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rozprawy doktorskiej ,.Przygotowanie i zastosowanie ekspresyjnych konmstrukcji genowych do
modyfikacji tytoniu (Nicotiana tabacum) i sorgo ( Sorghum sp.) w celu zwiekszenia zawartosci
sacharozy na potrzeby produkcji bioetanolu Il generacji ,, p. mgr inz Malgorzaty Marszatek.

Pani mgr inz, Malgorzata Marszalek prace dokiorskg wykonala w Katedrze Biochemii i
Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz Zakladzie Biotechnologii Instytutu
Wiokien Naturalnych i Roélin Zielarskich Pafstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu.
Promotorem rozprawy byt p.prof.dr hab. Daniel Lipiniski, natomiast promotorem pomocniczym p.dr
Karolina Wielgus.

Koficzace si¢ zasoby kopalnianych Zrédel energii, sklaniaja nas do poszukiwania, innych
odnawialnych sposobéw jej pozyskiwania, ktére jednoczesnie nie szkodzityby Srodowisku. Z tego
wzgledu duze zainteresowanie wzbudzaja biopaliwa wytwarzane z biomasy roslinnej. Szczeg6ing
uwage zwracaja rosliny wysoko energetyczne, latwo adaptujgce sie do warunkéw Srodowiska,
odporne na czynniki $rodowiskowe, tanie w uprawie i wysokiego plonu biomasy. Alternatywnym
zrodlem biomasy moga by takze rosliny genetycznie modyfikowane, ktore wytwarzalyby substraty
umozliwiajace zwickszenie wydajnosei produkcji biopaliw z biomasy roslinnej. Z tego wzgledu
duze zainteresowanie jest transgenizacjg tytoniu (Nicotiana tabacum) i sorgo ( Sorghum bicolor ).
Tyton jako biomasa gwarantuje wysoki plon z hektara, co w przypadku upraw energetycznych jest
szezegolnie istotne. Zalet tytoniu jest takze niska zawartod¢ ligniny przy jednoczesnie wysokie]
ilosci cukréw, co utatwia proces fermentacji w celu uzyskania biopaliw,

Z kolei sorgo jest jednym z najbardziej wydajnych w uprawie zb6z, a przy tym tanie, bardzo odporne
na suszeg, grzyby i plesnie, a takze latwo adaptujace si¢ do warunkow srodowiska.

W procesie fermentacji alkoholowej gléwnym substratem jest sacharoza, W syntezy sacharozy
kluczows rolg petnia enzymy tj. syntaza sacharozy (SuSy), fosfataza sacharozofosforanowa (SPP)
oraz pirofosforylaza UDP glukozy-(UDPaza). Modyfikacje genetyczne roélin prowadzace do wzrostu



ekspresji gendw je kodujacych moga prowadzié do  wzrostu produkeji cukrow w roglinie,
zwigkszenia biomasy roélinnej i wzrostu wydajnosci produkeji bioetanolu.

Dlatego cel badan podjetych przez Doktorantke zmierzajacy do uzyskaniu linii transgenicznego
tytoniu ( Nicotiana tabacum) i sorgo z ekspresja genéw zaangazowanych w synteze sacharozy
(fosfatazy sacharozofosforanu (SPP), pirofosforylazy UDP- glukozy (UGPaza) oraz syntazy
sacharozy (SuSy) uwazam za shuszny i uzasadniony. Realizacje celéw badawczych Doktorantka
rozpoczeta od przygotowania trzech konstrukiéw genowych zawierajacych sekwencje kodujace 3
geny: fosfataze sacharozofosforanowa (SPP), pirofosforylaze UDP-glukozy (UGPaza) oraz syntaze
sacharozy (SuSy) wyizolowane z sorgo i

-wprowadzenie takich konstruktéw do genomu tytoniu,

-uzyskanie linii transgenicznych tytoni,

- potwierdzenie ich ekspresji w komérkach transgenicznych ro$lin pokolenia Fo i F1,
-przeprowadzenie transformacji sorgo oraz opracowanie metody regeneracii in vitro roélin sorgo z
trzech typéw eksplantatow wierzchotkéw pedéw, pierwszego wezta pedu oraz 1zolowanych osi
zarodkowych.

Otrzymane konstrukty genowe zawierajace enzymy blorqce udzial w syntezie sacharozy Doktorantka
wprowadzata do odpowiednich wektorow, a nastepnie do komérek Agrobacterium tumefaciens i
wykorzystata do transformacji 3-4 tygodniowych lisci tytoniu. Po kilku tygodniach od transformacii
z grudek tworzacego sig kalusa odcinala mlode pedy, ktére dalej hodowala na odpowiednich
pozywkach. W wyhodowanych, potencjalnych transgenicznych rodlinach tytoniu analizowata
obecno$¢ integracji  transgenéw z genomowym DNA. Analiza genomowego DNA tytoniu
izolowanego z mlodych lisci tytoniu uzyskanych z kultur in vitro (pokolenie Fo) za pomocg techniki
PCR wykazala Ze, z 50 badanych rodlin tytoniu transformowanych konstruktem zawierajagcym gen
SPP, 22 mialy wbudowany ten transgen dwie UGP i dwie z transgen SuSy. Roéliny takie byly
‘hodowane w szklarni az do pozyskania z nich nasion (pokoleniec F1). Przeprowadzone analizy
wykazaly ze, wszystkie ro$liny z pokolenia F1 mialy wbudowane transgeny. Doktorantka we
wszystkich transgenicznych roslinach wykazala ekspresje transgendw na poziomie mRNA za pomoca
techniki RT-PCR. Co potwierdza stabilna integracje transgendéw do genomu tytoniu w miejscu
aktywnym transkrypeyjnie. Stosujac technike PCR w czasie rzeczywistym Doktorantka okredlila
takze liczbg kopii transgenéw wbudowanych do genomu tytoniu odpowiednio od 8-48 =z
wbudowanym genem SPP, dla UGPazy pomiedzy 2-5 i pomigdzy 1-2 dla SuSy. Wyniki tych badan
wskazujg Ze, cel badan Doktorantki zmierzajacy do transgenizacji roélin tytoniu przygotowanymi
konstruktami, zawierajgcymi geny biorace udzial w syntezie sacharozy zostal zrealizowany.
Doktorantka osiggnela wydajnosdé metody transformacji tytoniu przygotowanymi konstruktami
wyzszq W pordwnaniu z wydajnodci opisywanej w literaturze. Interesujgce byloby zbadanie jak
wprowadzone modyfikacje w otrzymanych liniach transgenicznego tytoniu wplywaja na zmiang
zawartosci cukrow w roélinie, biomase i wydajno$¢ agronomiczng w warunkach polowych.

W toku dalszych badafn mgr inz Malgorzata Marszalek przeprowadzita préby pozyskiwania
transgenicznych rodlin - sorgo wprowadzajac do komdrek tej rosliny  konstrukcje genowe
przygotowane w ramach konsorcjum przez partnera projektu SORMISOL z Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Konstrukeje genowe zawieraly sekwencje genu pirofosforylazy
UDP glukozy (pCah-UGPase) 1 sekwencje genu syntazy sacharozofosforanowej (pCah-SPS-AK) |
Transformacji genetycznej poddano wierzchotki pedow sorgo (. odmiany Rona 1), pierwszy wezet
pedu sorgo ( odmiana SR1), Sucrosorgo 506, Herkules i Santos oraz izolowane zarodki sorgo odmian
SR1 i SS przy pomocy Agrobacterium tumefaciens oraz metody mikrowstrzeliwania. Wierzchotki
pedéw po transgenezie hodowano na odpowiednich pozywkach. Obecno$é wprowadzonych
transgenéw do transformowanych roédlin Doktorantka analizowata za pomoca techniki PCR.
Wydajnosé transformacji sorgo przy pomocy A.tumefaciens byla bardzo niska. Zidentyfikowano 1
rosling transgeniczna wywodzgeq si¢ z wierzchotkéw peddw sorgoe odmiany SR1 otrzymanych w
wyniku transformaciji konstrukcja genows pCah-SPS-AK zawierajaca sekwencje genu syntazy
sachorozofosforanowe;j.



Na uwage zastuguje duza liczba do$wiadczerl wykonanych przez Doktorantke. 1 tak np, modyfikacji
genetycznej otrzymanymi konstruktami poddawano od 185 zarodkdéw sorgo odmiany SR1 i 56
izolowanych zarodkéw odmiany sorgo SS.

Pani mgr inz. Malgorzata Marszatek przeprowadzila takze préby transgenizacii roélin sorgo metoda
mikrowstrzeliwania. W badaniach zastosowano wierzchotki pedéw i tkanki kalusowej sorgo
odmiany SR 1. Przed przystgpieniem do tych badai Doktorantka opracowatla  warunki
mikrowstrzeliwania DNA do komoérek roslinnych wykorzystujgc konstrukcje genows zawierajacg
gen markerowy beta -glukoronidaze. W opracowanych optymalnych warunkach mikrowstrzeliwania
DNA przystapila do mikrostrzeliwania transgenéw ktérych, konstrukty otrzymala od partnera
projektu SORMISOL . Transgenizacji poddata wierzcholkéw ped6w sorgo oraz 3-4 tygodniowego
kalusa. Przeprowadzone badania roslin transformowanych przy pomoca techniki
mikrowstrzeliwania nie wykazaty wystepowania
ro$li transgenicznych sorge z wbudowanym genem UGPazy ani z genem SPS.

Analizujge wyniki badaf p.mgr inz Marszatek stwierdzam, Ze cel badar wytyczony na wstepie pracy
zostal w petni zrealizowany. Uzyskane przez Doktorantke wyniki wnosza szereg interesujacych
danych do badan nad transgenizacja roflin. Doktorantka opracowata takze metody regeneracii in
vitro réznych eksplantatéw sorgo bazujge na modyfikacji pozywki MS (Murashige i Skooga).
Pozywka ta znacznie ogranicza wytwarzanie przez rofliny szkodliwych metabolitéw witérnych i
korzystnie wptywa na regeneracje roslin i ich aklimatyzacje ex vifro. Opisane w recenzowanej pracy
badania byly starannie zaplanowane, bardzo pracochionne i czasochlonne, wymagajace od
Doktorantki znajomosci i umiejgtnosci postugiwania sig najnowszymi technikami z zakresu biologii
molekularnej, mikrobiologii, hodowli i regeneracji roslin.

Wszystkie wyniki badafi Doktorantki sg starannie udokumentowane na zalgczonych rycinach i
fotografiach oraz dyskutowane z najnowszymi danymi z literatury przedmiotu .

Badania Doktorantki byly realizowane w ramach grantu z Narodowego Centrum Badari i Rozwoju,
Programu Badan Stosowanych pt” Opracowanie innowacyjnej technologii produkcji bioetanolu 11
generacji z biomasy sorgo (Sorghum sp) 1 miskanta (Miscanthus sp) i mogg mieé wazne znaczenie
praktyczne dla pozyskiwania nowych Zrédet energii odnawialne;.

Przedstawiong do oceny pracg otrzymalam w formie 144 stronicowego wydruky komputerowego.
Praca zredagowana jest bardzo staranmie. Czes¢ dodwiadczalna rozprawy jest poprzedzona
wprowadzeniem literaturowym (Rozdzial 1) w badane zagadnienia. Doktorantka dokltadnie takze
przedstawia cel pracy (Rozdziat 2), Na uwage zastuguje rozdzial 3 i 4 pracy, w ktérych p.mgr inz.
Matgorzata Marszatek opisuje stosowane w badaniach materiaty i szeroki wachlarz stosowanych
metod badawczych. Wyniki badan Doktorantki sg doktadnie opisane i starannie udokumentowane w
rozdziale 5,

natomiast ich dyskusja z danymi literatury przedmiotu jest przedstawiona w rozdziale 6.Dyskusja.

Opracowanie konicza wnioski, Spis tabel, Spis rycin i literatura obejmujaca 199 pozycji z literatury
przedmiotu. W pracy jest takze zamieszczone podsumowanie wynikéw, streszczenie w jezyku

polskim i angielskim oraz wykaz stosowanych skrétow.
Whiosek koricowy

Analizujg wyniki badafi Doktorantki uwazam ze cel badan wytyczony na wstepie pracy zostat

zrealizowany.,



Praca doktorska p. mgr inz, Matgorzaty Marszatek spelnia wszelkie wymogi okreglane w art 13

Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i.

tytule w zakresie sztuki(DzU z 2017r.poz.1789).Zwracam sig zatem do Wysokiej Rady Wydziatu
Rolnictwa i Bioinzynietii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznamiu o dopuszezenie p.mgrinz
Malgorzaty Marszatek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w celu uzyskania stopnia

naukowego doktora w dziedzinie nauki Seiske i przyrodnicze, dyscyplina biotechnologia,

Prof.dr hab. Anna Gozdzicka-Jézefiak



