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Recenzja rozpréwy doktorskiej Pana mgr. inz. Tomasza Oleszkiewicza pt.
» I kanka kalusowa jako uklad modelowy do badania biosyntezy i akumulacji
karotenoidéw u marchwi uprawnej (Daucus carota L. subsp. sativus)”

Wprowadzenie

Metabolizm karotenoidéw od dawna budzi duze zainteresowanie biologow roslin.
Karotenoidy roslinne sa bowiem nie tylko waznym zrodtem prowitaminy A w diecie
czlowicka, ale wptywaja na szereg cech uzytkowych roslin uprawnych. W przypadku
marchwi wyselekcjonowanie roslin o pomaranczowych korzeniach sprawito, ze gatunek ten
stat si¢ jednym z najwazniejszych gatunkéw warzyw. Nalezy jednak zauwazy¢, ze
metabolizm karotenoidéw u marchwi ciagle nie jest do konca dobrze poznany. Wobec
ograniczen technicznych zwigzanych z badaniem biosyntezy i akumulacji karotenoidow w
korzeniach szuka sie nowych uktadéw modelowych pozwalajacych na efektywne poznawanie
tych proceséw. Udang prébe opracowania takiego uktadu podjat Autor przedstawionej mi do
recenzji rozprawy doktorskiej, Pan mgr inz. Tomasz Oleszkiewicz. Opracowany przez Autora
uktad badawezy jest oparty o tkanki kalusowe wyprowadzone z korzeni marchwi, réznigce sie
zdolnoscia do akumulacji karotenoidéw. Ten oparty o kultury in vitro uktad znakomicie sie
sprawdzit, co pozwolito Autorowi na wykonanie serii doswiadczen, ktére dostarczaja nowej
wiedzy na temat biosyntezy i akumulacji karotenoidéw u marchwi. Recenzowana praca
zostala wykonana pod kierunkiem Pana profesora dr. hab. inz. Rafata Baranskiego w
Katedrze Biologii Roslin i Biotechnologii, Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa,
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolataja w Krakowie.

Dane formalne o rozprawie

Zasadniczg czg$¢ rozprawy stanowig trzy oryginalne i sp6jne tematycznie publikacje
oraz poprzedzajace je opracowanie. Publikacje te ukazaly si¢ w pismach naukowych o
znaczacych wspotezynnikach oddziatywania (IF). Pierwsza praca ukazata sie w 2018 roku w
pismie Planta (IF=3.06), druga w 2021 roku w Plants (IF=3.935), za$ trzecia takze w 2021
roku w International Journal of Molecular Sciences (IF=5.923). Sumaryczny wspétczynnik
oddziatywania czasopism, w ktérych opublikowano te prace jest wysoki i wynosi 12.918.
Doktorant jest pierwszym autorem we wszystkich publikacjach, a jego wktad w powstanie
tych prac byl merytorycznie istotny i dominujacy. Doktorant uczestniczyt w opracowywaniu
koncepcji badan, realizujge czesé doswiadczalng wyprowadzat materiat badawczy i zakladat
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doswiadczenia, wykonywat obserwacje in vitro, analizy ekspresji genow, oznaczat zawartosé
karotenoidow, wykonywat edycje genéw, przeprowadzat analizy wynikow, a takze
przygotowywat pierwsze wersje manuskryptoéw i brat udziat w tworzeniu ostatnich wersji
publikacji. Ponadto Doktorant pozyskat finansowanie na badania, ktérych wyniki zostaty
opublikowane w drugiej pracy, jest takze autorem korespondencyjnym tej publikacji.
Zataczone o$wiadczenia wspdtautoréw o ich wkladzie w powstanie tych prac s3 w pelni
zgodne z o$§wiadczeniami Doktoranta,

Opracowanie poprzedzajace cykl publikacji stanowi podsumowanie tresci zawartych
W tych publikacjach. Opracowanie obejmuje nastepujace rozdzialy: wykaz publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, wykaz skrotow, streszezenia, wstep, cel,
hipotezy i zadania badawcze, materiaty i metody, oméwienie wynikéw przeprowadzonych
badafi, podsumowanie i wnioski oraz uzupehienie i spis literatury.

W rozprawie zostata zamieszczona informacja, ze praca zostata wykonana w ramach
dwoch projektow Narodowego Centrum Naukj - projektu OPUS 5 kierowanego przez
promotora pracy i projektu PRELUDIUM 16, ktérego kierownikiem byt Doktorant. Ponadto
w trakcie realizacji pracy doktorskiej Doktorant otrzymat stypendium naukowe w konkursie
ETIUDA 7. Ponadto, w uzupetnieniu Doktorant przedstawil informacje o innych pracach
badawczych, w ktérych wykorzystane zostaty linie kalusowe wyprowadzone przez
Doktoranta.

Ocena rozprawy

We wstepie Autor przedstawit aktualng wiedze Zwigzang z problematyka badawcza
pracy. Omoéwit biologie i znaczenie gospodarcze marchwi uprawnej, przedstawiajac aktualne
informacje o swiatowej i krajowej produkcji marchwi. Nastepnie w przejrzysty sposob
przedstawit szlak biosyntezy karotenoidéw i wskazat czynniki wptywajace na akumulacje
tych zwigzkow ze szczegolnym uwzglednieniem specyfiki badanego gatunku. W ostatniej
czesci wstepu Doktorant krétko omowil wykorzystanie kultur kalusowych i technik edycji
genomow w pracach badawczych nad marchwia. Uwazam, Ze rozdziat ten jest bardzo dobrze
napisany i stanowi dobre wprowadzenie do tematyki pracy. W nastepnym rozdziale Doktorant
przedstawit cel pracy, cztery hipotezy badawcze i zdefiniowat pie¢ zadan badawczych.
Realizacja tych zadan pozwolila na osiagniecie celu pracy i zweryfikowanie postawionych
hipotez. Doktorant dobrze uzasadnit cel pracy, a hipotezy badawcze s whasciwe
sformutowane. W rozdziale zatytulowanym ,Materiaty i metody” Doktorant przedstawit
materiat badawczy i jego pochodzenie, podstawowe pozywki stosowane in vitro i wymienit
metody badawcze wykorzystywane w pracy wskazujac jednoczesnie publikacje, w ktérych
zostaly szczeg6towo opisane. Ponadto Doktorant przedstawit informacje o wspoltpracy z
innymi os$rodkami badawczymi. Zaawansowane analizy karotenoidéw wykonano we
wspolpracy z zespoltem z Uniwersytetu Wroctawskiego za$ mikroskopie elektronows we
wspolpracy z zespotami z Uniwersytetu Slqskiego. Kolejna czesé rozprawy poswigcona jest
omowieniu najwazniejszych wynikoéw oraz ich dyskusji. Wyniki z realizacji poszczegdlnych
zadan badawczych zostaty opublikowane w postaci trzech prac.




W pierwszym etapie realizacji pracy Doktorant opracowat i scharakteryzowat autorski
uktad badawczy oparty o wyprowadzone w kulturach in vitro linie kalusa réznigce sie istotnie
zawartoscig karotenoidow (publikacja 1). Do zainicjowania kalusa wykorzystana zostata
wysoce homozygotyczna linia marchwi DHI o pomaranczowych korzeniach, ktorej genom
jest obecnie genomem referencyjnym tego gatunku. Ten Wwybor byl bardzo dobry i utatwil
dalsze prace, przede wszystkim zwigzane z analiza ekspresji genow szlaku biosyntezy
karotenoidow. By zainicjowa¢ kalus, Doktorant zastosowal klasyczne podejscie polegajace na
wykladaniu krazkéw korzeni na pozywke z dodatkiem syntetycznej auksyny 2,4-D, co
pozwolito na uzyskanie jasno z0Mtego kalusa. W trakcie namnazania kalusa Doktorant
zaobserwowal powstawanie komérek o intensywnej pomaranczowej barwie i w wyniku
selekcji uzyskat kalus o barwie pomaranczowej. Linie kalusa réznigce sie barwa zostaty
szczegotowo zbadane i stwierdzono znaczne roznice w zawartosci i skladzie karotenoidéw
oraz ich pochodnych — kalus jasno 261ty zawieral minimalne ilosci karotenoidow, za$
pomaranczowy charakteryzowat si¢ zawarto$cig karotenoidow zblizong do korzeni linii
wyjsciowej marchwi. Wyprowadzenie tych linii kalusowych byto kluczowe i umozliwito
Doktorantowi ustalenie modelowego uktadu badawczego, w ktorym wyniki analiz odnoszono
do korzenia marchwi. Do najciekawszych wynikow tego etapu badan nalezy ujawnienie
zréznicowania strukturalnego chromoplastéw w tkance akumulujgcej karotenoidy, w tym
opisanie po raz pierwszy u marchwi chromoplastéw bloniastych. Waznym osiggnieciem jest
takze wykonanie kompleksowej analizy poréwnawczej transkrypcji genéw szlaku biosyntezy
karotenoidow. Wyniki te sg szczegllnie wazne z punktu widzenia inzynierii metabolicznej,
poniewaz dostarczaja nowej wiedzy umozliwiajacej modelowanie szlaku biosyntezy
karotenoidéw metodami biotechnologicznymi.

Kolejny etap pracy jest nastepstwem zaobserowowania przez Doktoranta, ze sktad
pozywki wptywa na intensywno$¢ barwy pomaranczowego kalusa (publikacja 2). Doktorant
zdecydowat si¢ na przeprowadzenie doswiadczen, ktorych celem byto wyjasnienie, ktory ze
sktadnikow pozywki na kluczowy wptyw na metabolizm karotenoidw. Doswiadczenia te
zostaty bardzo dobrze zaplanowane, a systematyczne testowanie pozywek pozwolilo na
stwierdzenie, Ze przede wszystkim forma amonowa azotu wplywa na akumulacje
karotenoidéw. Doktorant wykazal, ze zwiekszenie zawartosci formy amonowej azotu w
stosunku formy azotowej prowadzi do zmniejszonej akumulacji karotenoidéw. Wyniki te
sugerujg dalsze kierunki badawcze. Ciekawe byloby poznanie mechanizmu regulacji
akumulacji karotenoidéw w zaleznosci od dostepnej formy azotu, a takze sprawdzenie
wplywu réznych schematéw nawozenia azotowego na zawarto$¢ karotenoidéw w korzeniach
marchwi w uprawie polowe;.

W ostatnim etapie prac Doktorant wykorzystat technologie CRISPR/Cas9 by uzyska¢
mutacje w genach PSY/ i PSY2, kodujacych izoformy syntazy fitotenu, kluczowego enzymu
szlaku biosyntezy karotenoidéw (publikacja 3). Doktorant wykonat udang edycje tych genow
wykorzystujgc metodyke opracowang w zespole i autorskie konstrukcje, ktére przygotowat
tak, aby nukleaza Cas9 rozpoznawata nie Jedno, ale dwa miejsca w danym genie. Konstrukcje
te byly wykonane we wspolpracy z profesorem Yipingiem Qi z University of Maryland w
Stanach Zjednoczonych, ktory jest jednym z czotowych badaczy zajmujacych sie edycja
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genow rodlinnych, W doswiadczeniach uzyskano tgcznie 11 linii kalusowych, w tym po pigé
linii z mutacjami w genach PSY1 i PSY2 oraz 1 linig zawierajaca zmiang w poblizu genu
PSY2. Co ciekawe, na poziomie sekwencji poszczegdlne mutacje 16znily si¢ znaczaco od
siebie (substytucje i insercje pojedynczych nukleotydow, delecje roznej dtugosci), jednak
niezaleznie od charakteru zmian wszystkie linie z mutacjami w genie PSY2 nie akumulowaty
karotenoidéw podczas gdy linie z mutacjami w genie PSY] i linia ze Zmiang w rejonie
otaczajacym gen PSY2 akumulowaly karotenoidy na niezmienionym poziomie. Doktorant
stwierdzit, ze w liniach z mutacjami w genie PSY?2, dominujgcymi plastydami byly
amyloplasty catkowicie wypelnione skrobia, nie zaWierajqce krysztatow karotenoidowych,
zas Sciana komérkowa miata zmieniony sklad chemiczny. Doktorant pokazal, ze biosynteza
karotenoidéw w kalusie marchwi Jest zalezna od obecnosci funkcjonalnego genu P82, zas
rola PSY] jest raczej marginalna. Stwierdzit tez, ze zmutowanie genu PSY2 skutkuje
obnizeniem poziomu ekspresji PSY1, co ujawnia skoordynowanga regulacje ekspresji tych
genow. Innym waznym wynikiem, jest powigzanie metabolizmu karotenoidéw z procesami
remodelowania $ciany komorkowe;. Wymiernym efektem tej czesei badan jest uzyskanie
oryginalnych linii kalusa z mutacjami w genach PSY, ktére stanowig unikalny materiat
badawczy przydatny w pracach nad biogeneza plastydow i wplywem metabolizmu
karotenoidéw na inne procesy komorkowe.

W rozdziale zatytulowanym ,, Podsumowanie i wnioski”, Doktorant podsumowat
najwazniejsze wyniki badas oraz przedstawit w punktach dziesie¢ wnioskow. Wnioski te w
wynikajg z przeprowadzonych badan, ktérych wyniki opublikowano, sg dobrze sformulowane
i jednoznacznie potwierdzaja, ze cel pracy zostat osiggniety, a postawione hipotezy badawcze
zweryfikowane.

Podsumowujac Opracowany przez Doktoranta autorski modelowy uklad badawczy
okazat si¢ niezwykle przydatny w badaniach nad biosyntezg i akumulacjg karotenoidéw u
marchwi. Doktorant wykorzystujac ten uktad uzyskal szereg oryginalnych i ciekawych
wynik6éw. O ich znaczeniu swiadczy to, ze praca w ktérej opublikowano pierwsze wyniki
badan, byla juz 16 razy cytowana. O przydatnosci opracowanego uktadu badawczego
swiadezy tez fakt, ze jest on wykorzystany w kolejnych pracach zespotu, a wyprowadzony
kalus akumulujacy karotenoidy okazat si¢ szczegolnie przydatny w badaniach nad strukturg
krysztatow karotenoidowych marchwi (kolejne 3 publikacje). Nalezy podkresli¢, ze Doktorant
na potrzeby realizacji cze$ci badan pozyskat wlasny projekt badawczy i stypendium
wyjazdowe oraz podjat wspdtprace z kilkoma o$rodkami badawczymi. To wszystko §wiadezy
0 duzym zaangazowaniu Doktoranta w realizowane prace badawcze i szybkim rozwoju
naukowym.

Pytania do pracy )

Praca jest na bardzo wysokim poziomie merytorycznym, co potwierdza fakt, ze wyniki
zostaly opublikowane w recenzowanych pismach o znaczacych wspotczynnikach
oddziatywania, niemniej mam kilka pytan zwigzanych z tematyka rozprawy.



1. W pracy wykorzystane zostaly trzy rézne metody analityczne pozwalajace na oznaczanie
karotenoidéw w tkankach roslinnych — UPLC, HPLC i metoda spektrofotometryczna.
Jakie sg zalety i wady tych metod? Jakie sa zalety metody UPLC w poréwnaniu z HPLC?

2. W pracy badano ekspresje genéw zwigzanych z metabolizmem karotenoidéw, ale nie
badano ekspresji genow kodujacych dioksygenazy karotenoidéw, ktére S§ zwigzane z
degradacjg tych zwigzkow. Czy w korzeniach marchwi dochodzi do degradacji
karotenoidow z udziatem tych enzymow? Ile gendw dioksygenaz karotenoidéw
zidentyfikowano w genomie marchwi? Czy wiadomo w jaki sposob ewoluowaty?

3. Doniesienia literaturowe modwig o probach wykorzystania zawiesin komorkowych
marchwi w produkcji rekombinowanych bialek. Czy podejmowano proby uzyskania
zawiesin komorkowych z pomaranczowego kalusa? Czy kalus ten mogtby znalez¢
zastosowanie biotechnologiczne?

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Tomasza Oleszkiewicza
dotyczy aktualnej i konkurencyjne; problematyki badawczej jaka jest poznanie mechanizmow
biosyntezy i akumulacji karotenoidéw u rodlin. Doktorant opracowat oryginalny uktad
badawczy, ktéry okazat si¢ niezwykle przydatny nie tylko w badaniach nad metabolizmem
karotenoidéw, ale takze w badaniach nad biogeneza plastydow czy tez krysztatow
karotenoidowych. Uzyskane wyniki sa oryginalne, a opracowany ukiad modelowy jest
wykorzystywany w kolejnych pracach zespotu, co potwierdza jego duza warto$¢. Doktorant
opanowat i skutecznie potgczyl w swej pracy techniki badawcze wspdtezesnej biologii
eksperymentalnej i biotechnologii ro$lin pokazujac, ze potrafi definiowaé i rozwigzywaé
problemy badawcze oraz krytycznie analizowaé i publikowa¢ uzyskane wyniki. Biorace pod
uwage wszystkie powyzsze elementy stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spetnia wymogi
stawiane pracom doktorskim i wobec tego wnosze do Rady Dyscypliny Rolnictwo i
Ogrodnictwo Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolataja w Krakowie o dopuszczenie
Autora rozprawy do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na
bardzo wysoka wartos¢ naukowa pracy wnioskuje o Jj&j wyréznienie.

N\

Prof. dr hab. Grzegorz Bartoszewski



