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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Siwiriskiej pt.: ,, Zmiennoé¢
naturalna Arabidopsis thalina jako narzedzie w badaniach molekularnych

podstaw biosyntezy kumaryn”

Praca zostata wykonana w Zaktadzie Ochrony i Biotechnologii Ro$lin Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Promotorem ocenianej rozprawy jest prof. dr hab. Ewa tojkowska, promotorem
pomocniczym - dr Anna lhnatowicz. Badania opisywane w rozprawie doktorskiej mgr
Siwiniskiej miaty na celu lepsze poznanie szlaku biosyntezy kumaryn poprzez: (1) oznaczenie
zmiennosci naturalnej w zakresie akumulacji kumaryn (skopoletyny i skopoliny) w korzeniach
28 ekotypow Arabidopsis thaliana, (2) wybranie na tej podstawie odpowiedniej populacji
mapujacej i przeprowadzenie mapowania QTL, (3) wytypowanie, na podstawie mapowania
QTL, regiondbw w genomie a nastgpnie gendw kandydujacych, odpowiadajacych za
zmiennos¢ poziomu badanych kumaryn oraz (4) scharakteryzowania wybranych genéw
kandydujacych i ich produktéw.

Uktad rozprawy jest do$¢ typowy - zawiera nastepujace czesci: Wstep, Cel Pracy,
Materiat i Metody, Wyniki potaczone z Dyskusja, Podsumowanie, Wnioski, Referencje oraz
Aneks z siedmioma zafacznikami. Napisana w jezyku polskim rozprawa poprzedzona jest
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa zawiera takze spis tresci, wykaz
skrotow w uktadzie alfabetycznym oraz spis tabel i rycin, przy ktérych niestety nie podano
numerow stron.

We wstepie autorka omawia najpierw budowe i funkcje biologiczng kumaryn,
wiasciwosci i rodzaje zwigzkéw kumarynowych w réznych roélinach, schemat biosyntezy oraz
enzymy biorace udziat w biosyntezie kumaryn u A. thaliana. W kolejnych czesciach wstepu

mgr Siwiriska koncentruje sie na zjawisku zmiennoéci naturalnej u A.thaliana oraz metodach



badania tej zmiennosci prowadzacych do poznania genetycznego podtoza cech ilosciowych
(charakteryzujgcych sie zmiennoscig ciggta). Autorka w przystepny i zwiezty sposéb omawia
metody mapowania QTL (loci cech ilosciowych; ang. Quantitative Trait Loci), wyjasnia
podstawowe pojecia zwigzane z mapowaniem genetycznym, nazwy roéznych rodzajow
populacji mapujacych, opisuje metody mapowania QTL, w tym metody CIM i MQM, ktérymi
postugiwata sie w pracy oraz wykorzystywane do detekcji regionow QTL programy
komputerowe. ,Wstep” dobrze przygotowuje czytelnika do zrozumienia dalszej czesci
rozprawy doktorskiej. Jednoczesnie chciatam podkredli¢, ze ta cze$¢ rozprawy potwierdza
dobre opanowanie przez doktorantke omawianych zagadnien oraz umiejetnosé¢ ich
logicznego przedstawienia.

W rozdziale ,,Materiaty i Metody” doktorantka najpierw opisuje materiat roslinny oraz
procedury zwigzane z przygotowaniem materiatu roslinnego. Doceni¢ nalezy przede
wszystkim dokfadny i szczegétowy opis warunkéw hodowli roslin oraz podanie wielu
istotnych, (ale czesto pomijanych przez badaczy) informacji zwigzanych z przygotowaniem
materiatu rodlinnego. Informacje te umozliwiajg powtdérzenie eksperymentu z zachowaniem
tych samych warunkéw, co moze mieé istotne znaczenie przy oznaczaniu poziomu
metabolitéw wtornych. Nastepnie opisywane sg metody identyfikacji kumaryn, od dosc
prostej metody chromatografii cienkowarstwowej (TLC), wykonywanej osobiscie przez
doktorantke do metod znacznie bardziej skomplikowanych, takich jak chromatografia
gazowa sprzezona ze spektrometrig mas [GC-MS], wysokosprawna chromatografia cieczowa
[HPLC] i ultrasprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas [UPLC-MS])
wykonywanych w dedykowanych laboratoriach. Metoda QTL opisana jest w dwdch czesciach,
(1) QTL do mapowania danych uzyskanych przy uzyciu TLC oraz (2) QTL do mapowania
danych uzyskanych z analiz HPLC. W dalszej czesci nastepuje opis stosowanych metod
biologii molekularnej i metod biochemicznych. Rozdziat ,Materiaty i Metody” zostat
przygotowany bardzo rzetelnie.

Nastepna czescig rozprawy jest rozdziat , Wyniki i Dyskusja”. Jest to najbardziej obszerna
cze$¢ rozprawy obejmujgca prawie 60 stron, 40 rycin i 11 tabel. Bytam nieco zaskoczona
faktem potaczenia przez mgr Siwinskg Wynikéw i Dyskusji w jeden rozdziat, poniewaz
rozprawa stata sie w ten sposéb znacznie mniej przejrzysta. Rozdziat ,Wyniki i dyskusja”
zostat podzielony na 5 czesci. W pierwszej czesci doktorantka opisuje mapowanie QTL na

podstawie wynikéw oznaczenia poziomu kumaryn metodg TLC (zastosowana zostata tutaj



jedna metoda mapowania). W wyniku tego mapowania zidentyfikowano dwa regiony QTL
zlokalizowane odpowiednio na chromosomie 1 i 3. W nastepnej czesci znajduje sie opis
identyfikacji skopoletyny i skopoliny za pomoca HPLC. Czes¢ trzecia zawiera opis mapowania
QTL na podstawie wynikow oznaczenia opisanego w czesci poprzedniej. W tym przypadku
analiza QTL prowadzona bytfa (niezaleznie dla poziomu skopoletyny i poziomu skopoliny) za
pomocg dwéch metod. Metoda CIM pozwolita na zidentyfikowanie 5 regiondw QTL
warunkujacych poziom skopoletyny (po jednym na kazdym chromosomie) oraz dwdch
regionéow QTL warunkujgcych poziom skopoliny (na chromosomie 1 i 5). Metoda MQM
pozwolita na zidentyfikowanie 5 regionow QTL warunkujgcych poziom skopoletyny (po dwa
na chromosomie 1 i 3 oraz jeden na chromosomie 5) oraz jednego dla skopoliny na
chromosomie 5. W nastepnej czesci opisano analize genow kandydujgcych w wytypowanych
trzech zbiorach QTL: (1) metodg MQM na podstawie analizy TLC, (2) metodg CIM na
podstawie analizy HPLC i (3) metodg MQM na podstawie analizy HPLC. W kazdym przypadku
wybrano szereg mutantow insercyjnych w genach kandydujacych (kodujgcych zaréwno
czynniki transkrypcyjne jak i enzymy), w korzeniach tych mutantéw oznaczono poziom
skopoletyny a nastepnie przeanalizowano kilka najbardziej obiecujgcych genéw kodujgcych
enzymy. Ostatnia, pigta cze$¢ tego rozdziatu jest najbardziej obszerna i dotyczy
charakterystyki biologicznej roli wybranych dioksygenaz. Wynika to z faktu, iz gen kodujacy
enzym nalezacy do rodziny dioksygenaz zostat wytypowany w trakcie mapowania QTL oraz z
faktu, ze z danych literaturowych wynikato, ze dwie inne dioksygenazy odpowiedzialne sg za
ostatni etap syntezy skopoletyny. Ponadto, opisane w tej czeséci badania pozwolity na
scharakteryzowanie funkcji biologicznej jednego z enzymdw nalezgcych do rodziny
dioksygenaz, jako hydroksylazy 8-skopoletyny (SH8). Powstajgcy produkt, fraksetyna, jest
zwigzkiem chelatujacym Fe®. Wyniki opisane w rozprawie oraz dane literaturowe
jednoznacznie wskazujg na wiodaca role kumaryn w kontroli pobierania zelaza przez rosliny.
Interesuje mnie czy i w jakim kierunku kontynuowane bedg badania dotyczace tego
zagadnienia.

Moje gtéwne uwagi krytyczne zwigzane z rozdziatem , Wyniki i Dyskusja” dotycza uzycia
mylaco niejednoznacznych nazw zidentyfikowanych regionéw QTL (w trzech niezaleznych
zbiorach uzyskanych w wyniku trzech analiz QTL). Ten sposéb oznakowania regionéw QTL
nie tylko utrudnia zrozumienie pracy, ale takie komplikuje opis wynikdéw, poniewaz

niejednoznaczna numeracja zmusza autorke do ich opisowej identyfikacji.



Pod wzgledem edytorskim rozprawa zostata przygotowana starannie. Opisy rycin i tabel
sq jasne. Tekst zawiera bardzo niewiele literéwek np. na str.100 stowo ,kandydujgcy”
powinno zostac zastgpione sfowem ,kodujgcy”, na str. 130 brakuje ,n” w wyrazie ,kumaryn”.
Inne drobne uwagi wymieniane z obowigzku recenzenta to: wspomniany juz wyzej brak
odnosnikow do stron w spisie tabel i rycin oraz niejednorodnos$¢ w sposobie cytowania
literatury (zaleznie od czasopisma autorka podaje numer zeszytu lub nie, po numerze tomu
jest dwukropek, $rednik lub nie ma zadnego znaku, czasem jest podany tylko rok publikacji a
czasem petna data itp.).

Wspomniane powyzej uwagi krytyczne nie umniejszajg wartosci rozprawy. Stwierdzam,
ze przedstawione w rozprawie wyniki sg oryginalne i stanowig istotny wkfad nie tylko w
badanie molekularnych podstaw biosyntezy kumaryn, ale takie w okreslenie roli tych
metabolitéw wtérnych w regulacje pobierania zelaza przez rosliny. Recenzowana przeze
mnie rozprawa doktorska spetnia ustawowe warunki dotyczace przyznania tytutu
doktorskiego i z petnym przekonaniem stawiam wniosek o dopuszczenie pani mgr Joanny

Siwiniskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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