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Zofia Szweykowska-Kulinska, prof. dr hab. Poznan, 26.05.2015
Zaktad Ekspresji Genow
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Wydziat Biologii
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Siwinskiej zatytulowanej ,,Zmiennos¢
naturalna Arabidopsis thaliana jako narzedzie w badaniach molekularnych podstaw

biosyntezy kumaryn”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Joanny Siwiﬂékiej zostala wykonana
w Katedrze Biotechnologii, Zaktadzie Ochrony i Biotechnologii Roslin
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Ewa Lojkowska, a
promotorem pomocniczym dr Anna Thnatowicz. W Zaktadzie prowadzi si¢ miedzy
innym badania nad zwigzkami chemicznymi produkowanymi przez rosliny w odpowiedzi
na atak patogenow (grzyby, bakterie, wirusy) i wykorzystaniem tego rodzaju zwiagzkow
w ochronie roslin. Oceniana praca doktorska zawiera wyniki badan molekularnych nad
podstawami biosyntezy kumaryn, a takze nad naturalng zmienno$cia w obrebie gatunku
Arabidopsis thaliana pod katem zawartosci kumaryn i identyfikacji istotnych elementéw
genetycznych zwigzanych z wydajng synteza tych zwigzkow. Praca mgr Joanny
Siwinskiej znakomicie wpisuje si¢ w tematyke badawcza Zakladu Ochrony i
Biotechnologii Roslin.

Kumaryny sa dwupier$cieniowymi pochodnymi benzo-o-pironu i sg syntetyzowane
gtéwnie w korzeniach roslin. Majg znaczenie farmakologiczne (antykoagualcyjne,
uspakajajace i przeciwnowotworowe), kosmetyczne (wartosci zapachowe, wzmacniania
naczynek limfatycznych 1 pobudzania przeptywu krwi). Nalezy jednak pamigtac, ze
niepodstawiona kumaryna jest zwigzkiem toksycznym, ktéry podany doustnie w
znaczacej ilosci moze wywolaé marskos$¢ watroby.

Z uwagi na cenne wlasciwosci 1 zastosowania w przemysle farmaceutycznym,

kosmetycznym, a takze na potencjat aplikacyjny jako $rodek ochrony roslin uwazam, ze
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badania nad biosynteza kumaryn i jej podstawami genetycznymi sg ze wszech miar

zasadne i pozadane.

W pracy doktorskiej zajgto si¢ przede wszystkim kumaryna prosta - skopoletyna i jej
pochodng glikozydowa — skopoling (B-D-glukozyd skopoletyny). Punktem wyjscia pracy
doktorskiej (czgsciowo wykonanym juz w trakcie realizacji pracy magisterskiej) bylo
przetestowanie 28 ekotypow A.thaliana pod kgtem zawartosei skopoletyny w korzeniach.
Okazalo sig, ze istnieje zmiennosé naturalna w gromadzeniu skopoletyny przez rosliny
réznych ekotypéw. W wyniku przeprowadzonych badan podzielono ekotypy na te z
duzg, Srednig i malg zawartoscia tej kumaryny. Podstawowy, najlepiej poznany od strony
genetycznej ekotyp — Columbia 0 (Col-0) charakteryzowat sie $rednim poziomem
badanej kumaryny, a ekotyp Estland (Est-1) — najwyzszym. Pickng strong badan
prowadzonych na rzodkiewniku jest to, Zze mozna bylo zaméwié i sprowadzié populacje
mapujgcg interesujgcej krzyzéwki Col-0 x Est-1 w celu identyfikacji gendow
warunkujgcych biosyntezg enzymoéw i czynnikéw odpowiedzialnych za regulacje
ekspresji tych enzymow. Analize¢ wykonano na okoto 150 osobnikach stosujac dwa rézne
podejscia metodyczne w oznaczaniu skopoletyny/skopoliny: tradycyjna, pétilosciows
technikg TLC i czulg i ilosciowa HPLC, w ramach ktorej w wybranych frakcjach
zawierajgcych badane kumaryny potwierdzono obecno$é skopoletyny za pomoca
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC/MS).

Ilo$¢ zidentyfikowanej skopoletyny przyporzgdkowano danym genotypowym i
markerom mapy genetycznej dla badanej populacji mapujacej. W przypadku analiz
zawartosci skopoletyny metoda TLC zidentyfikowano dwa rejony QTL — jeden na
chromosomie 1, a drugi na chromosomie 3. Przy tej okazji chcialabym zapytaé dlaczego
Autorka analizowata w tym wypadku tylko dane fenotypowe wynikéw zawartosci
skopoletyny wzgledem pierwszego powtérzenia populacji mapujacej, dysponujac
przeciez jeszcze dwoma powtdrzeniami biologicznymi. Dlaczego uznata wlasnie to
powtorzenie za najbardziej reprezentatywne dla zawartosci skopoletyny? W drugim
podejsciu przeprowadzono analize danych fenotypowych (zawartosci skopoletyny i

skopoliny) okreslonych metoda HPLC. W tym przypadku cheialabym zapytaé o figure

ul. Umultowska 89, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50, fax. +48 61 8§29 39 49
ibmib@amu.edu.pl

www.ibmib.amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM, ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU
Wydzial Biologii
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

16: Na jakiej podstawie pogrupowano linie pod katem poziomu akumulacji skopoletyny?
Czy rzeczywiscie Autorka znalazta (przykladowo) ponad 20 linii, w ktérych usredniona
ilos¢ skopoletyny wynosita 28,67 A gdzie odchylenia standardowe? Mapowanie
wykonano ré6znymi metodami: jedna z nich (CIM) pozwolila zidentyfikowaé pieé
regiond6w QTL na pigeiu chromosomach odpowiedzialnych za akumulacje skopoletyny i
dwoch regiondéw — za akumulacje skopoliny (chromosomy 1 i 5). Ciekawi mnie jaka jest
relacja QTL-i z analiz danych TLC do analiz HPLC w przypadku chromosomu
pierwszego? Czy moze by¢ to ten sam QTL? Drugg metoda (MQM) zidentyfikowano
réwniez pigé loci QTL ale na trzech chromosomach (chromosomy 1, 3 i 5) (skopoletyna)
ijeden locus QTL dla skopoliny (chromosom 35). W przypadku zastosowania tych
samych danych z trzech powtdrzen biologicznych lecz réznych podejsé obliczeniowych
uzyskano zblizone dane na temat lokalizacji loci QTL, co uwiarygodnia uzyskane
wyniki.

W dalszym etapie pracy wytypowano geny potencjalnie zwigzane z akumulacjg
skopoletyny i skopoliny. Dla pierwszego podejscia (analiza fenotypowa przy pomocy
TLC) wyselekcjonowano 11 genéw, a dla drugiego (analiza przy pomocy HPLC) 38
gendw. Dla kazdego z nich zamdéwiono mutanty insercyjne T-DNA ( w sumie testowano
57 mutantow insercyjnych T-DNA). To ogromna praca, zwlaszcza, ze bardzo czesto
sprowadzane mutanty albo tymi mutantami nie sa, albo sa w formie heterozygotyczne;j, i
wreszcie nie tak czgsto jak by sie chceiato, sg i nasiona — mutanty w formie
homozygotycznej. Najpierw przeanalizowano mutanty insercyjne genow wytypowanych
na podstawie mapowania przy pomocy danych z techniki pétilosciowej TLC. W
zidentyfikowanych mutantach homozygotycznych przeanalizowano zawartosé
skopoletyny (brak mianowania osi OY na rysunku 27). Niestety, nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic w akumulacji tego zwigzku. Tutaj mam kolejne pytanie do
Doktorantki: mianowicie nie dopatrzytam si¢ czy przeprowadzila Pani analize ekspresji
genow — kandydatéw z linii insercyjnych T-DNA. Homozygotyczno$¢ linii insercyjnych
nie méwi nam jeszcze nic na temat ekspresji w teorii uszkodzonego genu. Tak naprawde

jesli wstawka T-DNA jest w promotorze, 5°, 3’UTR-ach lub w intronie — nie jestesmy w
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stanie przewidzie¢ wplywu insercji na poziom transkryptu/bialka. Moze sie okazaé, ze

gen ulega nadeksrpesji, ulega zmniejszonej ekspresji lub nie ulega ekspresji wcale. Bez
tych informacji trudno odnie$¢ si¢ do uzyskanych wynikow i tych waznych informacji w
pracy zabrakto. Nie wykluczam, ze skoro nasiona nie byly wprost pozyskane z bazy
Nottingham Arabidopsis Stock Centre NASC tylko od prof. Maartena Koorneef’a z
Instytutu Maxa Plancka w Kilonii, to ze ekspresja badanych genow ze wstawka T-DNA
zostala przebadana — ale tego nie wiadomo po przeczytaniu pracy, a przynajmniej ja sie
tego nie dopatrzytam.

Nastgpnie przenalizowane zostaly geny ze wstawkg T-DNA wyselekcjonowane po
mapowaniu loci QTL przy pomocy zawartoéci badanych kumaryn metodg HPLC. Tym
razem wyselekcjonowano mutanty z obnizong zawartoscia skopoletyny (insert w genie
kodujacym dioksygenaze zalezna od Fe™ i 20G (F6°H3) oraz w genie czynnika
transkrypeyjnego z rodziny BHLH). Zidentyfikowano réwniez mutanty zawierajace
podniesiony poziom skopoletyny w stosunku do dzikiego typu ekotypu Col-O. Niestety
brak informacji, czy dane te sa statystycznie znaczace.

Przeanalizowano budowe i ekspresje genu F6'H3 w ekotypach rodzicielskich i
stwierdzono, ze 16zni je budowa promotor6w mogaca wptynaé na ekspresje genu.
Niestety, réznice ekspresji w badanych ekotypach byly nieistotne statystycznie. Przy tej
okazji jednak zauwazono ciekawy fenomen, mianowicie, ze ekspresja genu w obu
ekotypach byta znacznie nizsza gdy hodowano rosliny w glebie w poréwnaniu gdy
hodowano je in vitro. Bardzo przekonujace wydaje sie by¢ wytlumaczenie tego zjawiska.
Ot6z korzenie roslin hodowanych in vitro sg narazone na $wiatlo co jest dla nich stresem
srodowiskowym i moga produkowaé kumaryny pochtaniajace §wiatlo UV w celach
ochrony komoérek korzenia przed nagwietleniem

Ten sam rodzaj doswiadczen wykonano dla gendéw kandydatéw mutantow
wyselekcjonowanych w rejonach QTL zidentyfikowanych w trakcie mapowania
wynikéw fenotypowych poprzez HPLC. I znowu wyselekcjonowano szereg mutantow
roznych interesujgcych genéw, w ktérych poziom zawartosci skopoletyny byt obnizony

w stosunku do Col-0 lub podwyzszony. Niestety znowu brak informacji czy zauwazone
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réznice sg istotne statystycznie. Dalsze analizy badanych genéw sg w pracy dopiero

zapowiedziane. Ciekawi mnie, czy Doktorantka posunela badania od momentu pisania
pracy do momentu obrony pracy?

Abstrahujac od uzyskanych juz wynikéw Autorka postanowila sie przyjrze¢ ekspresji
genow kandydatéw w liniach rodzicielskich, ktére wydaja si¢ by¢ zaangazowane w
indukcje ekspresji kumaryn w warunkach stresu §rodowiskowego. Szczegdlnie
zainteresowaly ja dwa geny, znane z danych literaturowych, ze sg zwigzane z synteza
kumaryn: CYP81D11 kodujacy biatko nalezace do rodziny cytochroméw 450 i gen
kodujacy UDP-glukozylotransferaze. Porownujac sekwencje kodujgce genu CYP8IDI] i
genu kodujacego UDP-glukozulotransferaze, zidentyfikowano w ekotypach
rodzicielskich szereg SNP wywolujacych niesynonimiczne podstawienia aminokwasow
w kodowanych biatkach.

Dla genu kodujacego UDP-glukozylotransferaze wykonano przejsciowa transfekcje do
lisci tytoniu i stwierdzono istotny statystycznie przyrost ilosciowy skopoliny w stosunku
do roslin transfekowanych przejsciowo pustym wektorem. Swiadczy to o
zidentyfikowaniu genu rzeczywiscie przeksztatcajacego skopoletyne w skopoline. Czy
wykonano podobne doswiadczenia dla genu CYP81D11? A jeéli nie, to dlaczego
zdecydowano si¢ na analizy genu kodujacego UDP-transferaze, a nie CYP81D11?
Istotnym osiggnigciem tej pracy doktorskiej jest identyfikacja genu 415¢53990
kodujacego badang UDP-glukozylotransferaze, gdyz jest to pierwsze doniesienie
opisujace funkcje tego genu, a co za tym idzie, nowego cztonka rodziny UDP-
glukozylotransferaz w Arabidospis. Bardziej szczegétowe badania nad tym biatkiem
przelozono na przysziosé. Natomiast bardziej skupiono sie na analizie funkcjonalnej genu
F6°H3 (dioksygenazie zaleznej od Fe™ 1 20G) gdyz zidentyfikowane dotychczas geny
dioksygenaz F'6’HI i F6'H2 z tej samej rodziny co F6’H3 sa odpowiedzialne za ostatni
etap syntezy skopoletyny. Badania filogenetyczne nad réznymi dioksygenazami (48) z
Arabidopsis wykazaty zachowawczo$é reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za
wigzanie Fe*? i 20G natomiast zauwazono szereg podstawien niesynonimicznych w

centrum wigzania substratu co moze $wiadczyé o innym powinowactwie réznych
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enzymow do réznych substratow. Postanowiono okresli¢ specyficzno$¢ substratows in
vitro dioksygenazy F6’H3 i parametry reakcji katalizowanej przez ten enzym i
najbardziej do niego podobny enzym F6'H4.

Niestety nie udato sie zidentyfikowa¢ substratow dla F6°’H3 natomiast udato sie to w
przypadku F6’H4, ktory specyficznie wigzat si¢ do skopoletyny, ktdrg hydroksylowat w
pozycji C8 dajac w efekcie inng kumaryne — fraksetyne. Dlatego enzym ten Autorka
postanowita nazwa¢ hydroksylaza 8-skopoletyny (S8H). Pomimo, ze jak rozumiem, gen
S8 nie zostal wyselekcjonowany w trakcie badan nad identyfikacja genéw kandydatow
z wyznaczonych loci QTL, to droga ta posrednio doprowadzita do odkrycia waznego dla
produkeji kumaryn genu odpowiedzialnego za produkcje fraksetyny. Fraksetyna
chelatuje zelazo i badania Autorki wykazatly, ze aktywno$¢ enzymu zalezy od stezenia
zelaza — przy duzych stezeniach zelazo hamuje aktywnos¢ enzymu, a tym samym
produkcje chelatujacej zelazo fraksetyny. W tadnym doswiadczeniu in vivo
przeprowadzonym w lisciach tytoniu transfekowanych plazmidem niosgcym enzym
produkujacy skopoletyne i drugim niosgcym gen SH8 wykazata znaczacy przyrost
fraksetyny. Wytlumaczenie Autorki dlaczego nalezy podaé réwnoczesnie plazmid
niosgcy gen odpowiedzialny za produkcje skopoletyny jest dla mnie czgsciowo
przekonujace: mianowicie czy Doktorantka nie uwaza, ze sama transfekcja powinna by¢
wystarczajacym stresem, ktéry powinien indukowa¢ w roslinach tytoniu synteze
skopoletyny? Bardzo chetnie ustysze komentarz w tej sprawie w trakcie obrony pracy
doktorskiej.

Ostatnia czes¢ pracy doktorskiej, moim zdaniem bardzo ciekawa, jest poswigcona
badaniom zidentyfikowanych dioksygenaz w procesie kontroli homeostazy jonéw zelaza
w roslinie. W tym celu przebadano mutanty genéw F6 'HI, F6’H2, F6’H3 1 SHS pod
katem reagowania na niedobor zelaza zaréwno w warunkach gleby zasadowej jak i
kwasnej, r6znigcej sie stosunkiem ilosciowym jonéw zelaza i manganu, a takze w
warunkach niskiej i kontrolnej temperatury otoczenia. Wykazano r6zng odpowiedz
mutantéw zardwno na stezenie zelaza i manganu w glebie, jak i na warunki

temperaturowe hodowli. Wykazano, Ze ekspresja genu SHS ulega represji w warunkach
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niedoboru manganu, natomiast jest silnie indukowana w pozywce o pH5,9. Podobnie
zachowuje sig, aczkolwiek ulega ekspresji na nizszym poziomie, gen 6 'HI. Autorka
wyciaga na podstawie dokonanych analiz bardzo ciekawy i wazny wniosek, ze F6’H1

jest potencjalnym sensorem niedoboru jendéw zelaza, a SH8 peini wazna rolg w
utrzymywaniu homeostazy jondéw zelaza i manganu u roélin. Bardzo ciekawa jest
dyskusja uzyskanych wynikow na tle literatury przedmiotu, zwigzana z rolg SH8 w
odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki glebowe pod katem pH i zawartosci jonow zelaza
i manganu. Jak juz podkreslitam, te czes¢ pracy uwazam z poznawczego punktu widzenia
za bardzo wartosciowg i ciekawa.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska nie ma klasycznej struktury tego typu prac —
mianowicie wyniki potaczono z dyskusjg, nie wyodrgbniajac tych czesci co ma miejsce
zazwyczaj. Jednak ten zabieg jedynie pomogt pracy, a nie zaszkodzit, gdyz pozwolil na
zredukowanie dyskusji do niezbednego minimum w czgéciach wynikowych dotyczacych
identyfikacji loci QTL zwigzanych z synteza kumaryn, a pozwolil na rozszerzenie czgsci
dyskusji zwigzane] z analizg roli badanych dioksygenaz. Wstep dobrze wprowadza
czytelnika w obszar badan prowadzonych przez Doktorantke. Praca jest napisana tadnym
jezykiem, a co najwazniejsze, zrozumiale.

Co do meritum dysertacji to moje komentarze umiescitam przy omawianiu
poszczegolnych wynikow pracy i jedynie prosze by Autorka odniosta si¢ do nich w
trakcie obrony pracy doktorskiej. Cheiatabym jednak podkresli¢, ze Autorka zastosowala
bardzo duzy wachlarz technik, poczawszy od technik analiz chromatograficznych
kumaryn, przez klasyczna genetyke, mapowanie loci QTL, analizy mutantow
Arabidopsis i tytoniu (w tym wypadku ekspresja przejéciowa w liciach) pod katem
syntezy kumaryn do charakterystyki zidentyfikowanych enzymow odpowiedzialnych za
synteze kumaryn i regulacji ich ekspresji w odpowiedzi na zmieniajgce si¢ warunki
glebowe (zawartos$¢ jondw zelaza, manganu, rézne pH gleby). Takie globalne podejscie
wymagalo wspéipracy naukowej z innymi oérodkami, co Autorka wykorzystata w bardzo

dobry sposob.
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Uwazam ponadto, ze praca zawiera duzo elementéw nowosci naukowych, ktore zreszta
jak sprawdzitam w bazie NCBI PubMed, zostaty juz przynajmniej czesciowo
opublikowane w bardzo dobrym czasopismie BMC Plant Biology.

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska catkowicie spelnia warunki
stawiane tego typu dysertacjom i zwracam sie do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o
nadanie mgr Joannie Siwinskiej stopnia doktora nauk biologicznych w dyscyplinie
biochemia.

- J\Q 'Mgu X/Qa_

Zgfia Szweykgwska-Kulifiska
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