
Ocena
Pracy doktorskiej mgr Karoliny Kulak pod tytulem ,,Metabolizm wt6rny w odpowiedzi

immunologicznej wybranych gatunk6w Brassicaceae', rrykonanej w Zakladzie
Metabolomiki f,'unkcjonalnej Roslin, Instytutu chemii Bioorganicznej pAN w poznaniu

Wt6me metabolity ro6linne przez ilttgi okres czasu uwa2ane byty a odpadowe
ogniwo metabolizrnu podstawowego nie mai4ce znaczeria dla wzrostu i rozwoju roilin. w
odr62nieniu od metabolit6w podstawowych, powszechnie wystgpuj4cych we wszystkich
roslinach i pelni4cych funkcje budulcowe, energetyczne czy genetyczfie, vlt6me metabolity
ro6linne s4 charakterystyczne tylko dla okredlonych takson6w. Od pewnego czasu, dzigki
licznym obserwacjom drodowiskowym i postEpowi w analityce tych zwi4zk6w, istnieje coraz
wigcej dowod6w, Ze substancje te s4 tak samo waZle dla ro6liny, jak zdqzki metabolizmu
podstawowego i s4 miar4 dopasowania orgadzmu do warunk6w Srodowisk4 a wigc pehriq w
roilinie funkcje prze?yciowe. Dlatego teL wtz ze zmiatqpogl4du na ich funkcje zmienialo
sig podejscie do nazewnictwa. Aktualnie w krggach opiniotw6rczych zblizonych do takich
czasopism fachowych jak Phytochemistry, Plrytochemistry Letters, Phytochemical Analysis
czy towarzystwa naukowego Phytochemical Society of Europe lansuje sig pogl4d, 2e nie
powinno sig m6wi6 o ,,metabolitach wt6rnych" lecz ruczej o ,,rodlinnych substancjach
naturalnych". Pogl4d taki w nazewnictwie polskim pojawil sig juZ dawno temu, cho6 nie
wynikal z roli tych zwi4zk6w lecz z ich wystgpowaniem w okreSlonych taksonach. W ksi4Zce
Prof. Blaim4 kierownika Zakladu Biochemii ITING pojawila sig nazwa ,,substancje swoiste
rodlin uprawnych". Wydaje sig 2e termin ten do56 precyzyjnre oddaje charakter tych
zirq?k6w. Ale poniewa2 oficjalnie w nomenldaturze naukowej termin ,,wtomy metabolizm"
wystgpuje, zawarcie tego terminu w t5rtule rozprawy doktorsktej ndeiry uznal za poprawne.

Z uwagi na praktyczne znaczenie tych zwiqzk6w w Zywieniu, wigkszo36 z nich
uznawano za substancje antyZluieniowe lub wrgcz naturalne toksyny, a hodowla nowych
odmian ukierunkowana byla na ich eliminacjg z roSlin uprawnych. Znakomitymi przykladami
mogq by6 glukozynolany w ro6linach ktzy2owych, alkaloidy w lubinie, glikoalkaloidy
ziemniaka czy tarury bobiku. Eliminacja tych zrviqzk6w z roSlin spowodowala w wielu
przypadkach obnizenie ich odpomo6ci na strcsy Srodowiskowe, co mialo swoje konsekwencje
w ochronie roSlin i koniecznoSci stosowania syntetyczrych Srodk6w ochrony. JednoczeSnie
liczne prace dokumentowaly, 2e w niskich stg2eniach substancje te wykazujq prozdrowotne
dzialanie w organizrnie czlowieka, co zaowocowalo dynamicznie rozwijaj4cym sig rynkiem
wzbogacania Zywno5ci w nutraceutyki oraz wykorzystaniem farmaceutycnrym. Ponad 40Vo

innowacji w przemySle spozywczym polega aklualnie na wprowa&aniu r62nych substancji
naturalnych w celu podniesienia walor6w smakowych i zdrowotnych produkt6w
2ywnoSciowych.

Udzial substancji naturalnych w oddzialywaniach roSliny ze Srodowiskiem moze by6
r62noraki i czgsto przeciwstawny. Z jednej shony mog4 one pelnii funkcje obronne przeciw
patogenom, roSlino2ercom lub innym rodlinom, z drugiej strony mog4 pelniC funkcje
atraktan6w przywabiaj4cych barwq lub zapachem. Podobnie wytwarzanie substancji
naturalnym mo2e byd efektem dzialania czynnik6w abiotycznych. We wszystkich
przypadkach zmian Srodowiskowych rodlina reaguje zmianami w dynamice biosyntezy lub
degradacji substancji naturalnych. Nie zawsze zmiany te daje sig jednoznaczrie skorelowaC i
uzasadni6. Najtrudniej jest chyba w syhracji reakcji z patogenami, gdyz produkty naturalne
rue dzialajq specyficznie, lecz wykanj4 szerokie spektrum aktywnofci biologicznej,
posiadaj4 dlug4 historig ewolucyjn4 i dzigki istnieniu w naturze odpowiednich en4mr6w s4

szybko degradowalne, a ponadto mutacje wystgpuj4ce w Swiecie patogen6w powoduj4
powstawanie ich odpomoSci na obecnoS6 substancji naturalnych. Dlatego hodowla
odpornofciowa jest do56 Zmudnym procesem a jej efekty s4 kr6tkotrwale. Niemniej poznanie



mechanizm6w odpomoSci roslin na poziomie metabolicznym jest dla nauki wci4z duzym

wyzwaniem pomimo licznych opublikowanych na ten temat prac. Skorelowanie dynamiki

nagromadzania niekt6rych metabolit6w z ekspresj4 okredlonych gen6w pozwala lepiej pozna'

te inechanizmy i by6 moZe w przyszlosci pozwoli na takie manipulacje genetyczne kt6re

doprowadz4 do uzyikania pelnej odpomodci i stosowanie 6rodk6w ochrony roSlin w produkcji

roslinnej stanie sig zbykcme. Dlatego te2 ]uwa;zarn,2e temat Iozprawy doktorskiej wychodzi

naprzeciw tym oczekiwaniom i re)eiy vnad go za wysoce celowy.
Przedlozona do oceny praca doktorska obejmuje 151 stron maszynopisu; zawiera 9

tabel,37 rysunk6w i wykes6w, oraz266 pozycji cytowanej literatury.

Badania wlasne Doktorantk a poprzedzila 39 stronicowym przeglqdem literatury, w

kt6rym szczeg6lowo przedstawila interakcjg roslina-mikoorganizm, a w szczeg6lnosci znane

formy odpomosci wystEpuj4ce w roSlinach. Nastgpnie om6wila wybrane zwiqzki naturalne

zit4zane z ukladem immunologicznym roslin naleZ4ce do grupy fitoantycypin (saponiny,

glukozynolany, benzoksazynony czy gl*ozydy cyjanogenne) i do grupy fitoaleksyn
(tilbeny, terpenoidy, zvri4zki fenolowe itp.). Ta c2956 opisanajest doS6 pobie2nie z podaniem

jedynie wybranych przyklad6w np. w przypadku saponin s4 to interakcje awenacyna-Ggt czy

tez mniej znane antybiotyczne oddzialywania glikoalkaloidu tomatyny, podczas gdy bardziej

dokladne badania dotycz4ce biosyntezy saponin triterpenowych byly przeprowadzone na

modelowym gatunku bobowatych M. truncatula. Podobnie cytowanie w przypadku

benzoksa4mon6w pozycji z 1996 r. nie jest wystarczaj4co adekwatne i przypisl"wanie

aktyrvnosci biologicznej aglikonowej czgsci zwiqzk\ nie jest do korica prawdziwe. Dopiero

produkty degradacji aglikonu (BOA): 2-amino-3H-fenoksazin-3-one (APO)' 2-acetylamino-

3H-fenoksazin-3-one (AiAI'}O) i o-aminofenol (o-AP) wykazywaly stukrotnie wy2sze

aktywnoSci w stosunku do Cephalosporium grarnineum, Gaeumannomyces graminis var.

Graminis i Fusarium culmorum ni2 sam aglikon (Martyniuk i in. J. Agric. Food Chem.2006,
s4, 1036-1039).

W dalszej kolejnodci przeglqdu literatury, Doklorantka skupila sig na opisie gatunk6w

roSlin o poznanym genomie z rodziny krzy2owych wykorzystywanych w badaniach

tolerancji/reakcji na stresy biotycme i abiotyczne. Bardziej szczeg6lowo scharakteryzowala i
uzasadnila ce1owo56 wybrania do swoich badaf powszechnie wykorzystywanego gatunku

Arabidopsis thaliana oraz czterech innych gatunk6w czyli Capsella rubella, Cardamine
hirsuta, Arabis alina oraz Thellungiella salsuginea. W dalszej kolejno5ci do36 szczeg6lowo

opisala najbardziej poznatq grupg zwiqzk6w naturalnych roSlin kzy2owych tj.
glukozynolany, przedstawiaj4c ich struktury, biosyntezg, degradacjg i ich udzial w odpomoSci
roSlin. Om6wila r6wnieZ zwr4zkr nalelqce do grupy fitoaleksyn o strukturze indolowej
przedstawiaj4c ich biosyntezg i ft*cjglznaczenie w odpomoSci roSlin na patogeny. Dwa
zwi4zki z tej grupy tj. kamaleksyna i kwas indolilo-karboksylowy zostaly w tyrn opisie
szczeg6hie wyr6znione. Trzeci4 opisan4 doSd szczeg6lowo grupq wystgpuj4cq w ro5linach
krzyZowych sq fenylopropanoidy, zwiEzki do56 powszechnie wystgpuj4ce w roSlinach i do56

intensy,vnie badane z uwagi na latwoS6 detekcji w rozdzialach ckomatograficznych.
Ta czqid pracy napisanajest bardzo starannie i logicznie, ptzez co latwo wprowadza

czl.telnika w meritum zagadnienia. Cy.towana literatura to gl6wnie najnowsze pozycje
obcojEzyczne, prawidlowo wyselekcjonowane z natloku dostEpnej informacji. Ta umiejgtno5i
selekcji i doboru pozycji najbardziej istotnych Swiadczy o dobrym rozeznaniu doktorantki w
piSmiennictwie Swiatowym i najnowszych osi4gnigciach badan w zakresie jej zainteresowari.

PrzeglEd literatury doSi dobrze wprowadza c4l,:elrnka w nastppny rozdzial, jakim jest
jasno sprecyzowany cel pracy. Celem gl6wnym jest charakterystyka zmian zachodzqcych w
szlakach metabolicznych zwi4zurych z odpowiedzi4 odpomodciow4 na infekcjE grzybem
nekrotroficznym Plectosphaerella cucumerina (szczep zaadoptowany i nie zaadaptowany na



A. taliana) gatunk6w z rodziny Brassicaceae. celem wt6rnym jest identyfikacja nowychzwipk6w pelniqcych funkcje obronne oraz poznarie szlak6w ich biosyntezy.
Metody badawcze zastosowane w recenzowanej pracy s4 poprawne i nie budz4

zastrzezeh. lch du;za r62no_rodnos6 swiadczy o b*tro 
- 
*yroti"t, umieigtnodciach

analitycznych Doktorantki. 
. 
wprawnie_ postuguje sig zar6wno technikami inzynierii

genetycznei, iak i metodami oznaczatia zwipkow naturalnych. rot un portrgiGo ,igwieloma technikami chromatograficznymi takimi jak:, UpLC-pDa, uplc-MsIws .razbazami danych sluz4cych do_ wstgpnej identyfikacji nieznanych .*iqrk6* 
- 
ponuato ,

powodzeniem stosuj e metody ekstrakcj i zwi4zk6w natur alnych z matycy .oStin 
".i 
. -

-- Ustosunkowui4c sig krytycznie do tej czgdci pracy nie lest lasne dla" recenzenta
dlaczego inokulacjg grzybem patogennym prowadzono ,u ,oslinu"h rosn4cych * ao"i"**h
przy naturalnym oswietleniu, natomiast MAMp stosowano na rosliny rosn4ce w warunkach invitro (schemat na stronie 52) utrzymywane pod komor4 laminarn4. ioniewa:z *u-nr.r
wztostowe rosliny determinui4 w duzyrn stopniu profil metaboliczny (wanxio in vitro
,oaczrie go.tpraszczai4) por6wnyrvanie tych dw6ch obiekt6w.lest *qpti*". Mo2e tu by6 te2
znaczEcy wiek rodlin kt6ry dla roilin_ doniczkowych wlmosii +-s tygodni podczas jdy w
warunkach in vitro 13 dni. Brak r6wnie2 informacji o skludri" <*iuiti * obu przypaikactr.
Ponadto trzy powt6rzenia w przypadku badan metabolomicznych stanowi niezbgdne
minimum, chociaz wedtug ,,dobrej praktyki laboratoryinej,, dotycz4cij takich badan zaleca sig
stosowanie 5 lub 6 powt6rz eh Qntrz literatura poni2ej):

Oliver Fiehn i in., Minimum reporting standards for plant biology context information in metabolomic studies,
Metabolomics (2007) 3 :19520 I ;

!t-"v-d w Sumner i in., Proposed minimum reporting standards for chemical analysis Chemical Aralysis
working Group (cAWG) Metabolomics standards Initiative (MSI). Metabolonics (200i) 3:zlt1zl.

Do wyjadnienia przez Doktorantkg pozostaje r6wnie2 sprawa samej ekstrakcji pr6b
roslinnych. Ekstrakcig prowadzono za pomoc4 DMSO (2.5 pL DMSO ,u i -g dwiezej masy
pr6by). Do ekstrakcji pobierano 200 mg materialu roslinnego co po przeliczenlu daje ti,5 mL
DMSO na 200 mg Swie2ego materialu roslinnego. wedlug recenzenta jest to Lbyt' 

^auobjgtoS6 ekstraktanta. Wedlug prawidel fitochemicznych stosunek ekstrakianta do materialu
ekstrahowanego powinien wynosii 10:1. Uwzglgdni 6 nale|y r6wnie2 zawartosi wody w
Swiezym materiale roslinnym kt6rej jesli przyjqt ze bylo jej g0% to faktycznie ekstraktant
zawierul 0.5 mL DMSO+0.16 mL wody. Mogla ona mie6 duzy wplyw na ekstrakcjg
zwiqzk6w bardziej hydrofobowych. Z uwagi na te okolicznoS ci n ezalo iastosowa6 standard
wewngtrzny ( a najlepiej dwa o r62nej polamodci) i okreslii dla nich wydajnos6 i
powtarzalnod6 ekstrakcj i. wydaje sig, 2e brak wzorca wewngkznego i walidacji metody moze
byd problemem przy publikacji wynik6w w fachowych czasopismich.

Paragraf rY zawierai4cy zestawienie wynik6w badan jest napisany bardzo
przejrzy(;cie i logicznie. zawiera on wszystkie dane dotycz4ce doboru szciep6w p.
cucumerina do inolukacji rodlin, identyfikacjg metabolit6w przeprowadzon4 wstgpnie na
podstawie widm absorpcyjnych UV i czas6w retencji manych zwi4zk6w oraz ideniyfrkacjg
metabolit6w metodq wysokorozdzielczej spektrometrii mas. Metody chromatograficzne
pozrrolily r6wniez okredlii zr6znicowanie w odpowiedzi metabolomicznej badanych
gatunk6w roslin krzy2owych, ozraczyl zmiany ilosciowe w akumulacji metabolit6w, lak
r6wnie2 okreslid zasigg filogenetyczny indukowanych zwiapklw. w czgsci genetycznej
badania pozwolity okresli6 zalezno(;ci filogenetycme i ffanskryptomiczne szlak6w
metabolicznych zitqzanych z odpowiedzi4 odpomoSciow4. Ten paragraf nie budzi
zastrzeae$-

Ciekawie przedstawiona jest t6wnie2 dyskusja uzyskanych wynik6w. W sumie udalo
sig odpowiedzie6 na gl6wne zaloZenie celu pracy tj. zidentyfikowa6 35 zwiqzk6w
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naturalnych, kt6re w wyniku inokulacji grzybem P' ,cu-cumerina 
lub w wyniku rozpoznania

*r"r"" '."[f."lamego zwiqzanego ' futog"n"- byly, w macz4co wigkszych iloSciach

Jr-uio**. w badinych gatunkich' ziiq'*' te nalezaly do gtpy metabolit6w indolowych

ru;6il;"ia"*y"t,. iie s4 to struktury nieznane lecz taczej wcze6niej opisane w

il "r"i*i". 
bprocz tych dw6ch grup zidentyfikowano kilka zwiqzk6w bgdqcych pochodnymi

t*u.O* b"-o"ro*"go i t"rp"rriidO* a tak2e aminokwas6w i ich pochodnych' Pozwolilo to

;;;;;;k ze ; rqzki-te pelni4 istotn4 rolg w odpowiedzi odpomoSciowej w badanvch

paltunkach roSlin. JednakZ" re*"ju posiczeg6lnych gatunk6w byla tbina co mialo

Iar*i".i.ai"rie w zr6znicowaniu sirukturalnym w tych gatunkach, jak i w stopniu wzrostu

akumulacji.ledynie24o/ozw.iTk6wwykazy.walozwigkszonqakumulacjgwprzynajmniej
a*O.tt ,'badanych gatunk6w, "o 

*tku .1" na ogrorrne zr6inicowanie w odpowiedzi

,pot.*"iony"fr' gutiokO* na zakuzenie patogenem i utwierdza w przekonaniu o

6.tro[*iu zmiim ewolucyjnych odpomoSci ro6lin zwiqzanej z substancjami naturalnymi.

iiliii.s"i ewolucyjne staje siE ieizcze bafiziei wyraziste po skorelowaniu danych

-"tubolo-i.orych i wynikami na ioziomie genomu i. transkryptomu ' Ta c2956 pracy jest

mocno uwl.puklona we wnioskowaniu uwzglgdniaj4cym przeprowadzone badania

g"n.,y"rn". 
'W 

rozdziale VI na 11 sprecyzowanych wniosk6w fi 7 dotyczy obserwacji na

;;;t# lenetycmym. Doktorantka- zauwaza w nich, 2e gerly zvtiqzane w metabolizmem

iryptofanriw A. thaiiana posiadaj4 przynajmniej w jednym z badanych gatunk6w ortologi,

ki6'r" ,u"ho*uly swoj4 funkcjg * odpo*i"aii odpomoSciowej. Ciekawy jest r6wnie2 wniosek

r"g"-.la"y, ze gt6frymi mechanizmami prowadz4cymi do dpversyfikacji 
. 
zwiqzk6w

ffi;;ir;;h w btsko spokewnionych gatunkach jest d,plikacja i neofrurkcjonalizacja oraz

utrata zdotnoSci ekspresji potr.""g6lt yih gen6w' Bardzo ciekawy i o szerszym maczeniu'

F;;.; wniosek *.t-u,14"y na Uiak r-ia, w ekspresji gen6w zwi4zanych ze szlakiem

ienylopropanoidowym co moie wskazywa6 na regulacjq tego szlaku na- poziomie

poti*rtu"yjny*. Szlak fenylopropanoidowy ryd-aie sig by6 doSi specyficz'It *
L"t*"fi#i. ."Slinnym, gdyL m podstu*i. danych literaturowych wiadomo, 2e zmiany w

akumulacji tych z:rtiqzk'w zachodz4 w roslinie nie tylko pod wplywem zakazenia patogenem,

ale r6wniez w innych przypadkach dzialania na ni4 czynnik6w biotycmych i abiotycmych.

Nie mo2na go wigc jeinomacmie wtszai z frrnkcj4 odpomosciow4 w stosunku do takiego

czy innego patogerw czy szkodnika." fryrilti Lyskane przez Doktorantkg w ocenianej dysertacji stanowi4 cenny naukowo

material pooru*iry. Ctriiattym wyruane podkreSli6, 2e jest to material bardzo bogaty i
*i"to*etio*y, o cennych dh nauki wnioskach. Przedstawione uwagi krytyczne, jakie

zawarlem w ocenie majq oczywiscie charakter dyskusyjny i w niczym nie umniejs"aj4 mojej

wysokiej oceny przeditawionej do recenzji pracy. UwaZam, 2e za\ilera ona wiele bardzo

inieresujicych 
-w4tk6w 

(o niekt6rych nie wspominalem w ocenie), a zastosowane techniki

badawcze, 
- 

ich r62norodno56, dobra znajomosi literatury, umiejgtnos6 klarownego

przedstawienia wynik6w, swiadczq o dobrym przygotowaniu Doktorantki do pracy naukowej.

irrzedstawiona do oceny praca odpowiada wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim.

W zwipku z poryiszym stawiam wniosek o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Kulak do

publicznej obrony swojej PracY.
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