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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Pawla Czerniawskiego pt ,,Unikalne zmiany w biosyntezie

glukozynolanéw plemienia Camelineae rodziny Brasisicaeae”

Przestawiona do recenzji praca zostala wykonana w Zakladzie Metabolomiki
Funkcjonalnej Roslin Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr
hab. Pawla Bednarka- promotora przedlozonej rozprawy i dr Anny Piaseckiej — promotora

pomocniczego.

Przedmiotem badan jest zbadanie biosyntezy glukozynolandw w gatunkach nalezgcych do
kladu II plemienia Camelinae, w ktorych obserwowano wczesniej brak syntezy tych zwigzkow w
celu ustalenia molekularnego podtoza tego defektu metabolicznego. Praca doskonale wpisuje sie
w tematyke badawczag zakladu. Badania dotyczace glukozynolanéw prowadzone sg w zespole
prof. dr hab. Pawla Bednarka od wielu juz lat, a o wysokim poziome badan $wiadczg liczne
publikacje w temacie. Ze wzgledu na duze znaczenie gospodarcze i zywieniowe glukozynolanow
podjgcie tej tematyki jest niezwykle istotne. Badania uzyskane w tej pracy majg w tym wzgledzie
nie tylko duze znaczenie poznawcze, ale réwniez potencjat aplikacyjny. Oceniana rozprawa
zostala przygotowana na postawie wynikéw uzyskanych w ramach projektu badawczego OPUS

NCN kierowanego przez prof. Bednarka.

Rozprawa doktorska ma form¢ monografii. Z punktu widzenia formalnego zostata przygotowana

prawidlowo. Praca liczy 141 strony, plus materialy uzupetniajace, w ktérych zawarto szczegétowe




informacje na temat spektrometrii masowej identyfikowanych glukozynolanéw. Uktad pracy jest
typowy dla tego typu prac. Rozprawa podzielona jest na cztery gldéwne czesci- wstep, materialy i
metody, wyniki i dyskusja. Za plus uwazam zamieszczenie na koncu pracy oprécz podsumowania
réwniez krotkiego rozdzialu — wnioski. Dosy¢ nietypowo zaréwno streszczenie jak i abstrakt
pracy zamieszczono na koncu pracy, tuz przed bibliografig. Praca jest napisana poprawnym
jezykiem, niekiedy autor nie ustrzegt si¢ drobnych biedéw redakcyjnych, nie chcialabym jednak
traci¢ tu czasu i miejsca na ich wymienianie. Glownym problemem edytorskim, utrudniajgcym
czytanie pracy jest to, ze bardzo czesto podpisy pod rycinami znajdujg si¢ na nastgpnej stronie. |
o ile przy duzych figurach jest to nie do uniknigcia to jest wiele takich przykladéow gdzie mozna
by to zmieni¢. Szczegdlnie jest to widoczne na stronach 98-103. Trochg brakowalo mi tez tu spisu
tabel i rycin, co zwlaszcza przy duzej ilosci prezentowanych wynikéw ulatwia ponowne

odszukanie istotnych informacji.

Wstep pracy liczy 27 stron i stanowi dobre wprowadzenie do tematu pracy. W pierwszej
cze$ci autor krotko charakteryzuje metabolity wtorne jak i rosliny z rodziny krzyzowych,
szczegOlnie plemienia Camelineae. Duza cze¢$¢ wstepu poswigcona jest charakterystyce
glukozynolanow, ich drodze syntezy oraz metodach identyfikacji. Te¢ cze$¢ pracy napisano na

podstawie dobrze dobranych zrédet literaturowych i uzupetniono o 9 rycin i jedna tabele.

Cel pracy jest klarownie sformutowany i jasno przedstawia ogolne zalozenia

prowadzonych badan.

Sekcja Materialy metody jest dos¢ starannie przygotowana ale w niektorych przypadkach
warto by bylo rozwing¢ opis stosowanych metod. Niezbyt jasny jest dla mnie opis real-time PCR
wykorzystywanego do oceny ekspresji gendw. Co to znaczy, ze w niektérych przypadkach
warto$ci wzglednej ekspresji byly normalizowane ,.dzielac kazda z nich przez maksymalng
warto$§¢ dla danego genu w wybranym gatunku”. Prositabym o wyjasnienie, co znacza te
»hiektdre przypadki” i w jaki sposob byly wybierane. W wynikach nie ma pdzniej rozréznienia, co
do sposobu przedstawiania danych. Ekspresja podawana jest jako wzgledna do ekspresji aktyny w
danej probie. W jaki sposob proby byly natomiast normalizowane? Jak rozumiem do reakcji
wykorzystywano identyczng ilos¢ RNA, czy natomiast zostalo sprawdzone czy efektywnosé
przepisywania na cDNA byla taka sama we wszystkich badanych przypadkach? Jesli ekspresja
aktyny byla na réznym poziome w poréwnywanych probach ten sposob przeliczania moze

prowadzi¢ do zaburzonych wynikéw. Wydajnos¢ PCR zostata przyjeta jako 2, co jest oczywiscie



wartoscig idealng. Czy bylo sprawdzane czy stosowane startery daja podobng wydajnosé tak, aby
mozna bylo poréwnywaé¢ wyniki uzyskane dla réznych genéw? Roznice w ekspresji genow
prezentowane w pracy s3 na tyle duze, ze niewielkie roznice w efektywnosci premieréw nie

powinny zmieni¢ gtéwnych wnioskéw, prositabym jednak o komentarz.

Drugie pytanie dotyczy ekstrakcji i identyfikacji metabolitow metoda LC-MS. Nie jest dla mnie
jasne, jakie kroki podjeto w celu oceny powtarzalnosci prowadzonych analiz. Ile ekstrakcji
wykonano dla kazdego z analizowanych preparatow? Przypuszczam, ze wystarczajacg, skoro
wyniki opracowano statystycznie, ale taka informacja powinna znalez¢ si¢ w pracy. Czy
stosowano standard wewngtrzny czy inng metodg umozliwiajagca porOwnanie ze sobg

analizowanych prob?

Poniewaz jednym z badanych czgsci rosliny sg tuszczynki prositabym réwniez o zdefiniowanie,
na jakim etapie dojrzatosci nasion ten material byt zbierany. Czy podjeto moze préby analizy
glukozynolanéw oddzielnie w nasionach i okrywach nasiennych? Dane takie bylyby interesujace z

praktycznego punktu widzenia, zwlaszcza w przypadku Inianki, ktdra jest gatunkiem uprawnym.

Wyniki stanowig w recenzowanej pracy jej najobszerniejsza czgs¢ (50 stron). Rezultaty
przeprowadzonych analiz przedstawiono na 32 rycinach i w jednej tabeli ze stosownym
komentarzem. [lo§¢ wykonanych analiz jest tu imponujgca. Duza cze$¢ pracy opiera sie na
analizach bioinformatycznych. Zidentyfikowano m.in. ortologi genéw zwigzanych z biosynteza
glukozynolanéw oraz wybranych czynnikdw transkrypcyjnych z wykorzystaniem baz dostepnych
danych oraz przeprowadzono analizy filogenetyczne. Dla kluczowych genéw wykonano mapy
genomowe, co pozwolilo wykaza¢ zréznicowanie migedzygatunkowe pod wzgledem obecnosci
ortologéw badanych genéw jak i zréznicowanie sekwencyjne. Poréwnawcze analizy genoméw
zostaly przedstawione w odniesieniu do akumulacji glukozynolanéw w badanych gatunkach oraz

ekspresji genéw kluczowych dla syntezy oraz gendw regulatorowych.

Pierwsza czgs¢ pracy dotyczy akumulacji glukozynolanow w analizowanych gatunkach roslin
jako gatunek referencyjny stosujac rzodkiewnik charakteryzujacy sie obecnoscig glukozynolandéw
we wszystkich organach. Szczegdlnie cenna jest tu analiza w dojrzatych roslinach w podziale na
organy, co pozwolilo na zaobserwowanie organospecyficznej akumulacji tych zwigzkéw jak
rowniez wykazanie wyraznie zredukowanej r6znorodnosci produkowanych zwigzkéw w

porownaniu do A. thaliana. Szczegllnie interesujagca wydaje sie¢ tu by¢é akumulacja



dhugotancuchowych glukozynolanéw alkilowych w korzeniach badanych gatunkéw, nie
obserwowanych zwykle u pozostatych Brassicaceae. Na uwage zashuguje za kazdym razem préba
wyjasnienia molekularnego uzyskanych wynikow. Przykladowo w przypadku obserwacji
preferencji do syntezy dlugotancuchowych alkiloglukozynolanéw poréwnano zakonserwowanie
genow syntaz metyloalkilojablczanowych (MAM) w badanych gatunkach. Analizy sekwencji
genomowych wykazaly m.in. obecno$¢ dodatkowych genéw MAM u Inianki proponujac
jednoczesnie inng klasyfikacj¢ genow niz poprzednio proponowana w literaturze.

Podobne analizy wykonano dla genéw IGMT kluczowych dla akumulacji glukozynolandow
indolowych oraz dla czynnikéw transkrypcyjnych MYB, postulowanych jako kontrolujace synteze
tych metabolitow. Przeprowadzone analizy pozwolily m.in. wykaza¢ utrate genéow MYB34 u
Camelina satica i Neslia paniculata oraz liczne zmiany w sekwencji biatkowe]j ortologow w
rodzaju Capsella. Utrate funkcji zweryfikowano transformujgc mutanty Arabidpsis z defektem w
badanym genie gdzie mimo obecnosci transkryptu nie uzyskano rewersji do typu dzikiego,
potwierdzajac ze CrMYB 34 nie koduje biatka zdolnego do regulacji syntezy glukozynolanow.
Wprowadzenie natomiast funkcjonalnego bialka z A4. thaliana do C.rubella spowodowato wzrost
produkcji glukozynolanoéw indolowych we wszystkich badanych organach z wyjatkiem lisci, przy
czym nie zmienito to réznorodnosci produkowanych zwigzkéw. Wymienione tu przeze mnie
wybrane przyklady dobrze oddajg systematyczne podejscie do badan naukowych majace na celu

wyjasnienie problemu a nie jedynie uzyskanie mato istotnych wynikow.

Liczaca 14 stron dyskusja jest dobrze napisana i $wiadczy o dojrzalosci naukowej
doktoranta. Uzyskane wyniki zostaly przedyskutowane w $wietle dostepnych danych
literaturowych. Doktorant dyskutuje m.in. utrate syntezy glukozynolanéw w lisciach gatunkow
kladu II Camelineae w $wietle hipotezy optymalnej obrony jak rowniez dyskutuje mozliwe
przyczyny braku syntezy glukozynolanéw w lisciach. Doktorant wskazuje réwniez mozliwe
dalsze kierunki badan mogacych poméc wyjasni¢ uzyskane wyniki m.in. analiz¢ funkcji-
koncowego regionu bialek MYB, badania ortologéw MYC czy ustalenie wptywu dlugosci
tancucha glukozynolanow alifatycznych na ich funkcje.

Wyniki przedstawione w doktoracie zostaty czesciowo opublikowane, praca ukazala sie w
Phytochemistry w 2021 roku. Szkoda, ze taka informacja, jak rowniez dane na temat pozostalej

aktywnosci naukowej doktoranta nie znalazty si¢ w postaci notatki w pracy doktorskiej.



Moje uwagi zawarte w tej recenzji nie umieszczaja wysokiej rangi naukowej
przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej. Uzyskane w pracy wyniki w znaczacym stopniu
poszerzaja wiedzg na temat biosyntezy glukozynolanéw oraz ewolucji tego szlaku w gatunkach
Brassicaceae w szczego6lnosci mechanizméw prowadzacych do wstecznej ewolucji szlakow

biosyntezy tych metabolitow.

Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spelnia wszystkie ustawowe wymogi stawiane
pracom doktorskim. Prosz¢ Rad¢ Naukowa Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o
dopuszczenie mgr Pawta Czerniawskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Biorgc pod
uwage niezwykle szeroki zakres badan przeprowadzonych ¥ uzyciem
zaawansowanych metod badawczych zwracam si¢ z wnioskiem o wyr6znienie przedstawionej

rozprawy doktorskie;j.
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Dr hab. Anna Kulma, prof. UWr.



