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Recenzja pracy doktorskiej mgr Izabeli Perkowskiej zatytulowanej “Rola i mechanizm
regulacji ekspresji genow kodujgcych dioksygenazy w adaptacji roslin do wzrostu i rozwoju
w warunkach panujgcych na lgdzie”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata przygotowana w Zaktadzie Ochrony 1
Biotechnologii Ro$lin Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod opieka prof. dr hab. Ewy
Lojkowskiej (promotor) i dr Anny Thnatowicz (promotor pomocniczy).
Praca dotyczy badan nad wzajemnymi zaleznosciami pomi¢dzy genotypami rosliny
modelowej Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity), abiotycznymi i biotycznym
stresami §rodowiskowymi, a metabolizmem wtornym i poziomem metabolitéw wtornych, w
tym w szczegdlnosci z fenylopropanoidami, ktére odgrywaja istotna role¢ w strategiach
adaptacyjnych roslin do niekorzystnych warunkoéw srodowiskowych. Autorka skupita si¢ nad
kumarynami — zwigzkami wykazujacymi wlasciwosci chelatujace jony zelaza, a takze
majacymi dziatanie antyoksydacyjne i przeciwdrobnoustrojowe. L.aczac ze sobg rdzne
podejscia omiczne, Autorka postanowita odpowiedzie¢ na kilka pytan, ktore byty celem Jej
pracy doktorskie;j:
1. Zbadanie korelacji miedzy akumulacjg kumaryn, genotypami roslin (naturalne akcesje i
mutanty) oraz czynnikami stresu srodowiskowego (w tym dostepnosc zelaza i obrona przed
patogenami) by lepiej zrozumie¢ adaptacje metaboliczne i reakcje na stres A. thaliana.

2. Przeprowadzenie kompleksowej analizy sieci regulacyjnej, kontrolujacej przetgczanie miedzy
biosyntezg kumaryn i lignin w A. thaliana w warunkach stresu osmotycznego i niskiego pH, z
zastosowaniem zintegrowanych podejs¢ transkryptomicznych i metabolomicznych.

3. Charakterystyka funkcjonalna dwdéch dioksygenaz A. thaliana DOXC21-A, jej NAT (Natural
Antisense Transcript) i DOXC21-B potencjalnie zaangazowanych w orto-hydroksylacje
prekursoréw kumaryny i ligniny.

4. Charakterystyka UDP-glukozylotransferazy 79B9 A. thaliana zaangazowanej w odpowied?
rosliny na niedobdr zelaza i reakcje na stres osmotyczny.

W moim przekonaniu Kandydatka wszystkie te cele zrealizowata, poszerzajgc naszg wiedze na temat
roli metabolitow wtdrnych syntetyzowanych przez szlak fenylopropanoidowy w odpowiedzi na stresy
abiotyczne i biotyczne.

W pierwszej pracy, opublikowanej w Molecules, Autorka pomierzyta zawartos¢ kumaryn w
28 akcesjach A.thaliana stosujac ultrawysokosprawng chromatografi¢ cieczowa sprz¢zong ze
spektrometrig mas (UHPLC-MS). Badania wykazaty duze réznice w zawarto$ci kumaryn
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zarOwno w li§ciach jak 1 korzeniach roslin. Skopoletyna i jej glikozylowana forma sg obecne
w najwigkszych ilo§ciach w tkankach Arabidopsis, a obecno$¢ umbelliferonu w korzeniach
tej rosliny zostata udokumentowane po raz pierwszy. Natomiast obecnos¢ eskuletyny i
eskuliny zidentyfikowano jedynie w ilosciach §ladowych jedynie w niektorych akcesjach.
Chciatabym zapytac o stabilno$¢ kumaryn podczas ekstrakcji — czy maja podobng czy r6zng
stabilnos$¢, ktora moze rzutowac na izolowane ilo$ci poszczegdlnych kumaryn? Kumaryny sa
syntetyzowane w korzeniach. Ich obecnos¢ w lisciach wskazuje na ich transport na dalekie
odlegtosci z korzeni do pedu i1 funkcje inne niz wspomaganie pobierania substancji
odzywczych, najprawdopodobniej zwigzanych z ich rolg jako antyoksydantow 1 zwigzkow
zapobiegajacych infekcjom. Czy znany jest sposob transportu kumaryn z korzeni do li§ci?
Glebsza analiza wskazala, ze akumulacja kumaryn moze by¢ efektem zmiennos$ci genetycznej
w akcesjach, a takze efektem selekcji ekologicznej w adaptacji roslin do r6znych warunkéw
srodowiskowych. Prace byly prowadzone na akcesjach Arabidopsis thaliana z Europy,
Ameryki Pétnocnej, Azji 1 Afryki. W podsumowaniu pracy, jak rowniez w opublikowanym
artykule, nie poswigcono wystarczajaco duzo uwagi koncepcji, w jaki sposdb wybrano 28
akcesji. W artykule znajduje si¢ krotkie wyjasnienie, ze akcesje mozna podzieli¢ wedtug
czynnikéw klimatycznych, takich jak maksymalna wysoko$¢ npm, §rednia minimalna
temperatura zimowa, $rednia maksymalna temperatura letnia i §rednie roczne opady. Nalezy
roOwniez pamigtacé, ze wszystkie rosliny analizowano jako 34-dniowe rosliny, uprawiane
najpierw na podtozu statym (10 dni), a potem ptynnym (24 dni), a zatem wszystkie rosliny
byly bardzo zestresowane. Wedtug mnie, trudno moéwic to o naturalnej odpowiedzi tych
roslin. Zaobserwowano zmienno$¢ genetyczng w warunkach reakcji na stres dla wszystkich
akcesji. Jak wygladatly rosliny po zakonczeniu wzrostu w podtozu ptynnym? Chciatbym
uzyska¢ komentarz od Kandydatki na ten temat.

Powyzsze wyniki opublikowano w czasopi$mie Molecules, autorami tej pracy jest 8 osob, a
rola IP w sekcji ,,Wkiad autoréw” przedstawiata si¢ nastepujaco: L.P., J.S. and A.O.;
investigation, L.P., J.S., A.O. and J.G.; writing—original draft preparation, I.P., E.L. and A.L;
writing—review and editing. Gtéwna rola Kandydatki jest widoczna, nie brata Ona udzialu w
tworzeniu koncepcji tej pracy.

Z uwagi na otrzymane wyniki, Kandydatka postanowita zbada¢ wptyw kumaryn
(chelatujacych zelazo) na wydajnos¢ infekcji 4.thaliana bakteria Dickeya spp, ktora
wiadomo, ze produkuje siderofory chelatujace zelazo. Do badan wykorzystano ekotyp
A.thaliana Col-0 w formie dzikiej i dwa mutanty, z ktérych jeden nidst uszkodzenie w
kluczowym genie biosyntezy kumaryn, a drugi w transporcie kumaryn do ryzosfery. Rosliny
hodowano w warunkach podazy i1 braku podazy jonéw zelaza w warunkach hydroponiki, a
takze w dwoch, znaczaco roznigcych sie sktadem chemicznym glebach naturalnych, glownie
stopniem zasolenia. Wyselekcjonowano réwniez do badan dwa szczepy Dickeya spp. -
referencyjny i bardziej wirulentny (D. dadantii 3937 1 D. solani IFB0099). Powtdrzono
badania przeprowadzone juz wczesniej, ktore potwierdzity, ze brak jonow zelaza wplywa
stymulujaco na ekspresje gendow zwigzanych z syntezg i transportem kumaryn, a takze
potwierdzono wzrost stezenia wybranych kumaryn. Jednak mutanty roslin niosace
uszkodzenia w genach biosyntezy kumaryn F6 ’HI lub S8H, charakteryzowaly si¢ wieksza
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podatnoscia na infekcje bakteryjng niz rosliny typu dzikiego rosngce w warunkach niedoboru
zelaza.

Rosliny rosnace na glebie naturalnej niezasolonej rosty prawidtowo (WT, 1 mutanty /6 'H1,
s8h 1 pdr9), natomiast na glebie zasolonej radzity sobie znacznie gorzej, czgsto obumierajac.
Co ciekawe, w glebie z wigkszym zasoleniem mutant pdr9 (uszkodzony transport kumaryn do
ryzosfery) wykazywal najlagodniejsze symptomy zakazenia bardziej wirulentnym szczepem
Dicekya spp. Natomiast w glebie mniej zasolonej wszystkie mutanty charakteryzowaty sie
tagodniejszymi efektami zakazenia wirulentnym szczepem niz rosliny typu dzikiego.
Obserwacje te wydaja si¢ bardzo ciekawe, zwtaszcza w konteks$cie faktu, ze nie obserwowano
takich roznic w przypadku infekcji referencyjnym szczepem Dickeya spp. Ciekawa bytabym
zdania Kandydatki na temat dalszych do§wiadczen jakie nalezatoby wykona¢ by zrozumiec
opisany wynik. Co ciekawe, w teScie wzrostu bakterii na ptytkach CAS-agar (Chrom Azurol
S ) bakterie bardziej wirulentne lepiej chelatowaty zelazo w obecnosci homogenatu z roslin
f6’hl w poréwnaniu do zazwyczaj gorszej zdolnosci chelatowania jondéw Fe (II) przez D.
dadantii 3937. Czy jest jakie$ racjonalne wyttumaczenie tego faktu?

Waznym jednak wnioskiem z tych prac jest ten, ze kumaryny ograniczaja zdolnos$ci
infekcyjne Dickeya ssp. poprzez ograniczanie podazy zelaza dla bakterii. Wydaje si¢ wiec
zasadnym wniosek Doktorantki, ze badania te moga mie¢ wptyw na hodowle odmian bardziej
odpornych na infekcje poprzez zwigkszenie ilosci kumaryn w roslinach. Nalezy jednak
pamigtac, ze kumaryny nie sg uwazane za zdrowe, zwtaszcza w wigkszych dawkach
(ograniczaja krzepliwos¢ krwi, majg wlasciwosci hepatotoksyczne). Natomiast przyjmowane
w niewielkich dawkach moga mie¢ pozytywny wptyw na organizm cztowieka, poniewaz
dziatajg przeciwzakrzepowo i1 przeciwbakteryjnie. Jestem ciekawa o jakich dawkach mowimy
w przypadku zwigkszenia zawarto$ci kumaryn w ro$linach (zestresowanych) w kontekscie
dawek szkodliwych dla zdrowia cztowieka?

Wyniki te zostaly opublikowane w Int. J. Mol. Sci. gdzie Kandydatka jest pierwszg autorka i
byta gtowna wykonawczynig do§wiadczen.

W kolejnej pracy postanowiono bardziej zglebi¢ powigzania gen — metabolit w konteks$cie
biosyntezy kumaryn, wykorzystujac przy tym podej$cie omiczne: ukierunkowane
profilowanie metabolitow, analize ekspresji gendw i sekwencjonowanie genomowe. Wybrano
trzy akcesje A.thaliana roznigce si¢ zawartoscig wybranych kumaryn (skopoletyny i
umbelliferonu oraz ich glikozylowanych pochodnych skopoliny i skimminy) i przebadano ich
zawarto$¢ w korzeniach 1 lisciach roslin rosngcych na pozywce ptynnej i w glebie. Zgodnie z
oczekiwaniem zaobserwowano najwyzsze stezenia badanych kumaryn w korzeniach roslin
hodowanych in vitro na pozywce ptynnej, jak rowniez w roslinach rosngcych w glebie gdzie
stezenia te byty znaczaco nizsze w liciach niz w korzeniach. Co ciekawe, zawarto$¢ kumaryn
byta zdecydowanie najnizsza w japonskiej akcesji Tsu-1(Tsushima 1). Analiza ekspresji
wybranych genéw Tsu-1 zwigzanych z biosyntezg kumaryn pokazuje, ze jeden z nich
(F6’H2/ACT?2 ) ulega bardzo niskiej ekspresji zar6wno w korzeniach roslin hodowanych in
vitro jak i w glebie. Jestem ciekawa czy przebadano i porownano promotory lub czynniki
transkrypcyjne wigzace si¢ z promotorami genow F6 'H2/ACT?2 pochodzacych z réznych
akcesji?
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Wiyniki te zostaty opublikowane w pracy, ktora ukazata sie w BMC Biology, a Kandydatka
jest w niej trzecig autorka. W tej pracy Pani Izabela Perkowska nie odegrata znaczacej roli
jako eksperymentatorka i zastanawiam si¢ czy praca ta nie powinna si¢ znalez¢ bardziej w Jej
dorobku naukowym niz w samym doktoracie: ,,IP analyzed data, contributed to the
manuscript writing, was a major contributor in figures preparation.” Nie do konca rozumiem
co si¢ kryje pod haslem ,,przeanalizowata dane”. Bardzo prosz¢ o wyjasnienie podczas obrony
pracy.

Gltowna czesé¢ pracy doktorskiej stanowig badania dotyczace roli i mechanizmu gendow
DOXC21-A4, jego cis- antysnsownego RNA (NAT) 1 genu DOXC21-B w adaptacji roslin do
warunkow ladowych. Sa to dwa paralogi dioksygenaz z klasy C zaleznych od kwasu 2-
oksoglutarowego. Tworza one osobny klad w drzewie filogenetycznym gendéw kodujacych
dioksygenazy z grupy DOXC, a ich ortologi wystepuja u przedstawicieli mszakow,
paprotnikéw, nagonasiennych 1 innych gatunkéw roslin okrytonasiennych. Autorka wskazuje,
ze geny te w drzewie filogenetycznym dioksygenaz A4.thaliana sasiaduja z ktadem
obejmujacym dioksygenzy dotad badane przez Doktorantke 1 zwigzane z biosynteza kumaryn
(F6°’HI, F6’H2 1 S§H). Stalo si¢ to impulsem do wykonania badan nad tymi dwiema
dioksygenazami. Zastosowane zostalo kompleksowe podejscie do tego problemu:
wykorzystano mutanty KO genéw DOXC21-A i1 NAT oraz DOXC21-B 1ihodowano rosliny w
warunkach stresu niedoboru substancji odzywczych, chtodu i stresu oksydacyjnego, suszy,
zard6wno w warunkach hydroponiki jak i stosujac dwa rodzaje gleby. Przeprowadzono
badania RNAseq, potwierdzono ekspresj¢ wybranych genow RT-qPCR. Ponadto oba geny
poddano heterologicznej nadekspresji by sprawdzi¢ ich aktywno$¢ in vitro i in vivo w
ekspresji przejsciowej w N.benthamiana.

Przeprowadzona przez Kandydatke analiza ekspresji badanych genow wykazata, ze DOXC21-
A ulega w warunkach normalnego wzrostu wigkszej ekspresji w pedzie niz w korzeniu,
podczas gdy DOXC2I-B ulega ekspresji rtownomiernej w réznych czesciach rosliny.
Natomiast pod wplywem warunkow stresu abiotycznego ekspresja obu genow zmienia si¢
znaczaco, mianowicie pierwszy z nich ulega indukcji pod wptywem chtodu, a swiatto UV
silnie hamuje jego ekspresj¢. Natomiast drugi z nich (DOXC21-B) ulega silnej indukcji w
obecnos$ci §wiatla UV. Oba ulegajg nieznacznej indukcji w pgdach pod wplywem suszy. Dla
obu genow wykonano sie¢ oddzialywan biatko-biatko stosujac program STRING i
proponujac interaktory. Warto zauwazy¢, ze grupa interaktorow jest rozna za wyjatkiem
biatek zwigzanych z biosyntezg gibereliny GA1.

Przeanalizowano zachowanie si¢ badanych zmutowanych roslin w stresie suszy. Cho¢ zdziwit
mnie wybor akurat tego stresu abiotycznego z uwagi na wyniki analizy ekspresji obu genow
w tych warunkach (Ryc. 3A), to jednak zaobserwowano znaczace roznice w tolerancji
niedoboru wody wsrod badanych mutantow: doxc21-4 okazat si¢ najwrazliwszy na niedobor
wody podczas gdy mutanty nat i doxc21-B znaczaco lepiej znosza stres suszy. Obserwacje te
znalazty swoje potwierdzenie w parametrach takich jak warto$¢ §wiezej masy, zawartos¢
wody w lisciach, zdolno$¢ do regeneracji po rehydratacji czy stabilno$¢ bton komoérkowych.
Przesledzenie szczegotowe ekspresji DOXC21-A 1 DOXC21-B w roslinach typu dzikiego w
warunkach niedoboru wody wykazato, ze pierwszy z nich ulega silnej ekspresji, a drugi nie
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ulega zmianie gdy rosliny rosng w glebie, natomiast w warunkach in vitro silnej ekspres;ji,
niezaleznie od warunkow, ulegat DOXC21-B. Bardzo dobrze, ze Doktorantka takie badania
wykonata, gdyz na podstawie analizy ekspresji genow z zastosowaniem mikromacierzy
ekspresyjnej nie wybratabym tego stresu do dalszych badan. Co sklonito Kandydatke do
przyjrzenia si¢ jednak stresowi niedoboru wody?

Analiza ekspresji genow DOXC21-4 1 DOXC2I1-B w tle mutantdw nat! i nat2 przyniosta
zaskakujace wyniki: w tle mutanta nat2 ekspresja DOXC21-A byta znaczaco podwyzszona,
natomiast w tle mutanta nat/ ekspresja DOXC21-A ulegata redukcji. Jesli dobrze rozumiem
Ryc. 1A, to DOXC21-A generuje dwie izoformy mRNA, a mutacja nat2 uszkadza 5> UTR
izoformy DOXC21-A.1 podczas gdy mutacja nat! tego efektu nie niesie. Czy badata Pani
poziom ekspresji obu izoform razem czy niezaleznie? Mogtoby to da¢ pewne wyjasnienia co
do roli NAT. Obie insercje T-DNA w NAT wptywaja znaczaco na promotor genu DOXC21-A.
Czy sadzi Pani, ze w przypadku mutanta nat2 ekspresja moze by¢ pod kontrolg promotora z
T-DNA, a w przypadku nat! juz nie? Czy w takim razie prawdziwy efekt roli NAT
widzielibySmy w mutancie natl? Tyle ze oba mutanty nat tak samo lepiej znosza niedobor
wody niz ro$liny typu dzikiego, a r6znie wpltywaja na poziom ekspresji DOXC21-4. Czy w
mutancie doxc21-a widzi Pani ekspresje NAT? Czy ma Pani jakie§ wytlumaczenie tej
obserwacji?

NAT zawiera sekwencje o bardzo duzym podobienstwie do ath-miR844. Czy rejon otaczajacy
te sekwencje tworzy strukture spinki do wtoséw, co mogloby uprawdopodobni¢ hipoteze, ze
NAT generuje aktywny miR844? Badz tez, czy ktéras z insercji T-DNA w NAT niszczy
sekwencje miR844/strukture spinki do wlosow, z ktorej mogtby by¢ generowany mikroRNA?
I jeszcze jedno pytanie: czy sekwencja miR844 nachodzi na 5’UTR DOXC21-A, a jesli tak,
to jak dtugi jest rejon generujacy potencjalny dwuniciowy RNA o idealne;j
komplementarnos$ci na poziomie transkryptow?

Badania in vitro opisanych wyzej mutantow poddanych stresowi osmotycznemu w niskim
pH, symulujacym niedobdr substancji odzywczych wskazaty na wielkg wrazliwo$¢ mutanta
doxc2I-a do zycia w tych warunkach, natomiast mutanty nat/ i nat2 radzity sobie w tych
warunkach stresowych lepiej niz rosliny WT. Wyniki te sugerowatyby, ze NAT jest
negatywnym regulatorem odpowiedzi ro$lin na stres. Pomiary $wiezej masy badanych
roslinnych mutantow wykazaly najmniejszy przyrost masy w tle doxc21-a, a najwickszy w tle
natl. Z kolei pomiar zawarto$ci antocyjandéw, wskazal na podwyzszong zawarto$¢ w
mutancie doxc21-a, a w stresie nie zmienial si¢ w zadnym z badanych mutantéw.
Przeprowadzono analiz¢ RNA seq dla roslin WT, doxc21-a, natl i nat2 rosnagcych w
warunkach kontrolnych i stresu osmotycznego, i wyloniono geny ulegajace roznicowej
ekspresji (DEG). Mutant doxc21-a wykazat najwyzszg liczbe gendw, ktore ulegly represji
pod wptywem stresu. W opisie analizy DEG nie rozumiem jednego zdania: ,,Interestingly, in
nat2 mutant line expression level of DOXC21-4 was significantly upregulated in comparison
to all other lines including COL-0 WT, nratl and nat2 ko.” Czym r6zni si¢ mutant nat2 od
mutanta nat2 ko?

Analiza porownawcza réznicowej ekspresji genow pomiedzy mutantami i typem dzikiem
wskazata na interesujace roznice w signalingu hormonalnym, odpowiedzi na stres i produkcje
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drugorzedowych metabolitow. Co intrygujace, rdznice w ekspresji genow zaobserwowano
porownujac miedzy soba mutanty nal i nat2. Nadal ciekawa jestem bardzo wytlumaczenia
tego faktu.

Autorka dokonata roéwniez analizy zdarzen alternatywnego splicingu, alternatywnej inicjacji
(TSS) 1 terminacji transkrypcji (TTS). Wérod zidentyfikowanych zdarzen obserwowanych w
mutantach vs roslina dzika dominowaly alternatywne TSS, TTS 1 IR (zatrzymanie intronu).
To ostatnie jest typowe w roslinach poddanych stresowi. R6znice pewne w czestosci tych
zdarzen zaobserwowano rowniez pomi¢dzy mutantami doxc2-a, nat I 1 nat2. Zmiany te
zaobserwowano przede wszystkim w transkryptach genow zwigzanych z regulacja
transkrypcji, odpowiedzig na stres 1 1 procesami metabolicznymi.

Przeanalizowano rowniez metabolity roslin WT 1 mutantow rosngcych w warunkach
kontrolnych i stresu osmotycznego. Co ciekawe, mutanty nat2 akumulowaly w duzej ilo$ci
metabolity powstale na Sciezce metabolicznej zwigzanej z syntezg fenylopropanoidowow.
Niestety, badania nad aktywnoscig obu dioksygenaz (DOXC21-A i DOXC21-B) w uktadzie
heterologicznym nie przyniosty rozstrzygni¢cia co do ich enzymatycznej aktywnosci. Czy sg
te enzymy bezposrednio zaangazowane w syntez¢ kumaryn — czy raczej posrednio, pozostaje
do wyjasnienia.

Praca ta, w przygotowaniu do druku nie zostata jeszcze opublikowana (przynajmnie;j
niewidoczna w bazie danych PubMed). Jest to praca wieloautorska, a Kandydatka jest
pierwsza autorka, wspotodpowiedzialng za koncepcje pracy, metodyke, przeprowadzenie
badan, analiz¢ danych i przygotowanie wstepnej wersji manuskryptu.

Pigta praca, w przygotowaniu, zaprezentowana w pracy doktorskiej dotyczy charakterystyki
glukozylotransferazy 79B9 A.thaliana zaangazowanej w odpowiedz rosliny na niedobor
zelaza i stres osmotyczny. Dotychczas rola tego biata byta zupetnie nieznana. Transkrypt
kumuluje si¢ w korzeniach, gdzie zachodzi biosynteza kumaryn. Podobnie jak w poprzednie;j
pracy, wykonano przej$ciowa nadekspresje AthUGT79B9 w N.benthamiana, przeanalizowano
mutanty KO, a takze uzyskane linie komplementujace i nadekspresyjne tego genu pod katem
drugorzedowych metabolitow w korzeniach i ich eksudatach i odpowiedzi ro$lin na stresy
niedoboru wody 1 osmotyczny. Wyniki pokazaty, ze badana glukozylotransferaza jest nie
tylko zwigzana z odpowiedzig rosliny na niedobor Zelaza ale i na stres suszy: mutanty z
unieczynniong glukozylotransferazg UGT79B9 lepiej tolerowaty niedobér wody w glebie niz
ro$liny typu dzikiego i nadekspresyjne. W r6znych warunkach podazy jonéw Fe, zauwazalne
byly zmiany w metabolitach glikozylowanych pochodzacych z flawonoli, fenylopropanoidéw
1 kumaryn. Zaobserwowano réwniez wspodlne cechy metaboliczne w korzeniach i eksudatach
badanych genotypoéw roslin uprawianych w warunkach niedoboru Fe in vitro. Doktorantka
sugeruje, ze UGT79B9 moze dziala¢ jako przetacznik metaboliczny w odpowiedzi na stres
osmotyczny 1 niedobor Fe, potencjalnie wpltywajac na akumulacje metabolitow wtornych,
takich jak kumaryny, zaangazowanych w tolerancj¢ na stres.

W przygotowywanej pracy Kandydatka jest pierwsza Autorka, wspotaprojektowata badania,
przeprowadzita eksperymenty, analizowala dane i brata udziat w pisaniu manuskryptu.

Do wszystkich zaprezentowanych prac wspotwykonawcy zadeklarowali swoj udziat w
pracach, zasadniczo pokrywajacy si¢ z opisem udziatu w opublikowanych lub
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przygotowanych do publikacji pracach. W pracach tych, udzial Kandydatki jest wyraznie
opisany i ogolnie uwazam, ze znaczacy dla wykonanych prac.

Praca doktorska jest napisana tadnym, jasnym j¢zykiem, po angielsku. Prace sg
skoncentrowane wokot zrozumienia proceséw biosyntezy kumaryn w odpowiedzi na stresy
biotyczne 1 abiotyczne, takie jak infekcja bakteriami Dickeya ssp, niedobor zelaza
(chelatowanego przez kumaryny), susza i stres osmotyczny. Uzyskane wyniki po czegsci
przyczyniajg si¢ do lepszego zrozumienia roli kumaryn i ich indukowanej biosyntezy, ale
takze, z uwagi na ,,omiczne” podejscie, otwieraja nowe pola eksploracji tej tematyki. Praca
poszerza nasza wiedz¢ dotyczacg roli dioksygenaz 1 glukozylotransferaz w biosyntezie
kumaryn i ich roli w adaptacji ro$lin do warunkéw srodowiska ladowego. Chociaz prace
wykonano na modelowej roslinie A.thaliana, to z uwagi na zachowawczo$¢ ewolucyjng
badanych gendw mozna je wykorzysta¢ w badaniach wybranych ro$lin uzytkowych.
Wyniki, ktére ocenitam powyzej zawarto w trzech opublikowanych juz pracach oraz w
dwoch manuskryptach praktycznie gotowych do wystania, co uznaj¢ za satysfakcjonujace i
ponadprzeci¢tne na poziomie pracy doktorskiej. Zwracam si¢ zatem do Rady Dyscypliny
Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o nadanie mgr Izabeli Perkowskiej stopnia doktora
w dziedzinie nauki $ciste i1 przyrodnicze w dyscyplinie biotechnologia.
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