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Zofia Szweykowska-Kulinska, prof. dr hab. Poznan, 26.05.2015
Zaktad Ekspresji Genow
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Wydziat Biologii
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Siwinskiej zatytulowanej ,,Zmiennos¢
naturalna Arabidopsis thaliana jako narzedzie w badaniach molekularnych podstaw

biosyntezy kumaryn”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Joanny Siwiﬂékiej zostala wykonana
w Katedrze Biotechnologii, Zaktadzie Ochrony i Biotechnologii Roslin
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Ewa Lojkowska, a
promotorem pomocniczym dr Anna Thnatowicz. W Zaktadzie prowadzi si¢ miedzy
innym badania nad zwigzkami chemicznymi produkowanymi przez rosliny w odpowiedzi
na atak patogenow (grzyby, bakterie, wirusy) i wykorzystaniem tego rodzaju zwiagzkow
w ochronie roslin. Oceniana praca doktorska zawiera wyniki badan molekularnych nad
podstawami biosyntezy kumaryn, a takze nad naturalng zmienno$cia w obrebie gatunku
Arabidopsis thaliana pod katem zawartosci kumaryn i identyfikacji istotnych elementéw
genetycznych zwigzanych z wydajng synteza tych zwigzkow. Praca mgr Joanny
Siwinskiej znakomicie wpisuje si¢ w tematyke badawcza Zakladu Ochrony i
Biotechnologii Roslin.

Kumaryny sa dwupier$cieniowymi pochodnymi benzo-o-pironu i sg syntetyzowane
gtéwnie w korzeniach roslin. Majg znaczenie farmakologiczne (antykoagualcyjne,
uspakajajace i przeciwnowotworowe), kosmetyczne (wartosci zapachowe, wzmacniania
naczynek limfatycznych 1 pobudzania przeptywu krwi). Nalezy jednak pamigtac, ze
niepodstawiona kumaryna jest zwigzkiem toksycznym, ktéry podany doustnie w
znaczacej ilosci moze wywolaé marskos$¢ watroby.

Z uwagi na cenne wlasciwosci 1 zastosowania w przemysle farmaceutycznym,

kosmetycznym, a takze na potencjat aplikacyjny jako $rodek ochrony roslin uwazam, ze
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badania nad biosynteza kumaryn i jej podstawami genetycznymi sg ze wszech miar

zasadne i pozadane.

W pracy doktorskiej zajgto si¢ przede wszystkim kumaryna prosta - skopoletyna i jej
pochodng glikozydowa — skopoling (B-D-glukozyd skopoletyny). Punktem wyjscia pracy
doktorskiej (czgsciowo wykonanym juz w trakcie realizacji pracy magisterskiej) bylo
przetestowanie 28 ekotypow A.thaliana pod kgtem zawartosei skopoletyny w korzeniach.
Okazalo sig, ze istnieje zmiennosé naturalna w gromadzeniu skopoletyny przez rosliny
réznych ekotypéw. W wyniku przeprowadzonych badan podzielono ekotypy na te z
duzg, Srednig i malg zawartoscia tej kumaryny. Podstawowy, najlepiej poznany od strony
genetycznej ekotyp — Columbia 0 (Col-0) charakteryzowat sie $rednim poziomem
badanej kumaryny, a ekotyp Estland (Est-1) — najwyzszym. Pickng strong badan
prowadzonych na rzodkiewniku jest to, Zze mozna bylo zaméwié i sprowadzié populacje
mapujgcg interesujgcej krzyzéwki Col-0 x Est-1 w celu identyfikacji gendow
warunkujgcych biosyntezg enzymoéw i czynnikéw odpowiedzialnych za regulacje
ekspresji tych enzymow. Analize¢ wykonano na okoto 150 osobnikach stosujac dwa rézne
podejscia metodyczne w oznaczaniu skopoletyny/skopoliny: tradycyjna, pétilosciows
technikg TLC i czulg i ilosciowa HPLC, w ramach ktorej w wybranych frakcjach
zawierajgcych badane kumaryny potwierdzono obecno$é skopoletyny za pomoca
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC/MS).

Ilo$¢ zidentyfikowanej skopoletyny przyporzgdkowano danym genotypowym i
markerom mapy genetycznej dla badanej populacji mapujacej. W przypadku analiz
zawartosci skopoletyny metoda TLC zidentyfikowano dwa rejony QTL — jeden na
chromosomie 1, a drugi na chromosomie 3. Przy tej okazji chcialabym zapytaé dlaczego
Autorka analizowata w tym wypadku tylko dane fenotypowe wynikéw zawartosci
skopoletyny wzgledem pierwszego powtérzenia populacji mapujacej, dysponujac
przeciez jeszcze dwoma powtdrzeniami biologicznymi. Dlaczego uznata wlasnie to
powtorzenie za najbardziej reprezentatywne dla zawartosci skopoletyny? W drugim
podejsciu przeprowadzono analize danych fenotypowych (zawartosci skopoletyny i

skopoliny) okreslonych metoda HPLC. W tym przypadku cheialabym zapytaé o figure
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