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Recenzja pracy doktorskiej
mgr Konrada Marcina Zielinskiego pt. "Podstawy metodyczne

transformacji ogorka (Cucumis sativus L.) wysoko czgsteczkowym DNA”

wykonane) pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Przybeckiego

Biotechnologia jest jedna z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ technologii. Rozwdj
ten wynika nie tylko ze stale rosngcych potrzeb w zakresie wytwarzania nowych
bioproduktéw, doskonalenia i hodowli nowych odmian roslin i ras zwierzat, ale rowniez z
mozliwosci, jakie stwarza wspolczesna nauka. W biotechnologii roslin bardzo obecnie
potrzebnymi 1 rozwijanymi technikami sg transformacja dlugimi fragmentami DNA,
umozliwiajgca wprowadzenie do genomu biorcy kilku genéw jednoczesnie lub calych
obszarow regulatorowych oraz edycja genomoéw pozwalajaca na precyzyjne dokonywanie
zmian w genomie rogliny, ktéra mimo takich zmian nie jest definiowana jako GMO. Z tych
wzgleddéw podjecie badan z zakresu transformacji genetycznej 1 edycji genomu ogérka w

ramach ocenianej rozprawy doktorskiej mgr Konrada Zielinskiego bylo w pelni uzasadnione.

Ocena formalna pracy
Praca liczy 90 stron i sktada si¢ z 6 rozdzialdw numerowanych:. Przeglad literatury, Cel i
zakres pracy, Materiaty i metody badan, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie 1 wnioski oraz 5

rozdzialéw nienumerowanych: Streszczenie, Objasnienia i skroty, Wstep, Bibliografia i



Aneks. Uklad pracy jest w zasadzie zgodny z zasadami przyjetymi dla rozpraw doktorskich, a
proporcje migdzy poszczegdlnymi czesciami zostaly zachowane wiasciwie. Doktorant
postawit dwie hipotezy badawcze. Ich tres¢ mozna uznaé za opowiadajgca zakresowi badaf,
jednak ich forma bylaby lepsza, gdyby zamiast sformutowan ,.Jest mozliwe skonstruowanie
wydajnego i stabilnego systemu do transformacji komérek ogorka” (w hipotezie 1)1 ,,Mozliwe
Jjest wykorzystanie narzedzi editingu genomowego w komorkach ogorka” (w hipotezie 2)
napisano, odpowiednio: ,Jest mozliwe skonstruowanie wydajnego i stabilnego systemu do
transformacji genomu ogoérka” i ,,Mozliwe jest wykorzystanie metody TALENs do editingu
genomu ogodrka”. Obecna forma hipotez sugeruje, ze obie techniki dotyczg jedynie komorek,
a juz nie dotycza np. protoplastéw czy mikrospor.

Tytul pracy nie dokiadnie odpowiada jej tredci. Mogloby z niego wynikaé, ze Doktorant
zajmowal si¢ tylko transformacjg ogoérka wysoko czgsteczkowym DNA, a przeciez dosc
istotna i warto$ciowa czg$¢ rozprawy dotyczy innego narzedzia do modyfikacji genomu
roslinnego o nazwie TALENs (Tramscription Activator-Like Effector Nucleases), o czym
wspomniano w celn pracy. Tytul lepie] oddajacy tredct zawarte w pracy méglby np. brzmie¢:
»Podstawy metodyczne transformacji wysoko czasteczkowym DNA oraz modyfikacji metodg
TALENs genomu ogorka (Cucumis sativus L.)”.

Wiekszo$¢ rozdziatléw podzielono na podrozdzialy, co utatwia ich lekture. Struktura calej
pracy jest konsekwentna i przejrzysta, a material ilustracyjny — na ogdt dostatecznie dobrej
jakodci. Jednak jezyk daleki jest od doskonalodci. W pracy znalaztam bledy terminologiczne,
ktére mozna potraktowac¢ jako ,,potknigcia™ jezykowe ale rowniez jako biedy merytoryczne

(np. ,wprowadzanie ..... calych szlakéw metabolicznych z dowoinego organizmu” — str. 69; , hodowla
transformowanych komdrek” — str.23; ,,...pobierano jedngq kolonig z hodowli na poiywce stalej ... i
przenoszono do Iml hodowli w pozywce ..." — str.46, uzycie slowa ekspozycja zamiast inkubacja -

str. 59), a takze bledy gramatyczne, ortograficzne 1 interpunkcyjne. W streszczeniu angielskim
tez jest wiele bledéw gramatycznych (np. ”...it was also used Nicotiana plants tobacum ...”) oraz
niewlasciwie uzytych termindw (np. ,.4s a result of the experience we developed a one-step subcloning
system”, co prawdopodobnie mialo oznaczaé , W wyniku przeprowadzonych doswiadczen
opracowarno jednoetapowy system subklonowania™).

Duze fragmenty wynikéw to powtdrzenie metodyki (np. ,,Wektor BAC zawierajgey insert

poddawano trawieniu restrykazq Notl ... ", , Kolejrmym etapem bylo strawienie enzymem Notl | zdefosforviownie
wektora BIBAC.”, ., W celu zoptymalizowania warunkéw ligacii wykonano kilka reakcji z réinym stosunkiem
ilosciowym Bins : wektor BIBAC.,,, , Mieszaning ligacyjng sporzqdzano przez mieszanie Bins DNA z wektorem i

wodg, a nastepnie podgrzewanie do 35°C | powolne ochladzanie do temperatury pokojowej, po czym dedawano



bufor i enzym. Reakcje prowadzono przez noc w temperaturze 16 °C. Po tym czasie przeprowadzano odsalanie
czesei (10 pl) mieszaniny ligacyinej w bloczkach agarozowych przez 2,5 h na lodzie i uzywano do transfekeji
dodajgc po 1 pl na 20 ul komdrek bakteryinych E coli DHI0B. Wytrzgsano przez 30 minut i wysiewano po 100
il na phytke z poiywkg LB, zawierajacg 50 mg/l kanamycyny i 10% sacharozy.”, ., Transformacje prowadzono
umieszezaiqge 2 mil tkanki PVYC w 50 ml poiywki do kokultury (V % MSL 0,15M lub VIDIPL ), w ktérej
zawieszono bakterie, nastgpnie dodano 200 uM acetosyringonu i utrzymywano w kokulturze przez 3 dni na
wylrzgsarce w ciemnoscl. Po trzech dniach thanki przemywano dwukrotnie Swiezq poiywhkq i przencszono na 2
tygodnie do Swieiej poiywki z dodathiem cefotaksymu 250 mg /. Selekcje transgenicziej thanki rozpoczete po
dwoch tygodniach przenoszgc agregaty komdrkowe do Swiezej poiywki zawierajgcej higromycyne. Pasaz
powtarzano, co 2 tygodnie” — str. 50, 51,56 1 wiele innych fragmentéw). Podobnie w wielu
miejscach Dyskusji zamieszczono tekst, ktdry juz znalazl si¢ w poprzednich rozdziatach (np.
Sklonowane w wektorze BIBAC kony BAC (klony BAC-BIBAC) uzyte zostaly do transfekeji kilku rodzajow
eksplantatéw ogorka: komdrek w kulturze zawiesinowej, 70 skrawkdw lisciowych I liscieniowych zenskief linii
2gg | meskiej 859 w kulturze na podloiu stalym.”, , Po ligacjii calo$é mieszaniny poddawano odsoleniu i
wykonywano transfekcie komdrek kompetentnych E. coli przy pomocy elektroporacii”, ,,Po transfekcji
wysiewano 100 yl na podioze LBS zawiergigce kanamycyne. Inkubowano calg noc. Po inkubacji otrzymano 30
kolonii bakteryjnych. Wszystkie kolonie replikowano na podioze LBS zawiergjgce kanamycyne i chloramfenikol,
w celu okreslenia ktore rekombinanty zawierajq dwa zligowane ze sobg wektory (kontaminacje). Kolonie ktore
nie rosty na tym podioiu zawieraly przeklonowany insert do wektora BIBAC. Uzyskane kolonie namnazano i

sprawdzano przez izolacje z nich DNA oraz trawienie Not I Okreslano w ten sposdb diugesé subklonowanego

insertu. Wybrane kolonie po sprawdzentu archiwizowano.” — str. 69, 72 1 wiele innych fragmentow).
Taki zabieg bardzo utrudnia ,,wylowienie” informacji istotnych w danym rozdziale i, w
szczegoblnosel, oceng jakosci dyskusji. Nie mozna oprzeé sie wrazeniu, ze poszczegdlne
rozdzialy zostaly celowo rozbudowane w sztuczny sposob.

Inne, bardziej istotne niedociagnigceia formalne wymieniono ponizej:

1. Fotografie nazywane sa rysunkami; poza tym Doktorant w niektérych przypadkach
uzywa skrétu Rys., a w innych calego wyrazu ,,Rysunek™.

2. Niepotrzebnie pod ilustracjami i zdjgciami w Wynikach umieszczono komentarz, ze sa
to wyniki wilasne (to jest przeciez oczywiste).

3. Nastr.74 Doktorant powoluje sig na Fot.15, a takiej fotografii w pracy nie ma.

4. Objasnienia skrotdow sg niekompletne i nieprecyzyjne; np. nie objasniono nazwy
‘TALENS, ktora to metoda byla przedmiotem badan; natomiast objasniono skrét
innych metod edycji genomu — CRISPR (powinno si¢ podaé petng nazwe
CRISPR/Cas9) i ZFN, ktérymi Doktorant w pracy si¢ nie zajmowal, a jedynie opisat
je w ,,Przegladzie literatury”; GUS jest nazwa zwyczajowa, prawidlowa nazwa genu

kodujacego p-glukuronidaze to uidA.



5. Stosowanie skrotéw myslowych prowadzacych do pozbawionych sensu stwierdzen,
np. ,Infiltracia prézniowa jest tatwiejsza do zastosowania co, przyczynia sig do powtarzalnosci
metody” - str. 74; ,,Ukierunkowana mutageneza in vivo ... jest alternatywq dla kasycznej hodowli

ro$lin ...” —str. 75.

Ocena merytoryczna pracy

Ogorek jest jednym z wazniejszych gatunkéw warzyw uprawianych na catym $wiecie. Dzieki
wezesniejszym pracom prowadzonym w Katedrze pod kierunkiem profesordéw: Bogustawa
Kubickiego, Katarzyny Niemirowicz-Sczczytt, Stefana Malepszego oraz promotora niniejszej
pracy — Zbigniewa Przybeckiego wiedza z zakresu genetyki klasycznej 1 molekularnej ogorka
znacznie si¢ poszerzyla, co stanowito dobra podstawe do rozpoczecia badan przez mgr
Zieliiskiego. Ich pierwotnym celem byto opracowanie efektywnej metody transformacji
genomu ogorka przez wprowadzenie diugich fragmentéw DNA. Dodatkowo Doktorant podjat
badania metodyczne nad editingiem genomowym TALENS.

W Przegladzie literatury Doktorant oméwil obecny stan wiedzy na temat wybranych metod
biotechnologicznych stosowanych w pracy doktorskiej, w tym konstrukcji i eksploracji
bibliotek genomowych DNA oraz analizy funkcjonalnej gendéw 2z uwzglednieniem
ukierunkowanej mutagenezy, trafnie dobierajagc material Zrédtowy. Zupelie jednak
niepotrzebnie znalazl si¢ tu rozdzial ,,Wizualizacja gendéw reporterowych”, poniewaz zawarte
w nim informacje sg powszechnie znane i majg charakter podrgcznikowy. Nalezato
przynajmniej ograniczyé sie do krétkiego opisu najnowszych metod detekcji ekspresji
przej$ciowej transgendw. Niemniej, rozdziat ten dostarcza sporej porcji wiedzy (przytoczono
w nim ponad 90 pozycji literaturowych, w wigkszosci nowych), jest napisany w sposob
dostatecznie wyczerpujacy i klarowny.

Zastosowana w pracy metodyka jest adekwatna do specyfiki badan; zostata przedstawiona
dostatecznie szczegdlowo, ale tylko w odniesieniu do subklonowania BAC-BIBAC.
Metodyka dotyczgca TALENs, poza wymienieniem nazwy wektora 1 miejsca jego
pochodzenia, w ogdle nie zostala opisana (!} W przypadku infiltracji i transformacji — nie
wiadomo, ile roslin poddano infiltracji, z ilu nasion uzyskano roéliny do transformacji, ile
lidci/lidcieni transfekowano, czy w ogble uzywano eksplantaty liscieniowe, co bylo
powtdrzeniem, jaki byt uktad doswiadczalny, co oznacza ,liczba doswiadczen” (tab.6) —
liczbe phytek, lisci, eksplantatow??? Informacja na temat transformacji zawiesiny

embriogeniczne] pojawia sie dopiero w Wynikach.



Wigkszo$¢ badan pracy doktorskiej dotyczyla opracowania systemu subklonowania insertow
z wektora BAC do wektora BIBAC., Prace te byly o tyle uzasadnione, ze wektory BIBAC sg
malo przydatne do utrzymywania bibliotek genomowych, natomiast wysoce przydatne do
transformacji duzymi fragmentami DNA. Doktorant opracowat wydajny i powtarzalny system
subklonowania oraz zoptymalizowal warunki transformacji ogorka wysokoczasteczkowym
DNA. Musze przyznaé, ze skala trudnosci, z jaka spotkat sie Doktorant byta duza. Szkoda, ze
nie udato sie¢ doprowadzi¢ do uzyskania roslin transgenicznych. Efekt transformacji mozna
oceni¢ dopiero na etapie rosliny, a stabilnos¢ genetyczng — dopiero w nastepniym pokoleniu.
Analizy molekularne tkanki kalusowej mogg jedynie by¢é pomocne i by¢ traktowane jako
pierwszy etap i wstgp do dalszych prac. Trzeba pamietac o specyfice tkanki kalusowej, przede
wszystkim o jej genetycznej niejednorodnosci. Zdajg sobie sprawe z tego, Ze czas
przeznaczony na wykonanie eksperymentéw 1 napisanie rozprawy doktorskiej jest
ograniczony., Mozna jednak bylo poczekaé jeszcze ok. 2 miesigce (co przy tak duzym
przekroczeniu limitéw czasowych nie mialoby juz wigkszego znaczenia) 1 przeprowadzic¢
analizy molekularne roslin (mam nadziej¢ — transgenicznych), tym bardziej, ze w przypadku
infiltracji Doktorant zaobserwowal ,przypadki poczqtkéw regeneracii roslinek z kalusujgcych
eksplantatow”

Druga czes$¢ pracy dotyczy optymalizacji metody edycji genomu z wykorzystaniem systemu
TALENs. Mozna odnie$é wrazenie, ze ta czes$é rozprawy ,ma sie nijak” do giéwnego
problemu badawczego, ze sg to dwie niezalezne historie. Nie neguje zasadnos$ci tych prac,
jednak nalezalo bardzo starannie uzasadni¢ rozszerzenie zakresu badan, zmienié tytul
rozprawy 1 w stosowny sposob przeprowadzi¢ dyskusj¢. Powstaje tez pytanie, czy Doktorant
dokonal wlasciwego wyboru metody. TALENS to jedna z metod ukierunkowanej mutagenezy
i edycji genomu. Obecnie metoda ta nieco traci na znaczeniu i jest wypierana przez inng,
znacznie bardziej efektywng metode o nazwie CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats)/Cas9 ze wzgledu na jej wysokg wydajnos$é, mozliwosé
jednoczesnej edycji wielu miejsc w genomie 1 umiarkowang pracochtonnosé. Jednak w czasie,
kiedy rozpoczeto badania TALENs byla jeszcze dominujgcg metoda edycji; ponadto jest
nadal uwazana za bardziej specyficzng 1 mniej obcigzong ryzykiem efektéw ubocznych ,,off
target”.

Dos$¢ skromne wyniki uzyskane w trakcie realizacji doktoratu mozna bylo znacznie lepigj
zaprezentowaé, czemu zwykle stuzy przeprowadzona w przemyslany sposob dyskusja. Jednak
dyskusja w recenzowanej pracy doktorskiej jest pobiezna i dos$¢ lakoniczna. Pewnych

istotnych probleméw nie przedyskutowano w ogéle; np. nieskutecznosdci transformaciji
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zawiesiny komorkowej, przyczyn niestabilnodei insertéw w  wekiorach BIBAC czy
rasadnoéci testowania transgeniczno$ci tkanki kalusowej. Nie pokazano rzeczywistego
potencjalu opracowanych metod. Nie uzasadniono przekonujaco, ze polaczenie w jednej
pracy doktorskiej dwoch zupelnie innych technologii bylo zamierzone i celowe.

7 wigkszodcig wnioskow kosicowych moge sie zgodzi¢. Wyjatek stanowia wniosek 4 oraz
wniosek koficowy, ktére sa nieuprawnione 1 przesadnie optymistyczne. Uzyskanie
transgenicznej tkanki kalusowej to jeszcze mnie skuteczna transformacja. W §wietle
uzyskanych wynikdéw nie mozna tez twierdzié, Ze , skonstruowano wysoko wydaine systemy analizy
strulduralng) 1 funkcionaine) oraz modyfikacy: genawu ogdrka ..., poniewaz ani editingy TALENS, ani
transformacji dhugimi fragmentami DNA nie moina oceni¢ jako wysoko wydajnych na
obecnym etapie badan. Zaden z nich nie jest tez przydatny w genomice strukturalne;j.

Podsuinowaiiie
Przedstawiona do recenzji rozprawa ma wiele mankamentéw, w czefci o charakterze
formalnym. Jednak biorac pod uwage:

(1) spore znaczenie opracowanych i zoptymalizowanych metod: jednoetapowej
transformacji ogérka diughmi fragmeniami DNA (z wyKorzysianiem szybkiego
subklonowania BAC- BIBAC) oraz edycjl genomm (TALENs) w szeroke
rozumianej biotechnologii ogérka;

{2) duza skale trudnosci eksperymentéw, szczegolnie w odniesieniu do pierwszej
metody

stwierdzam, Ze recenzowanz praca spelnia warnnki stawisne reozprawom doktorskim i
whioskuje do Rady Wydzialu Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektary Krajobrazu o

dopuszczenie mgr Konrada Zieliiskiego do dalszych etapiw przewedu dektorskiego.
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{prof. dr hab. Monika Rakoczy-Trojanowska)
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