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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.

»Przygotowanie i zastosowanie ekspresyjnych konstrukcji genowych do modyfikacji
tytoniu (Nicotiana tabacum) i sorgo (Sorghum sp.) w celu zwi¢kszenia zawartoS$ci
sacharozy na potrzeby produkcji bioetanolu I1-generacji” - monografia,
Autorka rozprawy jest Pani mgr Malgorzata Marszalek ubiegajaca Si¢ o nadanie
stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie
biotechnologia
Recenzja wykonana na zlecenie Wydziatu Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje wyniki badan realizowanych w
Katedrze Biochemii i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz
Zakladzie Biotechnologii Instytutu Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich Panstwowego
Instytutu Badawczego w Poznaniu. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Daniel Lipinski, a
promotorem pomocniczym: dr Karolina Wielgus. Autorka rozprawy wskazuje, ze
przedstawione badania wykonano m.in. dzigki wsparciu z Narodowego Centrum Badan i
Rozwoju w ramach Programu Badan Stosowanych (umowa PBS1/A8/9/2012) npt.
,Opracowanie innowacyjnej technologii produkcji bioetanolu Il generacji z biomasy sorgo
(Sorghum sp.) 1 miskanta (Miscanthus sp.)” . Akronim: ,,SORMISOL”.

Rozprawa doktorska zostala przedstawiona jako monografia. Wyniki jak si¢ wydaje nie
zostaty opublikowane.

Rozprawa obejmuje przeglad literatury, cel badan, materiat i metody, omdéwienie wynikow,
podsumowanie i wnioski i zajmuje tacznie 116 stron. Ponadto, rozpraw¢ uzupetniaja
streszczenia w j. polskim i angielskim, spis tresci, wykaz skrotow, spis tabel i spis 190
pozycji cytowanej w rozprawie literatury naukowej.

Podjeta przez Doktorantke tematyka jest bardzo ciekawa 1 wpisuje si¢ w glowne nurty
badawcze Zespotéw pracujgcych nad modyfikacjg genetyczng w celu zwigkszenia zawarto$ci
sacharozy jako surowca do produkcji etanolu. Praca dotyczy tytoniu jako modelu badawczego
I sorga, ktore w wielu regionach Afryki jest podstawowa rosling uprawng i jedynym zrodtem
maki, a w Europie zyskuje na znaczeniu. Ziarno sorgo cechuje wysoka warto$¢ odzywcza co
powoduje, ze jest wykorzystywane w celach konsumpcyjnych oraz jako pasza, a takze jako
biomasa.

Problematyka, ktorg zajmuje si¢ Kandydatka ma niewatpliwie duze znaczenie dla rozwoju nie
tylko jak mozna by sadzi¢, nauk podstawowych, lecz takze zastosowan osiggniec
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wspotczesnej biologii molekularnej w doskonaleniu odmian roslin uprawnych poprzez
hodowle roslin. Hodowla roslin liczy sobie wiele tysiecy lat, ale dopiero pod koniec XIX
wieku opisano na czym polega zaptodnienie u ro$lin. Stanowilo to podstawe do
wprowadzenia nowoczesnych i skutecznych metod hodowli.

W  Europie $rodkowej 1 poinocnej niezbedne jest wyhodowanie odmian Sorgo
charakteryzujacych si¢ odpowiednia wczesnoscig dla warunkow Polski, plenne i
przystosowane do zmechanizowanej uprawy. Polepszajgce si¢ warunki klimatyczne, dobre
wyniki plonowania u rolnikow, rozwoj rolnictwa ekologicznego spowoduja zapewne wzrost
zainteresowania tym gatunkiem zaréwno ze strony hodowcow jak rolnikow. We wstepie
Autorka wymienia ,,odmiany” guinea i durra i caudatum, ktore to nazwy podawane sg w
literaturze jako synonimy nazwy gatunkowej S. bicolor, ale na pewno nie s3 to odmiany, bo
odmiana ma swoje znaczenie i definicj¢ w hodowli roslin.

W rejestrze w COBORU brak jest jakichkolwiek odmian sorgo natomiast we wspolnotowym
katalogu odmian roslin rolniczych znajduje si¢ ok. 200 odmian Sorghum bicolor, 18 odmian
Sorghum sudanense oraz ok 50 odmian pochodzacych ze skrzyzowania poprzednio
wymienionych dwoch gatunkéow. Odmiany te pochodza z hodowli wioskich, francuskich,
wegierskich, rumunskich, hiszpanskich. Niskie zainteresowanie tym gatunkiem ze strony
rolnikow polskich podyktowane jest zapewne faktem, ze sorgo nie moze konkurowaé w
naszych warunkach z kukurydza. Ze wzgledu na swoje walory, a gtownie odpornos¢ na
niedobory wody nadaje si¢ do uprawy w warunkach marginalnych, na lekkich glebach i dotad
nieuprawianych polach.

W $wiecie uprawa sorgo rozciaga si¢ na ponad 70 krajéow 1 zajmuje ok. 40 mln hektarow, a
atrakcyjnos$¢ waha si¢ chociaz gatunek ten cechuje duza odpornos¢ na wysokie temperatury i
susze, co moze by¢ istotnie w warunkach ocieplajacego si¢ klimatu Europy. Wartos¢
odzywcza sorgo jest porownywalna z kukurydza. W ostatnich latach powierzchnia uprawy w
Polsce wzrosta, ale tylko do poziomu 4,2 tys. hektarow w tym roku, co w poréwnaniu z
uprawa kukurydzy na powierzchni 1min 200 tys. ha jest powierzchnig znikoma. Moze si¢ to
zmieni¢ zwazywszy na oszczgdng gospodarke wodng oraz mate zapotrzebowanie na sktadniki
pokarmowe w glebie. W Europie spodziewany jest dalszy postep w hodowli odmian
wczesniej dojrzewajacych w warunkach klimatu umiarkowanego.

Rozdziat pracy pt. ,,Wprowadzenie literaturowe” miat za zadanie wskazanie na role sorgo we
wspotczesnej gospodarce rolnej i zywnos$ciowej, a przez to na wage badan podjetych przez
Panig Matgorzate Marszatek. Mozliwych aspektow badawczych dotyczacych uprawy sorgo w
nowych dla niego szerokosciach geograficznych jest niezwykle wiele, ale Autorka skupia si¢
na mozliwosciach wykorzystania sorgo jako surowca do produkcji bioetanolu. Rozdziat
obejmuje pi¢¢ podrozdziatdéw. Doktorantka omawia problematyke fotosyntezy, metabolizmu
sacharozy, biopaliw, roslin energetycznych i sorgo jako zrodta bioetanolu i uprawy sorgo na
$wiecie 1 w Europie. Opisana problematyka tylko czeSciowo dotyczy meritum pracy jakim
jest uzyskanie transgenicznych ro$lin wykazujacych dziatanie wprowadzonych genow.
Dlatego moim zdaniem nalezato wprowadzi¢ czytelnika w problematyke roli genéw uzytych
w cze$ci eksperymentalnej, ale nie w tak szerokim zakresie. W przegladzie literatury brak jest
natomiast wprowadzenia dotyczacego samych transformacji, moze tez transformacji tytoniu,
ktora ma swojg 40 letnig histori¢. Brak tez przegladu literatury na temat kultur in vitro sorgo i
jego transformacji, a w efekcie doswiadczenia tak nad regeneracjg roslin z sorgo jak i1
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transformacjg przeprowadzono nie stosujagc najbardziej w tych celach nadajgcych sie
eksplantatow jakimi sg niedojrzale zarodki z ich liscieniem — tarczka. (Flinn et al. 2020
Plants, Ahmed et al. 2022, Asian J Agric & Biol.). Zastosowano kalus z osi zarodkowych
(4.14.4) zamiast tarczki zarodka, ktéra jak rozumiem bylta odrzucana.

Brak tu tez informacji o tym, ze w pracy chodzi o przeniesienie genéw kodujacych enzymy
szlaku syntezy sacharozy z sorgo do tytoniu. Dopiero w wynikach na str. 64 powiedziane jest,
ze materiat pobierany byt z siewek sorgo.

W rozdziale ,,materiaty” opisano szczepy bakteryjne, zastosowane odczynniki chemiczne i
pozywki do hodowli bakterii i kultur in vitro eksplantatow roslinnych. Nastepnie w rozdziale
»metody” szczegdtowo opisano kolejne etapy przygotowania badan od izolacji DNA, poprzez
klonowanie DNA po przygotowanie Agrobacterium tumefaciens z konstrukcjami genowymi
po transformacje, kultury in vitro i regeneracje transformantéw. W badaniach wykorzystano
jeden genotyp tytoniu i 4 sorgo, ale nie wiadomo co kierowalo Panig Doktorantka w tym
wyborze?

Zasadniczym elementem przedstawionej pracy jest rozdzial ,,wyniki”, nad ktorego
omoéwieniem zatrzymam si¢ na dtuzej. Przygotowano trzy konstrukcje genowe (pB1121-SPP;
pB1121-UGP; pBI121-SuSy) zawierajace geny kodujace enzymy zaangazowane w szlak
syntezy sacharozy: gen fosfatazy sacharozo-6-fosforanu (SPP,), gen pirofosforylazy UDP-
glukozy (UGPaza,) i syntazy sacharozy (SuSy,). Konstrukcje genowe uzyskano poprzez
wprowadzenie cDNA wymienionych genow do wektora docelowego pBI-121. Wektor
binarny pBI-121 zawiera promotor konstytutywny CaMV35S, umozliwiajacy ekspresje
kontrolowanej sekwencji. Dodatkowo plazmid pBI-121 zawiera gen fosfotransferazy
neomycyny (npt II) warunkujacy opornos¢ na antybiotyk kanamycyne umozliwiajacy selekcje
oraz gen reporterowy B-glukuronidazy (GUS). Ten fragment pracy zastuguje na wysoka
ocen¢ poniewaz Autorce udato si¢ uzyska¢ konstrukty, ktére w procesie transformacji okazaly
si¢ skuteczne co czgsto nie jest oczywiste. W tym wypadku potwierdzono przy pomocy PCR
obecnos¢ wprowadzonych gendow w genomie tytoniu. Badania nad transformacja sorgo nie
powiodty si¢ moim zdaniem dlatego, ze system regeneracji roslin w kulturach in vitro byt
nieefektywny.

Dyskusja powinna dotyczy¢ tego co robiono w pracy, a nie potencjalnych mozliwos$ci
wykorzystania roslin do produkcji etanolu o czym juz byta mowa we wstepie.

Problemem tej pracy jest do$¢ nieporadne ttumaczenie informacji z literatury na jezyk polski. Oto
przyktad: ,,Rosliny mozna zebra¢ przez koszenie, gdy osiagng wysokos¢ 50 cm, pozostawiajac
pnie do odros$nigcia, ktore utworza gesty ped i liscie w ciggu kilku dni. Mlode pedy zawierajg
najwigcej cukru i biatka w cyklu wzrostu rosliny”. O pedach tytoniu trudno méwic, ze to ,,pnie”
no i tworzenie ,,gestych pedow” tez jest zagadkowe, tak jak ,,cukier i biatko w cyklu wzrostu”.
Kiedy juz w koncu na stronie 117 zaczynamy czyta¢ o dokonaniach tej pracy to okazuje sig, ze
nastepuje powtdrzenie wynikow, a nie dyskusja z danymi literaturowymi. Jesli efektem tej pracy
jest opracowanie systemu regeneracji sorgo w kulturach in vitro to dlaczego wyniki tych prac sa
opisywane w ,,dyskusji” (6.2), a nie w rozdziale ,,wyniki”’? i nie wiadomo czy to co jest krotko
opisane na str 121 dotyczy rzeczywiscie izolowanych zarodkéw czy tylko izolowanych osi
zarodkowych?

Na koniec zobowiazany jestem wskazac, ze w rozprawie znalazto si¢ wiele btedow literowych

1 gramatycznych. Wszystkich nie wymienig, ale kilka przyktadowo: str 9, ,,zbadanie ekspres;ji
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transgenu na poziomie mRNA oraz okreslenie liczny kopii wbudowanego transgenu”, str. 13
»Wydajnos¢ wigzania CO2 jest obnizania w wyniku reakcji fotooddychania”, str.16
”Najlepiej zaadoptowane do s$rodowiska” str.17 ” Ro$liny klimatu suchego egzystuja w
ekstremalnych warunkach dzigki przystosowaniu fizjologicznemu, rozdzieleniu reakcji
zaleznych od $wiatta i wykorzystaniu CO2 w cyklu Calvina w_przestrzeni.” ,, CO2 jest
przyswajany do szczawiooctanu”. ,,dochodzi do uwolnieniu CO2”.str.19 ,,przenoszonym do
zrebu chloroplastowego™, str29 ,,poszukiwanie alternatywnych zrodel energii, ktore daja
obietnice bezpieczenstwa energetycznego i zrownowazonego rozwoju”’, str.31 etanol

celulozowy moze przyczyni¢ si¢ do..... dostaw energii i jednocze$nie przynie$¢ obietnice
bezpieczenstwa energetycznego”, ,,biopaliwa maja przewage w obszarach innowacyjnosci,
technologii produkcji oraz dziatan promocyjnych i marketingowych” — nad czym maja
przewagg?, str37” identyfikacja proceséw akumulacji sacharozy pomaga réwniez udoskonalié
cele w zakresie poprawy i stabilizacji plondw ziarna sorgo”.str.70 ,Na rycinie 17
przedstawiono analiz¢ regionu kodujacego gen fosfatazy sacharozofosforanu Sorgo bicolor z bazy
GenBank (nr referencyjny XM _021447000.1) oraz sekwencje klonu 72 (BLAST®)”... Itd. Nie
wiadomo co ma oznaczaé powtarzajacy si¢ dwa razy tekst : ,,Optymistyczne wydaje si¢
wykorzystanie catych roslin tytoniu i odpadéw organicznych jakie generuje przemyst tytoniowy z

przeznaczeniem do produkcji bioetanolu I generacji.” Bez wyjasnienia co Autorka ma na mysli i
jaki jest kontekst tej informacji? Jest ona podana takze we wniosku nr 7, ktdry nie dotyczy
tytoniu, ale sorgo. Takich btedow jak przytoczone powyzej jest wiele i nie bede ich wszystkich
przytaczat. Praca wymaga gruntownego przeredagowania.

Chcialbym prosi¢ Doktorantke o wyjasnienie w trakcie publicznej obrony nastgpujacych
kwestii:

1. Dlaczego w analizie transformantéw tytoniu nie wykorzystano obecnosci w
konstrukcie genu glukuronidazy? Produkt tego genu daje spektakularny efekt w
postaci niebieskiego zabarwienia tkanki 1 jest na ogo6l pierwszym cho¢ nie
ostatecznym sposobem selekcji transformantow.

2. Dlaczego nie udowodniono transformacji poprzez hybrydyzacj¢ DNA typu Southern?

3. Dlaczego nie zastosowano w badaniach nad regeneracja sorgo kultury niedojrzatych
zarodkow, o ktorych zreszta pisze Pani na stronie 99 i potem na 121 w dyskusji, a
tylko kallus z osi zarodkowych (4.14.4)?

4. Dlaczego nie sprawdzono w potomstwie trasformantow czy wprowadzone geny
wplywaja na poziom sacharozy w roslinach tytoniu? Wstep sugeruje, ze o to wiasnie
chodzito w tej pracy.

5. Dlaczego zamieszczono trzy fotografie pokazujace t¢ sama analize¢ Ryc. 42

6. Prosze¢ o wyjasnienie dlaczego w pracy wielokrotnie pisze pani o zagospodarowaniu
odpadéw, a nie o prostym wykorzystaniu plonu roslin na cele energetyczne? Tym
bardziej, ze potem pisze Pani o plonie zielonej masy tytoniu z hektara, a nie o
odpadach.



Komentarz

Mimo zgloszonych uwag chce stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska
zajmuje si¢ niezwykle waznym aspektem wykorzystania roslin rosngcych w zmiennych
warunkach srodowiskowych do produkcji niskoemisyjnego bioetanolu. Dzigki wyposazeniu
organizméw w mechanizmy przystosowawcze nie musimy dzi§ zrzuca¢ winy za
niepowodzenia upraw na zmiany klimatyczne. W minionych epokach zdarzato si¢ jednak, ze
stresy Srodowiskowe przyczyniatly si¢ do kataklizméw o duzej skali. Oznacza to, ze
spoteczno$¢ $wiata powinna czué si¢ zobowigzana do kontrolowania i korygowania zmian
Klimatycznych. Wydaje si¢, ze stresy srodowiskowe sg w jakiej$ mierze zalezne od sposobow
pozyskiwania energii, ale ta kwestia w roznych czesciach globu jest roznie postrzegana.

Podsumowanie

Stwierdzam ze Doktorantka wykazala si¢ znajomoscia szeregu metod badawczych, glownie w
obszarze biologii molekularnej. ktore skutecznie wykorzystala aby osiggna¢ cel swej pracy
doktorskiej. Potrafita skutecznie wykorzystaé¢ i potaczy¢ metody roslinnych kultur in vitro z
zaawansowanymi technikami biologii molekularnej i bioinformatyki. Realizujac swa prace
doktorska pokazata, ze potrafi prowadzi¢ badania. Zrealizowala swoje zamierzenia poprzez
skuteczne wprowadzenie konstruktow genowych do tkanek tytoniu i potwierdzenie ich
obecnosci. Nie powiodlo si¢ to w przypadku sorgo, ale tez w nauce nie wszystkie prace
konczg si¢ spodziewanym sukcesem. Uwazam, ze Doktorantka jest przygotowana do
prowadzenia prac badawczych w obszarze wspotczesnej biotechnologii roslin. Sposob
zredagowania pracy pozostawia wiele do zyczenia.

Whiosek koncowy

Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,w
zakresie prob zastosowania wynikow wilasnych badan naukowych w sferze gospodarczej.
Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. Malgorzaty Marszatek pt.
,»Przygotowanie i zastosowanie ekspresyjnych konstrukcji genowych do modyfikacji tytoniu
(Nicotiana tabacum) i sorgo (Sorghum sp.) w celu zwigkszenia zawarto$ci sacharozy na
potrzeby produkcji bioetanolu ll-generacji” spetnia kryteria okre§lone w art. 13 ustawy z 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789), uwzgledniajac rozporzadzenie MNiSW z dnia 19 stycznia
2018 roku w sprawie trybu i1 warunkdéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie
doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora
(Dz.U. z 2018 r. poz. 261), zgodnie z art. 179 ustawy z 3 lipca 2018 r. — Przepisy
wprowadzajace ustaw¢ — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2018 r. poz.
1669).z p6zniejszymi zmianami. W zwiazku z powyzszym wnioskuj¢ do Rady Naukowej
dyscypliny Biotechnologia, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr.
Matgorzaty Marszatek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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