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pt.: ,Unikalne zmiany w biosyntezie glukozynolanéw wéréd gatunkéw plemienia
Camelineae rodziny Brassicaceae”

1. Znaczenie podjetych badani

Glukozynolany stanowig stosunkowo nieliczng kategorie metabolitéw wtdrnych,
liczaca okoto 150 zidentyfikowanych dotad zwiazkéw, wytwarzanych przez rosliny
klasyfikowane w gatunkach nalezacych do kilku zaledwie rodzin. Mimo tak pozornie
marginalnego ich znaczenia w stosunku do kilkuset tysiecy znanych ro$linnych produktéw
naturalnych, zwigzki te sa przedmiotem zainteresowania juz od czaséw starozytnych.
Przypisywane im wiasciwosci lecznicze byly przez wieki wykorzystywane w medycynie
naturalnej, walory smakowe stanowity o przydatnosci warzyw i przypraw. Z drugiej strony
jednak antyzywieniowe wtasciwosci niektérych z produktéw enzymatycznego rozktadu
glukozynolanéw (zwtaszcza 2-hydroksy-3-butenylowego) powaznie ograniczaty na przyktad
mozliwos¢ stosowania $ruty rzepakowej jako karmy dla zwierzat. Juz wiele lat temu
stwierdzono wazng role glukozynolanébw w procesach odpornosciowych roélin wobec
insektow, grzybow i bakterii chorobotwdrczych. Stad wynikat obserwowany w drugiej
potowie XX w. znaczny postep badari nad chemicznymi oraz biologicznymi wtasciwoéciami
tych zwigzkéw i zwigzanych z nimi enzymami hydrolitycznymi, a takze rozwdj metod
analitycznych ilosciowego i jakosciowego ich oznaczania w materiale roélinnym. Jednak
podejmowane poddwczas préby okredlenia genetycznego uwarunkowania zawartosci
glukozynolanow byty wtedy z rozmaitych powodow skazane na niepowodzenie. Miedzy
innymi nie potrafiono w tamtym czasie wyjasni¢ przyczyn zréznicowania w regulacji
ilosciowej zawartosci glukozynolanéw alkilowych i indolowych w okreslonych genotypach
roslin. Dopiero zsekwencjonowanie genomu Arabidopsis thaliana w roku 2000 a pézniej
kolejnych genomoéw gatunkéw pokrewnych, identyfikacja gendéw odpowiedzialnych za
biosynteze tych zwigzkéw i regulacje tego procesu a takze uzyskanie znacznej liczby
mutantéw i linii transgenicznych pozbawionych ekspresji $cisle okreslonych gendw
umozliwity szybki postep badan genetycznych. Duze znaczenie poznawcze ma ustalenie
powigzan proceséw biosyntezy i metabolizmu glukozynolanéw indolowych z obecnoscig
innych pochodnych indolowych w tym hormonodw z grupy auksyn czy tez fitoaleksyn —
pochodnych kamaleksyny. Co wiece]j ostatnio identyfikuje sie coraz wiecej nowych funkgji



tych zwigzkéw takich jak wptyw na funkcjonowanie aparatéw szparkowych, powiazanie z
reakcjg roslin na cykl dobowy, czy tez inicjacja kwitnienia.

Jakkolwiek uwazano, ze glukozynolany sg syntetyzowane i/badz akumulowane we
wszystkich czgsciach roslin rodziny Brassicaceae stwierdzano jednak na przykfad zaskakujacy
brak tych zwigzkéw w lisciach, lecz ich obecnos¢ w nasionach, Inicznika (Camelina sativa) i
niektorych genetycznie zblizonych gatunkéw. Recenzowana rozprawa doktorska przedstawia
uwiericzone sukcesem badania majace na celu wyjasnienie tego zjawiska i znalezienie jego
genetycznego uwarunkowania. Czerpiac z bogatego zestawu linii genetycznych uzyskanych z
roznych laboratoriéw oraz wytwarzajac wlasne transformanty Doktorant bardzo sprawnie
wykonat analizy ilosciowe badanych zwigzkdw a takze korzystajac z baz danych oraz narzedzi
bioinformatycznych przeprowadzit analize poréwnawcza klastréw genéw odpowiedzialnych
za ich biosynteze oraz sekwencji odpowiednich enzyméw.

2. Ocena pracy

Oceniana rozprawa ma charakter monografii, obejmuje 148 stron i posiada ukfad
typowy dla prac doktorskich. Zawiera ona 44 rysunki i 8 tabel (plus dwie tabele
uzupetniajgce, zawierajace dane spektrometryczne analizowanych zwiazkdw). Czesé
uzyskanych wynikéw zostata opublikowana na poczatku tego roku (Phytochemistry 181
(2021) 112571)

Wykaz skrétéw zamieszczony na trzech stronach obejmuje skréty nazw reagentéw i
technik stosowanych w pracach badawczych, nazw analizowanych zwigzkéw i innych pojeé
uzywanych w pracy.

Wysoko nalezy oceni¢ Wstep stanowiacy wnikliwe wprowadzenie literaturowe na 27
stronach i zaznajamiajgcy czytelnika z aktualnym stanem wiedzy na temat glukozynolandw,
szlakéw ich biosyntezy i genetycznego uwarunkowania tego procesu, metod identyfikacji ich
struktur i analizy ilosciowej. Rozdziat ten jest dobrze, zwieile i precyzyjnie napisany, na
uwage zastuguje odnoszenie sie takze do najnowszej literatury naukowej w tym zakresie.
Mam jednak pare drobnych zastrzezen do niektérych sformutowan Autora.

W omowieniu metod identyfikacji struktur badanych zwigzkéw na str. 20 czytamy:
»Jednak wcigz najdokiadniejsza metoda ustalania struktur glukozynolanéw pozostaje 1H
NMR [20]”. Jednak nie jest to do korica prawda, jak to zresztg ilustrujg autorzy cytowanej
pracy, w przypadku glukozynolanéw o ztozonej strukturze — np. zwigzkéw zawierajgcych
zestryfikowang czasteczke glukozy, czy tez wystepujacych w postaci izomeréw optycznych —
konieczne jest stosowanie dwuwymiarowych technik NMR, nie tylko COSY, ale takie HMBC i
HSQC.

Nie do korca rozumiem intencje Autora zawarta w zdaniu ,Przeprowadzone do tej
pory analizy LC-MS wielu innych gatunkéw Brassicaceae, potwierdzajg, ze kazda z klas
glukozynolanéw obecna jest konstytutywnie we wszystkich organach przedstawicieli réznych
plemion tej rodziny” (str. 32). Jest to stwierdzenie zdecydowanie zbyt ogdlne, mozna podac
wiele przyktadéw gatunkéw pozbawionych niektérych klas tych zwigzkéw w pewnych
czedciach rosliny np. glukozynolany benzylowe (glukozynolan fenyloetylowy) sa
akumulowane w korzeniach lecz nie w pozostatych czesciach réinych roélin gatunkdéw
Brassica.

Cel pracy poprawnie i precyzyjnie przedstawia gtéwne koncepcje i przewidywane
efekty planowanych doswiadczen. Nalezy tu podkresli¢, ze sformufowane tu zamierzenia
Autora stanowig powazny problem badawczy z zakresu analityki chemicznej, genetyki i
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biologii molekularnej i zrealizowanie takiego celu jest mozliwe jedynie w najlepszych
laboratoriach.

Rozdziat Materiat i metody na 20 stronach szczegétowo przedstawia wykorzystywany
materiat roélinny, pochodzacy z réinych $wiatowych laboratoriéw oraz mutanty
wygenerowane w trakcie realizacji tej pracy. Na uwage zastuguje tez szeroki wachlarz metod
eksperymentalnych zastosowanych w trakcie badan obejmujacy metode chemicznego
oznaczania zawartosci glukozynolanéw, bioinformatyczne metody identyfikacji ortologéw
gendw zwigzanych z biosynteza tych zwigzkéw, metody analizy ekspresji genéw oraz metody
transformacji genetycznych i uzyskiwania mutantéw o pozadanych modyfikacjach genomu.
Zastosowano metodg iloSciowego i jakosciowego poréwnywania zestawdw glukozynolanéw
przy uzyciu ultrasprawnej chromatografii cieczowej potgczonej z wysokorozdzielcza
spektrometrig mas (UPLC-MS). Nalezy tu wspomnie¢, ze metoda ta nie jest w petni iloéciowa:
nie stosowano standardéw wewnetrznych czy tez kalibracji instrumentu przy uzyciu
wzorcow. Ale, jak wynika takze z moich wtasnych doswiadczen z analizg tych zwiazkdw oraz
znajomosci zastosowanej techniki analitycznej, jest to jedyna metoda umozliwiajaca
realizacje celu prowadzonych badan. W badanych ekstraktach sa obecne, niekiedy w
znacznych stezeniach, liczne inne zwigzki absorbujace $wiatto UV, natomiast niektore
glukozynolany sg obecne w iloéciach $ladowych bad? nieobecne w ogdle, co praktycznie
wykluczyto moiliwo$¢ zastosowania tego typu detektoréw. Podobnie — wykrycie i analiza
zréznicowania zawartosci kwasu indolilooctowego a zwtaszcza niektérych jego koniugatow
bytyby niezwykle trudne.

Nie ma rowniez watpliwosci co do prawidtowosci zastosowania metod z zakresu
biologii molekularnej. Na uwage zastuguje umiejetne zastosowanie metod transformacji
genetycznej przy uzyciu Agrobacterium tumefaciens w celu introdukcji okre$lonych gendéw
do badanych roslin umozliwiajgcej potwierdzenie genetycznego uwarunkowania
obserwowanych  réznic  akumulacji  glukozynolanéw oraz pochodnych  kwasu
indolilooctowego. Wykorzystanie transformantéw umozliwito potwierdzenie funkgji
poszczegolnych czynnikow transkrypcyjnych w regulacji biosyntezy badanych zwiazkéw.

Rozdziat Wyniki stanowi najobszerniejszg (48 stron, 33 rysunki, 4 tabele) cze$¢
rozprawy. Analiza zawartosci glukozynolanéw przeprowadzona metodg UPLC-MS umozliwita
identyfikacje oraz ilosciowe oznaczanie 30 zwigzkdw. Dzieki optymalizacji programu
chromatograficznego uzyskano ich dobry rozdziat a rejestracja deprotonowanych czasteczek
i ich fragmentacji umoiliwita ich poprawng identyfikacje oraz poréwnawcza analize
ilosciowq. Potwierdzono unikalny dla Brassicaceae brak glukozynolanéw w lisciach i pedach
roslin badanego kladu Camelineae. Na uwage zastuguje fakt, ze ich poziom w tfuszczynach
jest poréwnywalny z obserwowanym u modelowej, blisko spokrewnionej roliny Arabidopsis
thaliana, a w korzeniach nawet kilkukrotnie wyzszy. Stwierdzono réwniez odmienny profil
strukturalny zaréwno glukozynolanéw alkilowych jak i indolowych poréwnywanych
genotypow. Obserwowane zréznicowanie znalazto swoje uzasadnienie w przeprowadzonych
badaniach ekspresji gendw CYP oraz SUR bioracych udziat w biosyntezie glukozynolanéw
alkilowych, filogenetycznego zréinicowania gendw MAM odpowiedzialnych za elongacje
tancucha bocznego metioniny w tym procesie, ewolucji genéw CYP81F oraz IGMT ze szlaku
syntezy glukozynolanéw indolowych. Przeprowadzono takie badania dotyczace gendow
kodujgcych czynniki transkrypcyjne MYB odpowiedzialne za regulacje biosyntezy
glukozynolandéw alkilowych i indolowych. Stwierdzono, ze wiekszo$¢ z tych gendw jest
wysoce konserwatywna w badanych gatunkach, z wyjatkiem genu MYB34, ktérego w ogdle
nie znaleziono w Camelina sativa oraz Neslia paniculata, a ktéry w pozostatych gatunkach
kladu Camelineae podlegt licznym zmianom sekwencji. Fakt ten wraz zaobserwowanym
brakiem ekspresji genu MYB34 w badanych czesciach roélin rodzaju Capsella sktonit Autora
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do wytworzenia linii transformowanych: mutantéw Arabidopsis thaliana, w ktérych natywny
gen MYB34 zastgpiono genem z Capsella rubella oraz kombinacji odwrotnej. Stwierdzono, ze
mimo uzyskania ekspresji wprowadzonego genu w Arabidopsis nie podniosta sie biosynteza
glukozynolanéw indolowych, natomiast w Capsella rubella gen MYB34 z Arabidopsis thaliana
spowodowat wzrost poziomu tych zwigzkéw oraz zmiany w ich profilu. W ostatniej czesci
pokazano, ze brak czynnego genu MYB34 u Arabidopsis thaliana ma istotny wptyw na
biosyntezg kwasu indolilooctowego i jego pochodnych, co odréznia ten gen od pozostatych
genow kodujacych czynniki transkrypcyjne MYB. Wszystkie powyzsze wyniki majg bardzo
istotng wartos¢ naukows i stanowia powazny krok do zrozumienia molekularnych podstaw
procesu biosyntezy bardzo waznych metabolitéw wtérnych roélin Brassicaceae.

Autor nie ustrzegt si¢ pewnych niefortunnych sformutowan, ktérych w przysztodci
nalezatoby unika¢. Uzycie okreslenia ,,...preferencje badanych gatunkéw do produkcji AG...”
(np. str. 67 lecz takze w paru innych miejscach) sugerowatoby jaki$ $wiadomy wybér rosliny,
podczas gdy zjawisko to dotyczy jedynie uwarunkowanej genetycznie zdolnosci.
Sformutowanie ,,...zmiany ewolucyjne (...) s szybsze...” (np. str. 86) nalezatoby zastapi¢ przez
»~Zmiany ewolucyjne (...) nastapity wczedniej”. Podobnie sformutowanie ,,...C-korice [biatek]
podlegajg przyspieszonym zmianom ewolucyjnym...” (str. 90) nalezatoby zastapi¢
okresleniem w rodzaju ,,...byly przedmiotem intensywniejszych proceséw ewolucyjnych...”.

Dyskusja przeprowadzona na 15 stronach odnosi sie¢ do najwazniejszych wynikéw
uzyskanych w opisywanych badaniach. Wysoko oceniam podrozdziaty Dyskusji odnoszace sie
do chemicznych aspektéw przeprowadzonych badan takich jak organospecyficzny wzér
akumulacji glukozynolanéw w badanych gatunkach roslin, molekularne przyczyny obnizonej
biosyntezy glukozynolanéw indolowych, braku glukozynolanéw w lisciach kladu Camelinae
czy zroznicowania dtugosci farcuchéw bocznych glukozynolanéw alkilowych. Pewne
zastrzezenia mam natomiast do pewnych odniesieri biologicznych.

Prace majgce na celu okreslenie roli glukozynolanéw w procesach odpornosciowych
roslin Brassicaceae prowadzono juz w latach 70. i 80. XX w. Stwierdzono wtedy, ze petnia
role ochronng wobec réinych owaddw, wskazujac jednak, ze niektére z nich jak Pieris
brassiceae czy Phyllotreta armoraciae rozpoznaja ros$ling-gospodarza dzieki wytwarzanym
przez nig izotiocyjanianom. Natomiast wcigz nie jest jasny ich udziat w odpornosci na
choroby powodowane przez patogeny grzybowe. Obserwowano in vitro hamowanie wzrostu
kultur réznych grzybéw przez izotiocyjaniny czy tez indukcje biosyntezy glukozynolanéw w
roslinach w wyniku infekcji. Dotyczy to miedzy innymi odpornosci na bardzo waing
ekonomicznie szarg zgnilizne kapustnych (Autor uzyt niestosowanej w Polsce nazwy ,czarna
nézka” bedacej bezposrednim ttumaczeniem angielskiego , blackleg”) wynikajgca z porazenia
przez grzyb Leptosphaeria maculans. Jednak stwierdzono tez, ze genetyczne uwarunkowanie
odpornosci rzepaku na te chorobe ma inne podtoze, zupetnie niezwigzane z profilem i
ilosciowga zawartoscig glukozynolanéw w tkankach.

Zastrzezenia tez budzi pojecie ewolucji wstecznej uzywane przez Autora. Pojecie to,
jak rowniez niekiedy uzywane ,ewolucja regresywna” bywajg stosowane do okreslania
upraszczania struktury organizméw w przeciwiedstwie do ewolucji, ktéra ma prowadzi¢ do
zwiekszenia ich ztozonoéci. Jednak nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze procesy ewolucyjne, ktére
zachodzity spontanicznie w skali tysiecy czy milionédw lat i zachodzg nadal, nie maja
okreslonego kierunku, a my obecnie mozemy obserwowac wytacznie ich efekt. Wobec tego
rozwazania (str. 120) dotyczgce ewentualnego pojawienia sie nowych metabolitéw
odpornosciowych jako przyczyny zanikniecia szlakéw biosyntezy glukozynolanéw sg chyba
jednak spekulacja.



Na zakonczenie rozprawy sformutowano 11 Wnioskéw. Z wiekszoécia z tych
whnioskow catkowicie si¢ zgadzam, w kontekécie moich uwag dotyczacych wstecznej ewolucji
uwazam jednak, ze Wnioski 4, 5, oraz 9 nalezatoby przeredagowact.

Bibliografia cytowana w rozprawie doktorskiej obejmuje 184 pozycje niemal
wytacznie (poza jedng praca przegladowa) anglojezycznej literatury naukowe;.

Koriczac recenzjg rozprawy doktorskiej chciatbym podkresli¢ bardzo zréznicowana
metodyke badawczg zastosowang przez Doktoranta, starannoéé wykonania prac
eksperymentalnych i przeprowadzenie ich w znacznej liczbie powtérzer biologicznych, co
zapewnito wysoka rzetelnos¢ sformutowanych wnioskéw. Jednoczesnie stwierdzam, ze
catosC rozprawy doktorskiej ma bardzo wysoki poziom merytoryczny, a moje drobne
krytyczne uwagi zawarte w recenzji majg na celu wskazanie potrzeby dbatosci o precyzje
przekazu. Nie majg one oczywiscie najmniejszego wplywu na wybitnie pozytywna ocene
przedstawionej rozprawy.

3. Wnhniosek koricowy

Po zapoznaniu sig z przedstawiong mi rozprawa doktorskg stwierdzam, ze jest ona
bardzo interesujgcym doniesieniem w wazki sposéb przyczyniajgcym sie do poznania
genetycznych uwarunkowan biosyntezy glukozynolanéw — grupy metabolitéw wtérnych o
istotnym znaczeniu w reakcjach odpornosciowych roélin jak i z punktu widzenia
praktycznego wykorzystywania roslin z rodziny Brassicaceae. Wszystkie cele wykonanej
pracy zostaly pomysinie zrealizowane. Poniewaz bez watpienia praca spetnia wymagania
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z péiniejszymi zmianami) zwracam sie do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie pana mgr. Pawta
Czerniawskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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