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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa Iwana Zalewskiego zostata
przedstawiona w formie monografii i obejmuje wyniki badan realizowanych w Zakladzie
Biochemii Genetycznej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Promotorem
jest dr hab. Anna Kulma, prof. UWr. Rozprawa zostata przygotowana w roku 2024 i skierowana do
recenzji uchwatg Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne UWr nr 81/2024 z dnia
27.06.2024.

Opis rozprawy

Rozprawa obejmuje 137 stron, sktada sie z typowych rozdziatéw przewidzianych dla pracy
doktorskiej w naukach biologicznych izawiera wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki,
dyskusje uzyskanych wynikéw, podsumowanie oraz streszczenia w j. polskim i angielskim,
wykazy 30 ilustracji, 11 tabel, stosowanych skrétéw i wykorzystanej literatury (214 pozycji), a
takze 7-o stronicowy suplement z wybranymi wynikami.

Wstep obejmuje 24 strony wprowadzajagce w zagadnienia zwigzane z tematyka badan.
Napisany zostat w oparciu o licznie cytowang literature naukowg i podzielony na trzy gtéwne
podrozdzialy dotyczace obiektu badan jakim byt len, zwigzkéw karotenoidowych i enzymoéw
bioragcych udziat w ich metabolizmie. Wzbogacony zostat ilustracjami przedstawiajgcymi szlaki
metaboliczne, wzory strukturalne zwigzkéw i wyjasniajgce przyjeta dla nich nomenklature oraz
strukture enzymow, a takze pogladows ilustracje oddziatywania strigolaktonéw. W rozdziale Cel
pracy Autor zdefiniowat dwa gtéwne cele. Cele te zostaty sformutowane w sposéb uogélniony bez
wskazania celéw posrednich badZz hipotez, ktére byly przedmiotem weryfikacji w trakcie
realizowanych badan. Hipotezy te byly formutowane w kolejnych podrozdziatach wynikéw, ale
ich zebranie w rozdziale Cel pracy pozwolitby lepiej zorientowa¢ sie jakie sg zatozenia pracy.
Rozdziat Materiat i metody jest obszerny (38 stron) i bardzo szczeg6towy. Jest napisany w sposéb
przejrzysty, zawiera liczne ilustracje i zestawienia tabelaryczne. Zawarte informacje pozwalaja
zrozumie¢ i powtdrzy¢ wykonywane eksperymenty i analizy. Tylko ilustracja 12 jest mato
czytelna z uwagi na zbyt maty rozmiar. W rozdziale Wyniki obejmujgcym 33 strony wydzielone
zostaly cztery podrozdziaty zawierajagce wyniki analiz i eksperymentéw dotyczacych badanych
genéw i enzyméw Inu. Podrozdzialy te s3 napisane w sposéb pozwalajacy tatwo zrozumie¢
realizowane etapy badan, zawieraja one bowiem wyjasnienia celu, uktadu do$wiadczalnego i
wskazania metod z odwotaniami do ich opiséw zawartych we wczesniejszym rozdziale.
Wzbogacone sg w ilustracje i tabele, ktére sa przejrzyste i informatywne, dobrze ukazujace
podsumowanie przeanalizowanych wynikéw. W rozdziale tym zaprezentowane sg kompletne
wyniki i dodatkowo uzupeinione opisem w suplemencie. Rozdziat Dyskusja zawarty na 11



stronach zawiera oméwienie uzyskanych wynikéw w odniesieniu do dostepnej wiedzy. Rezultaty
badan zostaty syntetycznie wykazane w 8 punktowym podsumowaniu.

Pod wzgledem redaktorskim, rozprawa zostala przygotowana starannie i jest czytelna.
Napisana zostata poprawnym jezykiem z zastosowaniem fachowej nomenklatury i praktycznie
bez btedéw jezykowych. Zapewne mozna byto uniknaé zapozyczen anglojezycznych i stwierdzen
kolokwialnych, ktére zdarzaja sie jednak tylko okazjonalnie. Styl spisu literatury powinien by¢
ujednolicony pod wzgledem stosowania wielkich liter w tytutach i skrétéw nazw czasopism.

Ocena merytoryczna rozprawy

Przedstawiona rozprawa doktorska dotyczy genetycznych determinant warunkujacych
wystepowanie u Inu wiasciwego enzyméw bioracych udziat w poczatkowych etapach biosyntezy
strigolaktonéw. Strigolaktony sa grupa zwigzkéw oddziatujgcych na rézne procesy zwigzane z
rozwojem ro$lin. Do najwazniejszych mozna zaliczy¢ indukcje symbiozy roélin z grzybami
arbuskularnymi, indukcje kietkowania nasion roslin pasozytniczych oraz dziatanie hormonalne.
Odgrywajg takze znaczaca role w odpowiedzi roélin na rézne stresy. W przypadku roslin
uprawnych istotne jest zatem doglebne poznanie nie tylko ich oddziatywania, ale takze
uwarunkowan determinujgcych ich biosynteze, funkcjonowanie w ro$linie, interakcje i
konsekwencje ich wystepowania. Dlatego aktualne i wazne sg badania poszerzajgce wiedze w
zakresie mechanizméw determinujacych i regulujgcych ich biosynteze, polimorfizmu
strukturalnego i funkcjonalnego, lokalizacji komérkowej, specyficznosci oddziatania i skutkéw ich
wystepowania lub braku w roélinie. Autor rozprawy podjat sie trudnego zadania zdobycia nowej
wiedzy na drodze eksperymentalnej, ktéra znaczaco poszerzylaby zrozumienie mechanizméw
prowadzacych do powstawania strigolaktonéw u Inu, gatunku uprawnego o duzym znaczeniu
gospodarczym, co wynika z jego wykorzystania, w zaleznos$ci od typu, dla celéw produkcji wiékna
jak i oleju. Oba produkty majga istotne znaczenie prozdrowotne, a ich produkcja jest uzalezniona
od zdolno$ci odmian uprawnych do plonowania w zmiennych warunkach srodowiskowych i przy
narazeniu na czynniki stresowe wystepujace w okresie wegetacji. W szczegélnosci, Autor skupit
sie¢ na wybranych enzymach Inu bioracych udziat w przeksztatcaniu karotenoidéw do
prekursoréw strigolaktonéw tj. na izomerazie karotenoidowej D27 oraz dwéch dioksygenazach
rozcinajacych karotenoidy, CCD7 i CCD8. Autor przedstawit dotychczasowa wiedze w zakresie
problematyki podjetej pracy w rozdziale Wstep skupiajac sie na oméwieniu charakterystyki
zwigzkéw karotenoidowych, ich biosyntezy i metabolizmu do apokarotenoidéw, a w szerszym
zakresie charakterystyke zwigzkéw pochodnych jakimi sg strigolaktony. Przedstawit funkcje
biologiczne strigolaktonéw zwiazane z inicjacja kietkowania roslin pasozytniczych, inicjacji
symbiozy roslin z grzybami arbuskularnymi oraz dziataniem hormonalnym w roslinie. Oméwit ich
biosynteze, poswiecajac szczegélnie duzo uwagi genom i enzymom bedgcym gléwnym
przedmiotem badan w niniejszej pracy tj. D27, CCD7 i CCD8. Odrebny podrozdziat poswiecit
krotkiemu oméwieniu obiektu badan tj. Inu wiéknistego i oleistego oraz wystepujacych w nich
strigolaktonéw. Caly rozdziat w przystepny sposéb przybliza aktualng wiedze w zakresie
omawianych zagadnien, jest oparty o liczagca 156 pozycji, aktualng, angielskojezyczng literature
naukowa. Rozdziat jest wnikliwy, skupiajacy sie na najwazniejszych aspektach. Moge stwierdzic,
ze Autor ma bardzo dobre rozeznanie w problematyce tematu, posiada bogatg wiedze, ktéra
umiejetnie przedstawia zwracajgc uwage na istotne elementy zwigzane z tematyka realizowanych
badan i przydatne do zrozumienia istotno$ci podjecia tematu.

Autor postawit dwa gltéwne cele badawcze. Pierwszym byto potwierdzenie aktywno$ci
enzymatycznej biatek D27, CCD7 i CCD8 wystepujacych u Inu zwyczajnego i zwigzanych z



biosyntezg prekursoréw strigolaktonéw. Drugim celem byto okreslenie ich aktywnos$ci w procesie
rozwoju rosliny i jej odpowiedzi na wybrane stresy abiotyczne. Cele te realizowatl planujac i
wykonujac analizy bioinformatyczne oraz prace eksperymentalne. Wykorzystat szereg analiz i
metod pozwalajacych uzyskac liczne, komplementarne wyniki. Warsztat badawczy byt niezwykle
szeroki. Wykonat analizy bioinformatyczne w zakresie analizy sekwencji genomowych i
transkryptomicznych, filogenezy, mapowania, analizy promotoréw, predykcji lokalizacji
komoérkowej oraz identyfikacji domen Kkonserwatywnych i funkcjonalnych enzymoéw.
Wykorzystywat w tym celu liczne, dedykowane oprogramowanie oraz witasne skrypty, a takze
korzystat z danych udostepnionych publicznie w bazach danych. Badania eksperymentalne
obejmowaty techniki i metody pozwalajgce na analize ekspresji przy uzyciu ilo$ciowego PCR,
prowadzenie materiatu roslinnego w warunkach kultur in vitro i ex vitro, tworzenie wektoréw
ekspresyjnych, transformacje bakterii i roslin, identyfikacje biatek metodg Western blot, ocene
aktywnosci enzymatycznej, lokalizacje komérkowa przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej,
identyfikacje¢ metabolitéw technikag UPLC. Wyniki opracowane zostaty z uwzglednieniem metod
statystycznych. Dobdér materiatbw i metod byt uzasadniony stawianymi celami. Uktady
eksperymentalne byly dobrze zaplanowane, kompletne i uwzgledniajgce kontrole, a
do$wiadczenia wykonane w wystarczajacej liczbie powtérzen zaréwno biologicznych jak i
technicznych. Na podkreslenie zastuguje zastosowanie réznych podej$¢ metodycznych do
odpowiedzi na stawiane pytania, jak chociazby w przypadku badania specyficzno$ci substratowe;j,
ktére zostalo wykonane 2z wuzyciem komplementarnych modeli, prokariotycznego,
eukariotycznego oraz w tescie in vitro.

Wyniki badan nad genami i enzymami D27, CCD7 i CCD8 dotycza 1) analizy genomowej, 2)
analizy ekspresji, 3) okreslenia lokalizacji komoérkowej oraz 4) okreslenia specyficznosci
substratowej enzyméw. Zostaly one bardzo dobrze udokumentowane, przeanalizowane i
przedyskutowane w oparciu o dostepng wiedze. Do najwazniejszych osiggnie¢ Autora mozna
zaliczy¢:

1. identyfikacje sekwencji genomowych D27, CCD7 i CCD8, wskazanie liczby ich kopii oraz
lokalizacji chromosomowej;

2. wykazanie tkankowo specyficznej ekspresji D27, CCD7 i CCD8, konstytutywnej ekspresji tych
genéw w korzeniach Inu i wyzszej ekspresji D27.a w stosunku do pozostatych;

3. wykazanie plastydowej lokalizacji biatek D27.a, D27.b, CCD7 i CCD8.a;

4. wykazanie szerokiej specyficznosci substratowej D27, CCD7 i CCD8, gtéwnie B-karotenu, ale
takze mono i bicyklicznych karotenoidéw z pierscieniami B i € oraz karotenoidéw liniowych;

5. wskazanie czynnikéw potencjalnie oddziatujacych na poziom transkrypcji badanych genéw
oraz wykazanie wzoréw zmian aktywno$ci poszczegélnych enzyméw D27.a, D27.b, CCD7 i
CCD8.a w odpowiedzi na stres intensywnego naswietlania, promieniowania UV oraz niskiej i
wysokiej temperatury,

Rozprawa doktorska przedstawia oryginalne rozwiazanie problemu badawczego. Uzyskane
wyniki i sformutowane na ich podstawie wnioski s3 nowe i znacznie pogtebiajg dotychczasowa
wiedze. Bedg takze pomocne w dalszych badaniach, bowiem Autor nie tylko uzyskat odpowiedzi
na stawiane pytania lecz takze uzyskat liczne dane, ktére moga by¢ w dalszej kolejnosci
eksplorowane. Sformutowatl takze szereg przypuszczen, ktére nakreslajg kierunki przysztych
badan. Realizacja badan, spos6b przedstawienia wynikéw i wnikliwa dyskusja ukazujg dojrzatos¢
Autora do naukowego i krytycznego spojrzenia na uzyskane wyniki i formutowania wnioskéw.



Uwagi i .

Cel pracy nakresla co i po co bedzie przedmiotem badan, a wiec okresla co bedzie w
przysztoSci. W moim przekonaniu, w rozdziale Cel pracy, Autor niepotrzebnie skrétowo
przedstawit informacje ogélne zawarte juz wcze$niej we Wstepie oraz wskazat jakie zadania
badawcze zostaly zrealizowane zamiast bardziej szczegétowo wyodrebni¢ cele posrednie i
sformutowac hipotezy.

Opis wynikéw miejscami sprowadza si¢ do podawania w tekscie dtugich ciggéw wartosci
numerycznych, co sprawia, ze ich analiza jest utrudniona. Zrozumienie takich zestawéw wynikéw
bytoby tatwiejsze poprzez ich przedstawienie w formie tabelarycznej, a w tekécie omoéwienie
najwazniejszych obserwacji i zalezno$ci.

W moim przekonaniu, podsumowanie jest zbyt ogélne, w szczegdélnosci w zakresie odpowiedzi
na stresy.

Prositbym o ustosunkowanie sie w czasie publicznej obrony do ponizszych pytan.

1. Czy wykonujac analize statystyczna $wiadomie przyjety zostat prég istotnosci 0,001 z
pominieciem progu 0,01, ktéry standardowo jest zakltadany w sekwencji 0,1; 0,05; 0,01, czy
tez jest to biad literowy?

2. Jakie mogtly by¢ przyczyny nieuzyskania kompletnej sekwencji kodujgcej CCD8.b?

3. Jakie byly kryteria wyboru czasu pobierania préb do analiz ekspresji, ktéry byt znaczaco
rézny w przypadku stresu intensywnego naswietlania (24 i 48 h) i stresu UV (5, 15 i 30 min)?

4. Na ile wyniki analizy PCA prezentowane graficznie byly informatywne, tj. jaki procent
zmienno$ci thumaczyty sktadowe gtéwne? Czy wynik analizy PCA, w ktdérej wszystkie zmienne
sg rownocenne, wyklucza zréznicowanie miedzy odmianami Inu typu wiéknistego i oleistego,
co byto wnioskiem koficowym z tej analizy?

5. Czym mozna wytlumaczy¢ réznice w reakcji substratowej uzyskane w doswiadczeniach z
uzyciem podtoza statego i ptynnego?

Konkluzja

W mojej ocenie rozprawa doktorska autorstwa Iwana Zalewskiego pt. ,Analiza funkcjonalna
Inianych dioksygenaz rozcinajacych karotenoidy CCD7 i CCD8 oraz izomerazy karotenoidowej
D27 i ich wplywu na metabolizm karotenoidéw” jest oryginalnym rozwigzaniem problemu
naukowego. Na podstawie przediozonej rozprawy moge takze potwierdzi¢, ze Iwan Zalewski
wykazuje og6lng wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne oraz posiada umiejetnos¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwiagzku z powyzszym wnioskuje do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie pana
Iwana Zalewskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage wysoka ocene catej rozprawy, a zwlaszcza zaplanowanie i
przeprowadzenie zlozonych, kompleksowych analiz  bioinformatycznych i badan
eksperymentalnych prowadzacych do wuzyskania nowych wynikéw o duzym znaczeniu
poznawczym w zakresie nauk biologicznych skladam wniosek do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o wyréznienie rozprawy doktorskiej pana Iwana

Zalewskiego. 7 .
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