porazenie bulw linii transgenicznych bakteriami pektynolitycznymi Pecto-
bacterium carotovorum i Dickeya sp. zakazajac po 5 bulw na genotyp. Oceniana masa zgnitej
tkanki bulw byta miarg stopnia porazenia. Test z udziatem P. carotovorum nie zréznicowat
badanych linii HTZ i kontroli wykazujgc minimalng mase tkanki zgnitej i nalezy go oceni¢ jako
nieudany. Natomiast bulwy linii HTZ 53 zakazane Dickeya sp. wykazaty silniejsze porazenie
(na poziomie kontroli), niz pozostatych linii HTZ. | ten test réwniez nalezy zaliczy¢ do stabych
oceniajac, ze w podatnej odmianie Desireé masa tkanki porazonej wynosita okoto 1 g. Dok-
torant nie stwierdzit istotnosci uzyskanych réznic w porazeniu linii.

Na zakonczenie czesci doswiadczalnej Doktorant przedstawit badania poziomu utleniania w
ocenianych liniach zmodyfikowanych.
Doktorant zbadat w roslinach in vitro poziom nadtlenku wodoru wykazujac, ze linie HTZ ma-
ja podniesiony jego poziom w stosunku do kontroli. A linia HTZ43 ma ten poziom istotnie
wyzszy. Nastepnie w liniach HTZ zmierzyt poziom transkryptow pieciu gendéw zwigzanych z
neutralizacjg wolnych rodnikéw. Stwierdzit, poréwnujgc do kontroli, spadek transkryptu ge-
nu kodujacego katalaze w badanych liniach HTZ oraz istotnie podniesiony poziom ekspresji
dysmutazy ponadtlenkowej (Cu-Zn). Zastosowany prze Doktoranta oprysk roztworem L-
DOPY roslin zmodyfikowanych spowodowat istotne podniesienie zawartosci nadtlenku wo-
doru w liniach HTZ w 3 i 6 godzin od momentu oprysku w poréwnaniu do kontroli oraz
istotng aktywacje genu dysmutazy ponadtlenkowej (Cu-Zn). Ponadto w traktowanych L-
DOPA liniach istotnie wzrdst po 6 i 12 godzinach poziom transkryptu oksydazy polifenolowej.

Dyskusja

Doktorant przedstawit stosunkowo krotkg dyskusje napisang z pewng swadg i w spo-
s6b przemyslany, wykazujgc dobrg znajomos¢ prac powigzanych z Jego badaniami. Nie miat
tatwego zadania, gdyz szereg uzyskanych przez niego wynikdéw szczegdétowych byto kontra-
dyktoryjnych wzgledem siebie

W dyskusji Doktorant wskazuje na pozytki wynikajace z dogtebnego poznania oraz
mozliwosci modyfikowania konkretnych szlakéw metabolicznych roslin przy zastosowaniu
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transformacji genetycznej. Dzieki obecnie dostepnym technikom i wiedzy molekularnej moz-
na modyfikowac szlaki metaboliczne i ich wzajemne oddziatywanie w roélinach w celu uzy-
skiwania podniesionej zawartosci poszukiwanych zwigzkéw, lub obnizania zawartosci tych,
ktore sa niepozadane. Obecny aspekt pracy doktorskiej byt skierowany na poznanie szlaku
biosyntezy i zrozumienie proceséw metabolicznych w szerokiej grupie fenylopropanioddw,
do ktorej naleza katecholaminy. Doktorant omoéwit dwie drogi biosyntezy katecholamin, réz-
ne dla swiata zwierzat i roslin, w sposéb komplementarny do informacji zawartych we wste-
pie pracy.

Doktorant przesledzit alternatywny przebieg szlaku biosyntezy katecholamin i zmian
zachodzacych w ich procesach metabolicznych w transformowanych liniach ziemniaka HTZ
ze zwierzecym genem hydrolazy tyrozyny w roslinach z in vitro, oraz z uprawy w polu. W
swoich analizach uzyskane linie HTZ poréwnat do odmiany Desireé oraz do linii TD33 z na-
dekspresja genu dekarboksylazy tyrozyny.

Doktorant stwierdzit, ze biosynteza katecholamin przez hydroksylacje tyrozyny nie
jest funkcjonalna w ziemniaku, a zachodzace procesy biosyntezy w liniach HTZ s3 przekie-
rowane na produkcje innych zwigzkéw. Wniosek ten opart na uzyskaniu zaktadanego wzro-
stu zawartosci L-DOPY, produktu dziatania hydroksylazy tyrozyny, ale i jednoczesnym odno-
towaniu spadku poziomu tyrozyny i fenyloalaniny w badanych liniach HTZ. Nie stwierdzit
rowniez spodziewanego wzrostu zawartosci katecholamin (dopaminy, adrenaliny). Wg Dok-
toranta autoutlenianie L-DOPY do melanin lub dziatanie PPO moze powodowac stres oksy-
dacyjny w roslinie, co objawito sie podniesionym poziomem nadtlenku wodoru w liniach
HTZ oraz podniesiong aktywnoscia dysmutazy ponadtlenkowej i obnizong aktywnoscig
katalazy. Jednoczesnie Doktorant zatozyt, ze L-DOPA moze ulegaé¢ konwersji do tyrozyny i
fenyloalaniny, substratéow szlaku fenylopropanoidowego, co moze doprowadzi¢ do zwiek-
szenia poziomu zwigzkéw fenolowych w roslinie. | ten podniesiony poziom zwigzkéw feno-
lowych w tkanka zielonych linii HTZ zostat przez Doktoranta znaleziony. Tendencja ta byta
stabilnie powtarzalna w Jego badaniach. Analiza UPLC-MS zawartosci poszczegélnych zwigz-
kow fenolowych wykazata zréznicowanie pomiedzy badanymi liniami HTZ a Doktorant pod-
kreslit obserwowane zmiany w poziomie pochodnych kwaséw kawowego i ferulowego.
Doktorant przedyskutowat wystgpienie podniesionego poziomu ferulo-tyraminy w liniach
HTZ i linii TD33, ktory byt wyttumaczalny w linii TD33 z nadekspresjg genu dekarboksylazy
tyrozyny. Wg. Niego w liniach HTZ po wprowadzeniu hydrolazy tyrozyny mogta nastgpic
badz rearanzacja w kompleksie enzymatycznym zwigzanym z biosynteza katecholamin
(co moze by¢ hipoteza do kolejnych badan), badz nastgpita odpowiedz rosliny na stres ok-
sydacyjny wywotany podniesionym poziomem RFT. Odnotowane zmiany w réznych gru-
pach zwigzkéw fenolowych sktonity Doktoranta do zbadania poziomu ekspresji 16 genow
zwigzanych z biosyntezg katecholamin, kwaséw fenolowych, flawonoidéw i lignin. Wigk-
szos¢ z badanych gendéw wykazata podniesiony w stosunku do kontroli poziom ekspresji poza
izoformami CAD1 i CAD2. Doktorant zwrdcit uwag na zwiekszony poziom amoniakoliazy fe-
nyloalaniny (PAL) w liniach HTZ i TD33. Podkreslit pewien spadek zawartosci kwasoéw chloro-
genowych i kwasu kawowego a wzrost zawartosci kwasu ferulowego i kumarowego w li-
niach HTZ. Kwasy te s3 istotne dla biosyntezy lignin w roslinie. Autor stwierdzit, ze zwiek-
szona aktywnosc ekspresji gendw zwigzanych z biosyntezg fenoli i lignin nie oddziatywata



na zawartos¢ samych lignin, gdyz ta nie ulegta istotnym zmianom w liniach transgenicz-
nych.

Doktorant odnotowat zwigkszony poziom amidéw tyraminy oraz kwaséw hydroksycynamo-
nowych w liniach HTZ z wprowadzonym genem hydroksylazy tyrozyny, czego nie stwierdzit
w linii TD33 z nadekspresjg genu dekarboksylazy tyrozyny. Doktorant postulowat, ze tyra-
mina nadprodukowana przy nadekspresji dekarboksylazy tyrozyny jest skierowana na pro-
dukcje tyrozolu a nie na synteze amidéw z kwasami hydroksycynamonowymi, gdyz w linii
TD 33 wystapit zdecydowanie wysoki poziom tyrozolu, przy nieznacznym jego wzroscie w
liniach HTZ.

W analizowanych liniach HTZ i TD33 wystgpita akumulacja flawonoidéw: kwercetyny i jej
pochodnych oraz epigallokatechiny, prekursora tanin, ktéra wykazata ponad 28-krotnie wyz-
szy wzrost od poziomu kontroli - odm Desireé. Autor postuluje, ze gwattowny wzrost ty-
rozolu oraz epigallokatechiny w linii TD33 oraz kierunki przemian tyraminy w liniach HTZ i
TD powinny by¢ przedmiotem dalszych badan.

Analiza poziomu ekspresji gendw zwigzanych z biosyntezg katecholamin wykazata wysoka
aktywnosci oksydazy polifenolowej (PPO) w liniach HTZ przy niezmienionym jej poziomie w
linii TD33. Wzmozona aktywnosci PPO jest taczona z silniejszg reakcjg obronng rosliny na
stres. Doktorant ttumaczy podniesiong odpornosé na patogeny linii HTZ wyiszym pozio-
mem transkryptu PPO. W linii TD33 poziom PPO nie byt rézny od kontroli, jednak linia ta nie
byta badana w testach odpornosciowych. Podniesiony poziom potencjatu antyoksydacyjnego
oraz pochodnych fenolowych, ktére majg wtasciwosci antyoksydantéw w liniach HTZ sktoni-
ty Doktoranta do przeprowadzenia testow oceniajgcych porazenie patogenami: Phytophtho-
ra infestans roslin in vitro oraz bakteriami pektynolitycznymi bulw z uprawy polowej. Oba
rodzaje oceny budzg moje powazne watpliwosci metodyczne i uzyskane wyniki uznaje za
mato wiarygodne, aczkolwiek rowniez oczekiwatam uzyskania efektu podniesionego pozio-
mu reakcji odpornosciowej na patogeny w badanych liniach. Doktorant na podstawie jedno-
razowo przeprowadzonych testéw na 5 roslinach in vitro i 5 bulwach z kazdej linii wyciggnat
wnioski o podniesionej odpornosci linii HTZ na zaraze ziemniaka oraz mokrg zgnilizne bulw.

Oksydaza polifenolowa to enzym, ktory w roslinach jest odpowiedzialny za utlenia-
nie takich zwigzkéw fenolowych jak L-tyrozyna, kwas chlorogenowy, kwas kawowy w pro-
cesie melanogenezy. Proces utleniania tyrozyny do L-DOPY i nastepnie do DOPA —chinondéw
rowniez jest kontrolowany przez PPO. Ciemnienie enzymatyczne migzszu bulw jest jedng z
najwazniejszych cech jakosciowych ziemniaka jadalnego. Z tyrozyny w wyniku jej utleniania
powstajg barwne zwigzki melaninowe, ktére w sposdb istotny obnizajg jako$¢ bulw ziemnia-
ka. Ciemnienie enzymatyczne migzszu bulw jest silnie skorelowane z ciemng plamistosciag
pouderzeniowg bulw ziemniaka. Poziom ekspresji obu tych, niekorzystnych cech jest zwigza-
ny z podniesiona aktywnoscia PPO w ziemniakach. Warto wiec zasugerowac, aby w posiada-
nych przez Zespét liniach HTZ zbada¢ w przysztosci poziom tych jakosciowych cech ziemnia-
ka.

Badane linie transgeniczne byty ocenianie w uprawie polowej przez trzy kolejne sezo-
ny, ale nie byty prowadzone z bulw. Ziemniak jest rozmnazany wegetatywnie przez bulwy.
Doktorant stracit okazje do, co najmniej dwuletniej, oceny zmodyfikowanych linii w warun-
kach polowych prowadzonych z sadzeniaka, co bytoby naturalnym sposobem uprawiania
ziemniakdéw. Jest szereg cech fenotypowych i agronomicznych ziemniaka, ktére nie da sie
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oceni¢ w pierws'zym sezonie po wyprowadzeniu roslin z kultur in vitro. Stad, wyniki dotycza-
ce wigzania wigkszej liczby bulw w liniach HTZ niz w odmianie Desireé, czy réznic w termi-
nach kwitnienia nie traktuje jako wigzagcego wyniku. Moge nadmieni¢, ze odm. Desireé, ktora
w doswiadczeniu Doktoranta wytwarzata ok 5-7 bulw /krzak, bulwe o sredniej masie 20g-40g
i plon na poziomie do100 do 300g/krzak - w normalnych warunkach polowych wigze ok 12-
15 bulw/ krzak, wytwarza raczej duze bulwy o wadze 100-120 g i ma plon na poziomie 1,0-
1,2 kg/krzak.

W podsumowaniu Doktorant wyszczegdInit 11 uzyskanych wynikéw, z ktérych na podkre-
slenie zastuguja wnioski analizujgce zmiany w szlakach biosyntezy katecholamin wywotane
wprowadzeniem do ziemniaka genu szczurzej hydrolazy tyrozyny.

Interesuje mnie opinia Doktoranta o tym jakie sg przestanki, ze w testach oceniajacych
porazenie patogenami linia TD33 moze wykazywaé mniejsze od wzorca porazenie naci
przez P. infestans oraz bulw przez bakterie pektynolityczne w warunkach tlenowych? W
przeprowadzonych przez Doktoranta testach linia ta nie byta poréwnawczo oceniana.
Uwagi redakcyjne

1. W tekscie wystapito szereg niescistosci nomenklaturowych:

a. W tytule dysertacji: Rattus norvegicus to gatunek szczur wedrowny a nie laboratoryj-
ny, gen hydrolazy tyrozyny pochodzit z linii laboratoryjnej tego gatunku

b. Str 20 stolony ziemniaka to nie ktgcza

C. Str 23 co znaczy ...rozpadanie sie catej partii przechowywanego materiatu?

d. Str 25 ..nie ma szczepdw ogdlnych PVY sg szczepy zwykte, podobnie jak PVYN™N nie
jest wirusem hybrydowym tylko szczepem zrekombinowanym.

e. Str 25 PLRV to potato leafroll virus, a po polsku wirus lisciozwoju

f. Str 27 co to sg poduszeczki lisci?

g. Str 31 gatunek jeczmien to Hordeum vulgare

h. Str 33, 76 Phytophthora infestans to zaraza ziemniaka a nie zaraza ziemniaczana

Str 52 ma by¢: odmiana ziemniaka Solanum tuberosum L. Desireé (cv. to angielski

skrot cultivar)
j. Str 53 do transformacji nie uzyto siewek a trzytygodniowe rosliny z in vitro
k. Str 58 niedokonczony podtytut 3.2.25.
I.  Str 62 podtytut 3.2.37.2. test odpornosci ,roslin z in vitro” a nie ,siewek ziemniacza-
nych” — siewka ziemniaka jest otrzymywana po wysianiu nasion ziemniaka
m. Str 78 ,srednia Swieza masa bulw na rosline” to plon bulw na krzak, a ,$Srednia Swie-
za masa jednej bulwy” to ciezar jednej bulwy
n. Str 79 liczba bulw na krzak a nie na krzew
o. Str 133-142 w spisie literatury Autor nie stosuje polskich skrotéow przy nazwiskach
autoréw i niewtasciwie skraca numeracje stron
2. Uwagi merytoryczne
a. Str 76 ..nie zaobserwowano prostej korelacji miedzy stopniem porazenia roslin po
infekcji patogenem a potencjatem antyoksydacyjnym, ani zawartoscig zwigzkow
fenolowych... a dalej na str 126 ,, stwierdzono ujemna korelacje miedzy pozio-
mem antyoksydantéw a stopniem porazenia”
b. Str 77 Ryc. 20A . brak opisu dla ramki i waséw i brak testu istotnosci réznic na

wykresie



C. Str86—to w linii HTZ43 a nie w linii HTZ8 wystapit 70% spadek poziomu kw. ka-
wowego

d. Str 126 ... linia HTZ43 cechowata sie najnizszym poziomem zwigzkow fenolowych
(zwtaszcza rozpuszczalnych) — tak, na ryc. 17. —ale juz nie na ryc. 18 i 24.

Podsumowanie

Generalnie, cze$¢ eksperymentalna pracy, mimo ztozonosci zastosowanych metod badaw-
czych, zostata przedstawiona przez Doktoranta w sposéb bardzo przejrzysty. Schematy oraz
wykresy, ktére przedstawit dobrze ilustrujg prowadzone badania i uzyskane wyniki i pozwala-
ja czytelnikowi pracy samodzielnie wnioskowaé o wystepujgcych prawidtowosciach. Jedno-
czednie nalezy podkredlic, ze Doktorant potrafit w zwigzty, logiczny sposéb podsumowac uzy-
skane wyniki, ktére w wielu przypadkach byty oryginalne. Doktorant wykazat sie umiejetno-
scig dyskutowania wynikéw wtasnych z danymi literaturowymi. Wyrazam pewien niedosyt
zwigzany z oceng fenotypowa materiatu badawczego, ktéra byta zbyt pobiezna w poréwna-
niu do wrazliwych metod molekularnych i biochemicznych opisujacych ten materiat. Zakres
badan, ktére wykonat Doktorant jest bardzo szeroki i pogtebia wiedze o drogach przemian
flawinopropanoidéw w roélinach, ktére od lat sa w sferze zainteresowan zespotu, w ktérym
pracuje.

Rozprawe doktorska mgr Kamila Kostyna oceniam pozytywnie i stwierdzam, e
przedstawiona do oceny rozprawa w petni spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim.
Wnosze o dopuszczenie mgr Kamila Kostyna do publicznej obrony pracy przed Rada Nau-
kowa Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego.
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