Ocena
Pracy doktorskiej mgr Karoliny Kulak pod tytulem ,,Metabolizm wtérny w odpowiedzi
immunologicznej wybranych gatunkéw Brassicaceae” wykonanej w Zakladzie
Metabolomiki Funkcjonalnej Roslin, Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu

Wtorne metabolity roslinne przez diugi okres czasu uwazane byly za odpadowe
ogniwo metabolizmu podstawowego nie majace znaczenia dla wzrostu i rozwoju roglin. W
odroznieniu od metabolitéw podstawowych, powszechnie wystepujgcych we wszystkich
roslinach i pelniacych funkcje budulcowe, energetyczne czy genetyczne, wtorne metabolity
roslinne sg charakterystyczne tylko dla okreslonych taksonéw. Od pewnego czasu, dzieki
licznym obserwacjom srodowiskowym i postgpowi w analityce tych zwigzkow, istnieje coraz
wigcej dowodow, ze substancje te sg tak samo wazne dla rosliny, jak zwiazki metabolizmu
podstawowego i s3 miarg dopasowania organizmu do warunkéw $rodowiska, a wiec petnig w
roslinie funkcje przezyciowe. Dlatego tez wraz ze zmiang pogladu na ich funkcje zmieniato
si¢ podejscie do nazewnictwa. Aktualnie w krggach opiniotwérczych zblizonych do takich
czasopism fachowych jak Phytochemistry, Phytochemistry Letters, Phytochemical Analysis
czy towarzystwa naukowego Phytochemical Society of Europe lansuje sie poglad, ze nie
powinno si¢ méwi¢ o ,metabolitach wtérnych” lecz raczej o ,rolinnych substancjach
naturalnych”. Poglad taki w nazewnictwie polskim pojawil sie juz dawno temu, cho¢ nie
wynikat z roli tych zwigzkéw lecz z ich wystgpowaniem w okreslonych taksonach. W ksiazce
Prof. Blaima, kierownika Zaktadu Biochemii IUNG pojawila si¢ nazwa ,,Substancje swoiste
ro$lin uprawnych”. Wydaje si¢ ze termin ten do$é precyzyjnie oddaje charakter tych
zwigzkow. Ale poniewaz oficjalnie w nomenklaturze naukowej termin ,,wtérny metabolizm”
wystepuje, zawarcie tego terminu w tytule rozprawy doktorskiej nalezy uznaé¢ za poprawne.

Z uwagi na praktyczne znaczenie tych zwiazkdéw w zywieniu, wiekszo$é z nich
uznawano za substancje antyzywieniowe lub wrecz naturalne toksyny, a hodowla nowych
odmian ukierunkowana byla na ich eliminacj¢ z ro$lin uprawnych. Znakomitymi przyktadami
mogg by¢ glukozynolany w roslinach krzyzowych, alkaloidy w tubinie, glikoalkaloidy
ziemniaka czy taniny bobiku. Eliminacja tych zwigzkéw z roélin spowodowata w wielu
przypadkach obnizenie ich odpornosci na stresy srodowiskowe, co miato swoje konsekwencje
w ochronie roslin i koniecznosci stosowania syntetycznych srodkéw ochrony. Jednocze$nie
liczne prace dokumentowaly, ze w niskich stezeniach substancje te wykazujg prozdrowotne
dziatanie w organizmie czlowieka, co zaowocowato dynamicznie rozwijajagcym si¢ rynkiem
wzbogacania zywnosci w nutraceutyki oraz wykorzystaniem farmaceutycznym. Ponad 40%
innowacji w przemysle spozywczym polega aktualnie na wprowadzaniu réznych substancji
naturalnych w celu podniesienia walorow smakowych i zdrowotnych produktow
zywnosciowych.

Udziat substancji naturalnych w oddziatywaniach rosliny ze srodowiskiem moze by¢
roznoraki i czesto przeciwstawny. Z jednej strony moga one petni¢ funkcje obronne przeciw
patogenom, roslinozercom lub innym ro$linom, z drugiej strony moga pelié¢ funkcje
atraktanOw przywabiajacych barwg lub zapachem. Podobnie wytwarzanie substancji
naturalnym moze by¢ efektem dzialania czynnikéw abiotycznych. We wszystkich
przypadkach zmian $rodowiskowych roslina reaguje zmianami w dynamice biosyntezy lub
degradacji substancji naturalnych. Nie zawsze zmiany te daje si¢ jednoznacznie skorelowac i
uzasadni¢. Najtrudniej jest chyba w sytuacji reakcji z patogenami, gdyz produkty naturalne
nie dzialajg specyficznie, lecz wykazuja szerokie spektrum aktywnosci biologiczne;j,
posiadaja dlugg histori¢ ewolucyjna i dzigki istnieniu w naturze odpowiednich enzymow sg
szybko degradowalne, a ponadto mutacje wystgpujace w S$wiecie patogenow powodujg
powstawanie ich odpornosci na obecno$¢ substancji naturalnych. Dlatego hodowla
odpornosciowa jest dosé zmudnym procesem a jej efekty sg krétkotrwale. Niemniej poznanie



mechanizméw odpornosci roélin na poziomie metabolicznym jest dla nauki wcigz duzym
wyzwaniem pomimo licznych opublikowanych na ten temat prac. Skorelowanie dynamiki
nagromadzania niektérych metabolitow z ekspresja okreslonych genow pozwala lepiej poznac
te mechanizmy i byé moze w przysztosci pozwoli na takie manipulacje genetyczne ktore
doprowadza do uzyskania petnej odpornosci i stosowanie srodkéw ochrony roslin w produkc;ji
roslinnej stanie si¢ zbyteczne. Dlatego tez uwazam, ze temat rozprawy doktorskiej wychodzi
naprzeciw tym oczekiwaniom i nalezy uzna¢ go za wysoce celowy.

Przedlozona do oceny praca doktorska obejmuje 151 stron maszynopisu; zawiera 9
tabel, 37 rysunkow i wykreséw, oraz 266 pozycji cytowanej literatury.

"~ Badania whasne Doktorantka poprzedzita 39 stronicowym przegladem literatury, w
ktérym szczegdlowo przedstawila interakcjg roslina-mikroorganizm, a w szczegoOlnosci znane
formy odporno$ci wystepujace w ro$linach. Nastgpnie oméwita wybrane zwiazki naturalne
zwigzane z uktadem immunologicznym roslin nalezace do grupy fitoantycypin (saponiny,
glukozynolany, benzoksazynony czy glukozydy cyjanogenne) i do grupy fitoaleksyn
(stilbeny, terpenoidy, zwiazki fenolowe itp.). Ta czg$¢ opisana jest dos¢ pobieznie z podaniem
jedynie wybranych przyktadéw np. w przypadku saponin s3 to interakcje awenacyna-Ggt czy
tez mniej znane antybiotyczne oddzialywania glikoalkaloidu tomatyny, podczas gdy bardziej
doktadne badania dotyczace biosyntezy saponin triterpenowych byly przeprowadzone na
modelowym gatunku bobowatych M. truncatula. Podobnie cytowanie w przypadku
benzoksazynonéw pozycji z 1996 r. nie jest wystarczajaco adekwatne i przypisywanie
aktywnosci biologicznej aglikonowej czgsci zwigzku nie jest do kofica prawdziwe. Dopiero
produkty degradacji aglikonu (BOA): 2-amino-3H-fenoksazin-3-one (APO), 2-acetylamino-
3H-fenoksazin-3-one (AAPQO) i o-aminofenol (0-AP) wykazywaly stukrotnie wyzsze
aktywnos$ci w stosunku do Cephalosporium gramineum, Gaeumannomyces graminis var.
Graminis i Fusarium culmorum niz sam aglikon (Martyniuk i in. J. Agric. Food Chem. 2006,
54, 1036-1039).

W dalszej kolejnosci przegladu literatury, Doktorantka skupita si¢ na opisie gatunkoéw
rolin o poznanym genomie z rodziny krzyzowych wykorzystywanych w badaniach
tolerancji/reakcji na stresy biotyczne i abiotyczne. Bardziej szczegétowo scharakteryzowala i
uzasadnita celowo$é wybrania do swoich badan powszechnie wykorzystywanego gatunku
Arabidopsis thaliana oraz czterech innych gatunkow czyli Capsella rubella, Cardamine
hirsuta, Arabis alina oraz Thellungiella salsuginea. W dalszej kolejnosci dos¢ szczegotowo
opisala najbardziej poznang grupe zwigzkow naturalnych rodlin krzyzowych tj.
glukozynolany, przedstawiajac ich struktury, biosynteze, degradacje i ich udziat w odpornosci
ro§lin. Omoéwila réwniez zwigzki nalezgce do grupy fitoaleksyn o strukturze indolowej
przedstawiajgc ich biosyntezg i funkcje/znaczenie w odpornosci roslin na patogeny. Dwa
zwiazki z tej grupy tj. kamaleksyna i kwas indolilo-karboksylowy zostaly w tym opisie
szczegllnie wyrdznione. Trzecig opisang dos¢ szczegblowo grupa wystepujacg w roslinach
krzyzowych sg fenylopropanoidy, zwiazki dos¢ powszechnie wystepujace w roslinach i1 dos¢
intensywnie badane z uwagi na fatwos$¢ detekcji w rozdziatach chromatograficznych.

Ta cze$¢ pracy napisana jest bardzo starannie i logicznie, przez co tatwo wprowadza
czytelnika w meritum zagadnienia. Cytowana literatura to gléwnie najnowsze pozycje
obcojezyczne, prawidlowo wyselekcjonowane z nattoku dostgpnej informacji. Ta umiejgtnosé
selekcji 1 doboru pozycji najbardziej istotnych §wiadczy o dobrym rozeznaniu doktorantki w
pisSmiennictwie §wiatowym i najnowszych osiggnieciach badan w zakresie jej zainteresowan.

Przeglad literatury dos¢ dobrze wprowadza czytelnika w nastepny rozdzial, jakim jest
jasno sprecyzowany cel pracy. Celem gléwnym jest charakterystyka zmian zachodzacych w
szlakach metabolicznych zwiagzanych z odpowiedzig odporno$ciowa na infekcje grzybem
nekrotroficznym Plectosphaerella cucumerina (szczep zaadoptowany i nie zaadaptowany na



A. taliana) gatunkéw z rodziny Brassicaceae. Celem wtérnym jest identyfikacja nowych
zwigzkow pelnigcych funkcje obronne oraz poznanie szlakéw ich biosyntezy.

Metody badawcze zastosowane w recenzowanej pracy sa poprawne i nie budzg
zastrzezen. Ich duza réznorodnosé $wiadczy o bardzo wysokich umiejetnosciach
analitycznych Doktorantki. Wprawnie postuguje si¢ zaréwno technikami inZynierii
genetycznej, jak i metodami oznaczania zwiazkéw naturalnych. Potrafi postugiwaé sie
wieloma technikami chromatograficznymi takimi jak:, UPLC-PDA, UPLC-MS/MS oraz
bazami danych stuzacych do wstepnej identyfikacji nieznanych zwiazkéw. Ponadto z
powodzeniem stosuje metody ekstrakcji zwiazkow naturalnych z matrycy roslinnej.

Ustosunkowujgc si¢ krytycznie do tej czesci pracy nie jest jasne dla recenzenta
dlaczego inokulacje grzybem patogennym prowadzono na roslinach rosngcych w doniczkach
przy naturalnym o$wietleniu, natomiast MAMP stosowano na rosliny rosngce w warunkach in
vitro (schemat na stronie 52) utrzymywane pod komora laminarng. Poniewaz warunki
wzrostowe rosliny determinujg w duzym stopniu profil metaboliczny (warunki in vitro
znacznie go upraszczaja) poréwnywanie tych dwéch obiektow jest watpliwe. Moze tu by¢ tez
znaczacy wiek roslin ktéry dla rodlin doniczkowych wynosit 4-5 tygodni podczas gdy w
warunkach in vitro 13 dni. Brak réwniez informacji o sktadzie $wiatla w obu przypadkach.
Ponadto trzy powtérzenia w przypadku badan metabolomicznych stanowi niezbedne
minimum, chociaz wedhug ,,dobrej praktyki laboratoryjnej” dotyczacej takich badan zaleca sie
stosowanie 5 lub 6 powtorzen (patrz literatura ponizej):

Oliver Fiehn i in., Minimum reporting standards for plant biology context information in metabolomic studies,
Metabolomics (2007) 3:195-201;

Lloyd W. Sumner i in., Proposed minimum reporting standards for chemical analysis Chemical Analysis
Working Group (CAWG) Metabolomics Standards Initiative (MSI). Metabolomics (2007) 3:211-221.

Do wyjasnienia przez Doktorantke pozostaje réwniez sprawa samej ekstrakcji prob
roslinnych. Ekstrakcje prowadzono za pomocg DMSO (2.5 pL DMSO na 1 mg $wiezej masy
proby). Do ekstrakcji pobierano 200 mg materiatu roslinnego co po przeliczeniu daje 0,5 mL
DMSO na 200 mg swiezego materiatu ro$linnego. Wedlug recenzenta jest to zbyt mata
objgtos¢ ekstraktanta. Wedtug prawidet fitochemicznych stosunek ekstraktanta do materiatu
ekstrahowanego powinien wynosi¢ 10:1. Uwzglednié nalezy réwniez zawartosé wody w
Swiezym materiale roslinnym ktorej jesli przyja¢ ze bylo jej 80% to faktycznie ekstraktant
zawieral 0.5 mL DMSO+0.16 mL wody. Mogla ona mie¢ duzy wplyw na ekstrakcje
zwiazkow bardziej hydrofobowych. Z uwagi na te okoliczno$ci nalezato zastosowaé standard
wewnetrzny ( a najlepiej dwa o réznej polarnosci) i okreslié dla nich wydajnosé i
powtarzalnos¢ ekstrakcji. Wydaje sie, ze brak wzorca wewnetrznego i walidacji metody moze
by¢ problemem przy publikacji wynikéw w fachowych czasopismach.

Paragraf IV zawierajacy zestawienie wynikéw badan jest napisany bardzo
przejrzyscie i logicznie. Zawiera on wszystkie dane dotyczace doboru szczepow P.
cucumerina do inolukacji roslin, identyfikacje metabolitéw przeprowadzona wstepnie na
podstawie widm absorpcyjnych UV i czaséw retencji znanych zwiazkéw oraz identyfikacje
metabolitbw metodg wysokorozdzielczej spektrometrii mas. Metody chromatograficzne
pozwolity réwniez okresli¢ zréznicowanie w odpowiedzi metabolomicznej badanych
gatunkow roslin krzyzowych, oznaczy¢ zmiany ilosciowe w akumulacji metabolitow, jak
rowniez okresli¢ zasigg filogenetyczny indukowanych zwigzkéw. W czedci genetycznej
badania pozwolily okredli¢ zaleznosci filogenetyczne i transkryptomiczne szlakow
metabolicznych zwigzanych z odpowiedzia odpornosciows. Ten paragraf nie budzi
zastrzezen.

Ciekawie przedstawiona jest rowniez dyskusja uzyskanych wynikéw. W sumie udato
si¢ odpowiedzie¢ na gléwne zalozenie celu pracy tj. zidentyfikowaé 35 zwigzkow



naturalnych, ktére w wyniku inokulacji grzybem P. cucumerina lub w wyniku rozpoznania
wzorca molekularnego zwigzanego z patogenem byly w znaczaco wigkszych ilosciach
akumulowane w badanych gatunkach. Zwigzki te nalezaty do grupy metabolitéw indolowych
i fenylopropanoidowych. Nie s to struktury nieznane lecz raczej wczesniej opisane w
literaturze. Oprocz tych dwoch grup zidentyfikowano kilka zwigzkow bedacych pochodnymi
kwaséw benzoesowego i terpenoidow a takze aminokwasow i ich pochodnych. Pozwolito to
wysnu¢ wniosek ze zwiazki te pelnig istotng role w odpowiedzi odpornosciowej w badanych
gatunkach roslin. Jednakze reakcja poszczeg6lnych gatunkéw byla rézna co miato
odzwierciedlenie w zréznicowaniu strukturalnym w tych gatunkach, jak i w stopniu wzrostu
akumulacji. Jedynie 24% zwigzkéw wykazywato zwiekszong akumulacje W przynajmnie;
dwoch z badanych gatunkéw, co wskazuje na ogromne zréznicowanie w odpowiedzi
spokrewnionych gatunkéw na zakazenie patogenem i utwierdza w przekonaniu o
wystepowaniu zmian ewolucyjnych odpornosci roslin zwigzanej z substancjami naturalnymi.
Zaleznoéci ewolucyjne staja si¢ jeszcze bardziej wyraziste po skorelowaniu danych
metabolomicznych z wynikami na poziomie genomu i transkryptomu. Ta czg$¢ pracy jest
mocno uwypuklona we wnioskowaniu uwzgledniajacym  przeprowadzone  badania
genetyczne. W rozdziale VI na 11 sprecyzowanych wnioskéw az 7 dotyczy obserwacji na
poziomie genetycznym. Doktorantka zauwaza w nich, ze geny zwiazane w metabolizmem
tryptofanu w A. thaliana posiadajg przynajmniej w jednym z badanych gatunkow ortologi,
ktore zachowaty swoja funkcje w odpowiedzi odporno$ciowej. Ciekawy jest rowniez wniosek
sugerujacy, ze glownymi mechanizmami prowadzacymi do dywersyfikacji ~zwigzkow
naturalnych w blisko spokrewnionych gatunkach jest duplikacja i neofunkcjonalizacja oraz
utrata zdolnoci ekspresji poszczegélnych genéw. Bardzo ciekawy i 0 szerszym znaczeniu
jest rowniez wniosek wskazujacy na brak zmian w ekspresji genéw zwigzanych ze szlakiem
fenylopropanoidowym co moze wskazywaé na regulacje tego szlaku na poziomie
potranslacyjnym. Szlak fenylopropanoidowy wydaje si¢ by¢ dos¢ specyficznym w
metabolizmie roslinnym, gdyz na podstawie danych literaturowych wiadomo, ze zmiany W
akumulacji tych zwigzkéw zachodza w roslinie nie tylko pod wplywem zakazenia patogenem,
ale réwniez w innych przypadkach dzialania na nig czynnikow biotycznych i abiotycznych.
Nie mozna go wigc jednoznacznie wigza¢ z funkcja odporno$ciowg w stosunku do takiego
czy innego patogena czy szkodnika.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke w ocenianej dysertacji stanowia cenny naukowo
material poznawczy. Chciatbym wyraznie podkresli¢, ze jest to material bardzo bogaty i
wielowatkowy, o cennych dla nauki wnioskach. Przedstawione uwagi krytyczne, jakie
zawarlem w ocenie maja oczywiscie charakter dyskusyjny i w niczym nie umniejszaja mojej
wysokiej oceny przedstawionej do recenzji pracy. Uwazam, ze zawiera ona wiele bardzo
interesujacych watkéw (o niektorych nie wspominatem w ocenie), a zastosowane techniki
badawcze, ich réznorodno$¢, dobra znajomos$¢ literatury, umiejetnos¢  klarownego
przedstawienia wynikow, $wiadcza o dobrym przygotowaniu Doktorantki do pracy naukowe;.
Przedstawiona do oceny praca odpowiada wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim.
W zwiazku z powyzszym stawiam wniosek o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Kutak do
publicznej obrony swojej pracy.
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