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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Wojciecha Makowskiego
zatytutowane;j
»Fizjologiczne podstawy syntezy wybranych metabolitow wtérnych
w elicytowanych i transformowanych kulturach tkankowych roslin Dionaea muscipula J.
Ellis i ich wiasciwosci antybakteryjne.”
wykonanej w Katedrze Botaniki, Fizjologii i Ochrony Roslin Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottgtaja w Krakowie
pod kierunkiem promotora — dr hab. Inz. Aleksandry Krélickiej, prof. UG
i promotora pomocniczego — dr inz. Krzysztofa Tokarza, prof. URK

Niezréznicowane hodowle tkankowe roslin oraz hodowle in vitro mikropedéw i korzeni stanowia
bardzo dobry system doswiadczalny do badan nad regulacja wtérnego metabolizmu roslin. Jego
zastosowanie jest szczegdlnie uzasadnione w przypadku roélin rzadkich i podlegajacych ochronie.
Muchotéwka amerykanska (Dionaea muscipula), jakkolwiek czesto hodowana na sprzedaz jako
roslina doniczkowa, w swoim naturalnym srodowisku jakim sg przybrzezne torfowiska Karoliny
Potnocnej i Potudniowej (USA) wystepuje coraz mniej licznie i na malejacej liczbie stanowisk, co
sprawito, Ze rozwaza sie objecie tego gatunku ochrong. Ekstrakt z muchotowki jest
wykorzystywany w medycynie tradycyjnej, stad zainteresowanie metabolitami syntetyzowanymi
przez roéline i ich aktywnoscig biologiczna.

Przedstawiona do oceny rozprawa poswiecona jest badaniu wptywu procesu elicytacji, za
pomocg lizatu bakterii Cronobacter sakazakii, na wytwarzanie wybranych metabolitow wtérnych
(wyspecjalizowanych) przez hodowle pgdow muchotowki prowadzone w pozywce ptynnej z aeracja
mechaniczng (wstrzgsarka rotacyjna) oraz produktywnosci kultur teratom pedowych muchotéwki
uzyskanych poprzez transformacje genetyczng przy uzyciu ,dzikich” szczepoéw Rhizobium
rhizogenes. W przypadku teratom pedowych badano takze liczne parametry fizjologiczne tkanki
roslinnej jak poziom oksydacji lipidow, zawartos¢ proliny, tyrozyny i karotenoidéw, aktywnosé
enzymow antyoksydacyjnych, obecno$é zredukowanej i utlenionej formy glutationu, zawarto$é
lipidéw i cukrow. Dysertacja obejmuje trzy oryginalne wieloautorskie prace eksperymentalne,
opublikowane w latach 2020-2021, w czasopismach o ustalonym wspétczynniku oddziatywania
(IF), opatrzone zbiorczym omdwieniem i stosowng dokumentacja.

Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich trzech prac eksperymentalnych i wraz z
promotorami autorem korespondujacym. Wedtug zatgczonych oswiadczen wspotautorow, Pan
Magister Wojciech Makowski jest tez wspoftwércag koncepcji badan i postawionych hipotez
badawczych, zaprojektowat i przeprowadzit wiekszo$¢ eksperymentdw, opracowat i zinterpretowat
wyniki badan oraz przygotowat pierwsze wersje manuskryptéw. Prace zostaty opublikowane w
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, w trybie ,open access”. Wspétczynnik oddziatywania
czasopism wynosit 3,267 — 4,813. Sumaryczna punktacja MEIN, w odniesieniu do trzech
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wymienionych prac eksperymentalnych, wynosi 340. Pomimo ze od publikacji pierwszych wynikow
uptynety zaledwie dwa lata, byly one juz kilkukrotnie cytowane przez innych badaczy, a liczba ich
cytowan tgcznie z autocytowaniami wynosi 13 (Web of Science).

Publikacje wchodzgce w skitad rozprawy poprzedzone sg zbiorczym opracowaniem,
liczgcym 29 stron i obejmujgcym: wykaz stosowanych skrotow, wykaz publikacji z krotkg
informacjg bibliometryczng i o$wiadczeniami doktoranta dotyczgcymi jego wktadu w powstanie
poszczegolnych prac, wstep teoretyczny z materiatem ilustracyjnym (dwie ryciny i jedna fotografia),
przedstawienie gtownych celéw i zadan badawczych pracy doktorskiej, oméwienie szczegotowych
celow i wynikow poszczegéinych prac wechodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, wnioski bedgce
weryfikacjg postawionych hipotez badawczych, krétkie podsumowanie i spis literatury obejmujgcy
49 pozycji, w wigkszosci cytowanych takze w opublikowanych pracach eksperymentalnych, w tym
15 pozycji wspodtautorstwa doktoranta i promotoréw pracy doktorskiej. Opracowanie zamykaja
streszczenia rozprawy w jezykach polskim i angielskim.

Wstep teoretyczny zwiezle prezentuje biezacy stan wiedzy na temat roslin miesozernych z
rodziny Droseraceae, a w szczegdlno$ci muchotéwki amerykanskiej jako gatunku modelowego w
badaniach nad miesozernoscig i elektrofizjologia roslin, przedstawia metabolity fenolowe
rosiczkowatych, omawia biosynteze, wtasciwosci i potencjalne zastosowanie zwigzkow fenolowych
syntetyzowanych przez muchotéwke oraz kultury in vitro, elicytacje i transformacje genetyczna
jako techniki o potencjalnym zastosowaniu w badaniach nad muchotéwkg amerykanskyg i jej
metabolizmem. Doktorant odwotuje sie tutaj do 43 pozycji piSmiennictwa, z ktérych jedynie siedem
pochodzi sprzed roku 2010. Jest to atut Swiadczgcy o znajomosci biezacych doniesien
literaturowych, ale tez ograniczenie. We wstgpie brakuje informacji dotyczacych pionierskich prac
nad mikrorozmnazaniem in vitro muchotéwki, techniki od dawna powszechnie stosowanej w
pozyskiwaniu materiatlu roslinnego dla celéw komercyjnych, a takze na temat metabolitow
wyspecjalizowanych izolowanych z hodowanych in vitro pedéw tej rosliny. Co prawda cytowana
przez doktoranta praca przeglagdowa Banasiuka i wspotautoréw (2012) wymienia niektore
wczeshiejsze doniesienia poswiecone Kkulturom in vitro muchotéwki, niemniej jednak od autora
dysertacji nalezatoby oczekiwaé szczegdtowego wprowadzenia czytelnika w zagadnienia o
podstawowym znaczeniu dla interpretacji uzyskanych przez niego wynikéw. W szczegdlnosci
zastanawia brak w cytowanej literaturze monografii autorstwa Kukutczanki i Budzianowskiego
,Dionaea muscipula Ellis (Venus Flytrap): In vitro cultures and in vitro production of secondary
metabolites” opublikowanej, w roku 2002, w wydawnictwie seryjnym ,Biotechnology in Agriculture
and Forestry. Medicinal and Aromatic Plants” pod redakcjg Nagaty i Ebizuki, zawierajgcej
wyczerpujace dane dotyczace metabolitdéw wtérnych produkowanych przez kultury in vitro Dionaea
muscipula. W tekscie wstepu znalazly sie takze pewne niedoprecyzowane lub wieloznaczne
fragmenty. Na przyktad, ryzykowne wydaje sie stwierdzenie, ze transformacja genetyczna za
pomoca dzikich szczepdw Rhizobium rhizogenes jest narzedziem stuzacym do zwiekszania puli
cennych metabolitow wtdérnych. Bynajmniej nie jest to reguta. Jesli jako konsekwencje zakazenia
rosliny bakteriami R. rhizogenes wymieniono ,hairy root syndrome”, to odpowiednio dla R.
tumefaciens nalezatoby wymieni¢ ,crown gall syndrome”. Zaburzenia gospodarki hormonalne;j
roslin zainfekowanych wymienionymi bakteriami z rodzaju Rhizobium nie wynikajg stricte ze zmian
w genomie rosliny-gospodarza prowadzacych do syntezy opin. Nieco niezreczne wydaje sie tez
sformutowanie ,wysoka aktywnosé¢ biologicznie czynna”. Sa to jedynie btedy redakcyjne tatwe do
skorygowania.
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Gtéwny cel naukowy pracy — opracowanie efektywnych narzedzi biotechnologicznych
prowadzgcych do zwigekszenia syntezy zwigzkéw fenolowych w kulturach tkankowych muchotéwki
amerykanskiej oraz zadania badawcze stuzgce jego realizacji zostaty logicznie i precyzyjnie
sformutowane i uzasadnione. Jedynie zadania badawcze wymienione w punkcie trzecim i széstym
wymagatyby pewnej korekty redakcyjnej. Wybrana strategia elicytacyjna moze bowiem prowadzi¢
do zmian w aktywno$ci biologicznej ekstraktow uzyskanych z roslin poddanych elicytacji, nie moze
natomiast wywota¢ zmian aktywnos$ci biologicznie czynnych metabolitéw wtérnych rozumianych
jako poszczegolne zwigzki. Co do punktu széstego, transformacja za pomoca dzikiego szczepu R.
rhizogenes nie jest zdarzeniem prowadzgcym do wigczenia jednego, wybranego genu do genomu
rodliny-gospodarza. Poza tym, ze istnieje kilka gendw rol, takze inne geny z plazmidu Ri mogg
ulega¢ integracji do genomu roslinnego. Aby méwié¢ o odpowiedzi na obecnos$¢ konkretnego genu
rol w genomowym DNA, nalezatoby wcze$niej wykluczy¢ obecnosé w genomie rosliny wszystkich
innych gendw przenoszonych przez plazmid Ri.

,Omowienie szczegbdtowych celdw i wynikdéw poszczegdlnych prac wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskiej” zawiera podsumowanie poczynionych zatozen i uzyskanych wynikow
eksperymentalnych opublikowanych wczesniej w formie recenzowanych prac oryginalnych.

Pierwsza z publikacji poswiecona jest zmianom w metabolizmie hodowanych in vitro roslin
Dionaea muscipula spowodowanym zastgpieniem hodowli stacjonarnej w pozywce zestalonej
agarem hodowlg w pozywce ptynnej prowadzong na wstrzgsarce rotacyjnej. Zwigkszonemu
przyrostowi biomasy roslin prowadzonych w podtozu ptynnym towarzyszyt spodziewany spadek
stosunku suchej do swiezej masy wskazujgcy na wzrost uwodnienia tkanki. Przejscie na hodowle
w pozywce ptynnej skutkowato takze istotnym zwiekszeniem catkowitej zawartosci fenoli,
fenylopropanoidéw, flawonoidéw i antocyjandéw w badanym materiale roslinnym. Ponadto badano
wptyw elicytora - lizatu z bakterii Cronobacter sakazakii — na wzrost roslin, zawarto$¢ zwigzkoéw
fenolowych w biomasie (w tym: catkowitych fenoli, fenylopropanoidéw, flawonoidéw, antocyjanéw
oraz wybranych zwigzkoéw, jak plumbagina, kwas kawowy mirycetyna, kwas elagowy, hyperozyd,
kwercetyna i kwas salicylowy) oraz na aktywno$¢ biologiczng (wychwyt wolnych rodnikéw i
dziatanie przeciwbakteryjne) wyciggéw z hodowanych in vitro roslin muchotowki. Mozna sie
spiera¢ czy zatozenie, ze efektywnos¢ elicytacji bedzie zalezna od stezenia elicytora i czasu
trwania elicytacji zastuguje na miano hipotezy. Jest to raczej powszechnie znana i wielokrotnie
dowiedziona zalezno$¢. Zastosowany elicytor, w zakresie badanych stezen, nie wptywat na wzrost
roélin muchotéowki. Indukowat natomiast zmiany w zawartosci zwigzkéw fenolowych w roslinach
(na przyktad istotny wzrost catkowitej zawartosci fenoli i fenylopropanoidéw w roslinach
traktowanych najwyzszym z badanych stezeniem elicytora — 5%) oraz zmiany w aktywnos$ci
biologicznej ekstraktow uzyskanych z elicytowanych roslin, w odniesieniu do roslin kontrolnych. Po
siedmiu dniach trwania elicytacji zaobserwowano istotnie zwiekszong aktywno$é antyrodnikowa
wyciggéw z elicytowanych roslin. Aktywnosé antybakteryjna wyciggow wobec bakterii Gram-
dodatnich wzrastata wraz z czasem trwania elicytacji (5-7 dni), natomiast staba aktywnos¢é wobec
pateczek Gram-ujemnych byta nieco wyzsza w poréwnaniu z kontrolg dla wszystkich wyciagdéw
uzyskanych z roslin poddanych elicytacji (niezaleznie od dawki elicytora i czasu trwania elicytacji).
Zarébwno zastosowanie pozywki ptynnej z aeracja mechaniczng jak i zastosowanie opisanego
lizatu jako elicytora w hodowlach in vitro Dionaea muscipula majg niewatpliwy walor nowosci.
Wymienione modyfikacje warunkéw hodowli zwigkszajg zawartos¢ zwigzkéw fenolowych w
biomasie i prowadzg do wzrostu aktywnos$ci biologicznej wyciggéw otrzymanych z hodowanego
materiatu roslinnego. Autorzy nie wspominajg jednak czy aktywne metabolity sg wydzielane do
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pozywki hodowlanej i czy proces ten (o ile zachodzi) réwniez podlega modyfikacji na skutek zmian
warunkéw hodowli. Inng zastanawiajgca kwestia jest niezwykle wysoka zawarto$é kwasu
salicylowego w badanym materiale roslinnym (okoto 300 mg/g suchej masy), dotychczas
nieopisana w literaturze. Specyficzny dobér oznaczanych ilo$ciowo zwigzkéw fenolowych
(plumbagina, mirycetyna, hyperozyd, kwercetyna, kwas kawowy, kwas elagowy i kwas salicylowy)
spowodowany byt zapewne dostepnoscia wzorcéw analitycznych.

Druga z prac wchodzgcych w sktad cyklu dotyczy transformacji genetycznej roslin Dionaea
muscipula za pomocg wybranych linii wektora bakteryjnego — Rhizobium rhizogenes i oceny
produktywnosci transformowanej tkanki roslinnej. Oceniano przyrosty biomasy, zawarto$é
zwigzkow fenolowych i aktywno$¢ antybakteryjng kilku klonéw teratom pedowych uzyskanych w
procesie transformacji. Wykazano zréznicowang wirulencje uzytych linii agropinowych R.
rhizogenes w stosunku do muchotéwki. Dwie z trzech uzytych w eksperymencie linii spowodowaty
wytworzenie teratom pedowych bedacych efektem transformacji genetycznej. Uzyskane klony
transformantow roznity sie miedzy sobg tempem przyrostu biomasy, zawartoscig zwigzkéw
fenolowych i aktywnoscig przeciwbakteryjng. Dziatanie przeciwbakteryjne zaréwno wobec bakterii
Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych byto powigzane z zawartoscig zwigzkow fenolowych. Nalezy
zaznaczy¢, ze przedstawiona publikacja jest pierwszg opisujgcg uzyskanie transformowane;
genetycznie hodowli D. muscipula wyzej wymieniong metodg, a doktorant realizowat ja w ramach
wtasnego projektu badawczego, finansowanego przez NCN.

Jak stwierdza w omodwieniu Autor; ,Obecnos¢ poszczegdlnych gendw z rodziny rol w
genomie roslinnym i liczba kopii, w jakich zostang one wbudowane, jest jednym z gtéwnych
czynnikéw determinujgcych fenotyp rosliny transformowanej.” Nalezatoby tu wspomnie¢ réwniez o
miejscu integracji plazmidowego DNA do genomu rosliny. Zarowno w omoéwieniu jak i w pracy
oryginalnej wspomniano jedynie, ze dokonano weryfikacji obecnosci w genomowym DNA
transformantow genow rolC i ro/B, pochodzacych z lewostronnej sekwencji bakteryjnego T-DNA.
Co z pozostatymi genami rol i z genami pochodzacymi z sekwencji prawostronnej? Ponownie
uwage zwraca wyjatkowo wysoka zawarto$¢ kwasu salicylowego w materiale roslinnym (okoto 650
mg/g suchej masy w przypadku klonu E). Czy aby na pewno nie wkradt sie tu jakis btgd?

Tytut trzeciej pracy eksperymentalnej ,Response of physiological parameters in Dionaea
muscipula J. Ellis teratomas transformed with ro/B oncogene” niezbyt fortunnie sugeruje
introdukcje jedynie jednego, wyselekcjonowanego genu bakteryjnego do genomu rosliny, podczas
gdy transformacje przeprowadzano za pomocg dzikich szczepow R. rhizogenes. W publikacji tej
przeanalizowano wybrane parametry biochemiczne dwoch wybranych klonéw teratom pedowych,
w odniesieniu do nietransformowanych roslin muchotéwki hodowanych w tych samych warunkach.
Szczegdlnie duzo uwagi poswiecili Autorzy stanowi redoks w tkankach teratom i roélin
nietransformowanych, oznaczajgc aktywnosé peroksydazy, katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej
oraz oznaczajac antyoksydanty nieenzymatyczne (glutation, karotenoidy) i aldehyd malonowy jako
marker stresu oksydacyjnego. Ponadto, oznaczono zawartosci proliny, tyrozyny, lipidéw, skrobi i
innych cukréw oraz zwigzkdéw fenolowych. Oprécz zwigzkéw zaangazowanych w podstawowe
procesy metaboliczne, analizowano takze metabolity wyspecjalizowane z grupy zwigzkéw
fenolowych (kwasy: galusowy, protokatechowy, chlorogenowy, p-kumarowy, ferulowy oraz
flawonol — kemferol). Wykazano zrdéznicowanie odpowiedzi fizjologicznej i zawartosci
analizowanych zwigzkéw w badanym materiale roslinnym. Uzyskane wyniki nie pozwolity
jednoznacznie wskaza¢ jakie zmiany w metabolizmie rosliny (poza wzrostem aktywnoSci
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dysmutazy ponadtlenkowej i zawartosci karotenoidéw) sg spowodowane wbudowaniem genéw z
plazmidowego DNA do genomowego DNA muchotéwki.

W oméwieniu pracy, we frazie ,...opisanie potencjalnych strategii aklimatyzacyjnych roslin
muchotéwki amerykanskiej do obecnosci w jej genomie obcych gendw...” sugerowatabym zmiane
pojecia ,aklimatyzacja” na adaptacja. Trzecia hipoteza postawiona dla tej pracy, zakiadajgca, ze:
,...odpowiedz wybranych klonéw muchotéwki amerykanskiej na transformacje bedzie rézna
pomimo obecnosci genu ro/B inkorporowanego w jednej kopii do genomu obu z nich”, znalazta juz
swoje potwierdzenie i zostata poddana dyskusji w poprzedniej pracy.

Whioski sformutowano poprawnie, w oparciu o uzyskane wyniki eksperymentalne. We
wniosku dziesigtym termin ,aklimatyzacja” powinien ulec zmianie, jak zaproponowatam wczesniej.

Na stronach 30-35 pracy doktorskiej zamieszczono wykaz publikacji i doniesien
konferencyjnych, wspoétautorstwa doktoranta, niewchodzgacych w zakres pracy doktorskiej;
informacje o realizowanych projektach badawczych, odbytych stazach naukowych, dziatalnosci
recenzenckiej i informacje naukometryczng. W wykazie publikacji znajduje sie: jeden rozdziat w
anglojezycznej monografii  naukowej; osiem oryginalnych prac eksperymentalnych,
opublikowanych w czasopismach z bazy Web of Science (IF 1,438 — 5,923); 24 doniesienia
konferencyjne, w tym dziewie¢ na konferencjach o zasiegu miedzynarodowym. Doktorant
realizowat projekt finansowany przez macierzystg uczelnie, a takze byt kierownikiem projektu
,Preludium 16", przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki. W latach 2017-2020 odbyt szeé¢
krétkoterminowych stazy krajowych (Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie i Miedzyuczelniany
Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego) oraz
jeden dwuipotmiesieczny staz, w ramach programu Erasmus+, w Instytucie Botaniki
Eksperymentalnej Czeskiej Akademii Nauk w Otomuncu (Republika Czeska).

Prace doktorskg Pana Magistra Wojciecha Makowskiego oceniam wysoko, zaréwno ze
wzgledu na oryginalno$¢ podjetej tematyki badawczej, jak i ze wzgledu na réznorodnos$c¢
zastosowanych technik i metod badawczych. Zaplanowane do$wiadczenia przeprowadzono i
opisano z duzg staranno$cia, a sposdb prowadzenia dyskusji wskazuje na duzg wiedze
teoretyczng i praktyczna, umiejetnos¢ interpretacji wynikow i ich syntetycznego przedstawienia.
Weczesniej wymienione watpliwosci, uwagi i dostrzezone drobne niezrecznosci stylistyczne nie
umniejszajg merytorycznej wartosci pracy, ktéra zostata przygotowana z duzg skrupulatnoscia.
Zwraca tez uwage spory dorobek naukowy doktoranta w zakresie nieobjetym dysertacjg oraz jego
doSwiadczenie zdobyte w trakcie zrealizowanych stazy i kierowania wilasnym projektem
badawczym.

Podsumowujac, praca doktorska pt.: ,Fizjologiczne podstawy syntezy wybranych
metabolitéw wtérnych w elicytowanych i transformowanych kulturach tkankowych roslin Dionaea
muscipula J. Ellis i ich wtasciwosci antybakteryjne, ma walory nowatorskie i aplikacyjne, zostata
wykonana prawidtowo i jest poprawnie udokumentowana. Jej efektem jest okreslenie warunkow
uzyskania zwiekszonej produkcji zwigzkow fenolowych przez hodowane in vitro rosliny Dionaea
muscipula i powigzanie wyzszej zawartoSci zwigzkéw fenolowych ze wzrostem aktywnosci
antyoksydacyjnej i antybakteryjnej wyciggow z uzyskanego materiatu roslinnego oraz
wyselekcjonowanie wysokoproduktywnych klonéw teratom pgdowych muchotéwki uzyskanych
poprzez transformacje genetyczng za pomoca R. rhizogenes i ocena parametrow fizjologicznych
wybranych klonéw. Przedstawiona dysertacja spetnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane
pracom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, demonstruje poziom
wiedzy teoretycznej doktoranta oraz umiejetnos¢ projektowania i wykonywania eksperymentow
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naukowych. Z przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia
wymogi art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity Dz.U. z 2017 r., poz. 1789) w zwigzku z art. 179
ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1669) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdariskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie magistra inzyniera Wojciecha Makowskiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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Dr hab. nauk farm. Anna Stojakowska
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