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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Konrada Marcina Zielinskiego pt. ,,Podstawy metodyczne
transformacji ogérka {Cucumis sativus L.) wysoko czasteczkowym DNA” wykonanej pod
kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Przybeckiego

Ogérek (Cucumis sativus 1..) jest w Katedrze Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin
SGGW od wielu lat jednym z najwazniejszych obiektéw badawczych. W oparciu o kolekeje
bardzo dobrych materiatéw hodowlanych i odmian, rozwinigto dla tego gatunku szereg metod
biotechnologicznych, wlaczajac w to skonstruowanie biblioteki BAC i sekwencjonowanie
genomu. Dzigki temu uzyskano wiele cennych informacji o liczbie i strukturze genéw tego
gatunku oraz ich przypuszczalnej funkeji. Jednak szczegétows rolg wybranych gendéw mozna
dopiero zbadaé majac do dyspozycji mutanty lub wywolujac ukierunkowang modyfikacje
genetyczng. Uzyskanie mutacji indukowanej mutagenem jest niespecyficzne, bardzo
czasochtonne, czasem niemozliwe i powoduje w genomie wiele innych, niekorzystnych zmian.
Rozwdéj nowoczesnych metod z zakresu biotechnologii umozliwia uzyskanie ukierunkowanych
modyfikacji poprzez wprowadzenie okreslonych sekwencji/regionéw do genomu i analizeg
fenotypu lub wywolanie ukierunkowanej mutacji w okreslonym miejscu. Jezeli bgdg to duze
fragmenty DNA to, jak opisuje Doktorant cytujac autordw innych prac, istnieje mozliwos¢
przeniesienia gendéw wraz z rejonami regulatorowymi lub kilku naraz zwigzanych z okreslonym
szlakiem metabolicznym i ich analizy.

Celem pracy bylo ,,zbudowanie podstaw” do systemu analizy wysokoczasteczkowych
fragmentéw DNA ogérka poprzez transformacje genetyczng oraz przy uzyciu innej, nowoczesne]
metod analizy funkcjonalnej gendw, tak zwanego edytowania genomu. Zakres pracy objat 3
etapy zmierzajace do osiggniecia celu, to jest: subklonowanie wysokoczasteczkowych
fragmentéw DNA z biblioteki BAC do wektoréw BIBAC, wprowadzenie (transformacja
genetyczna) tych fragmentdw do genomu ogorka, oraz opracowanie podstaw edytowania genomu
ogorka z wykorzystaniem technologii TALEN. Warto w tym miejscu jeszcze raz podkreslic, ze



zaréwno opracowana biblioteka BAC ogorka oraz sekwencjonowanie genomu wykonano w
zespole promotora pracy, prof. dr hab. Z. Przybeckiego i naturalng konsekwencjg tych badan byto
wytyczenie dalszego kierunku prezentowanego w niniejszej pracy. W literaturze nie opisano
dotad tego typu badan wykonanych dla ogorka. Sa to badania nowatorskie dla badanego gatunku.

Praca doktorska mgr Konrada, Marcina Zielinskiego zachowuje typowy uktad:
streszczenie po polsku i angielsku, spis tresci, objasnienia i skrdty, wstep, przeglad literatury, cel
i zakres, materiaty i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie i wnioski, bibliografia i aneks.
Catoéé obejmuje zaledwie 89 stron, w tym 11 stron z 95 pozycjami literatury oraz sekwencjami.

We wstepie Doktorant wprowadza czytelnika do badan realizowanych w Katedrze
Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin SGGW oraz wskazuje na zalety wprowadzania
dtugich fragmentéw DNA do genomu ogdrka. Trudno si¢ zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze
Ltransformacja roslin dugimi fragmentami DNA...pozwoli na analize funkcji genéw poprzez
przywracanie ich funkcji”. Czy autor mogiby mi wyttumaczy¢, co miat na mysli mowiae o
przywracaniu funkeji?

Przeglad literatury

Przeglad literatury jest podzielony na trzy czesci nawigzujace do stosowanych materialow
i metod oraz wykonywanej pracy badawczej. W pierwszej czesci omawiajgeej biblioteki
genomowe Doktorant zwraca uwagg na zalety uzycia sztucznego chromosomu bakteryjnego
BAC do konstruowania bibliotek diugich fragmentow (optymalnie 80 — 180 kpz) genomow
roslinnych i zwierzecych. Nastepna czgsé jest omdwieniem mozliwoscl analizy funkcjonalne]
gendw z wykorzystaniem transformacji genetycznej ogorka i ukierunkowanej mutagenezy. W
trzeciej czesel Doktorant omawia mechanizmy dziatania gendéw reporterowych uzytych w pracy.
Czy Doktorant mégtby w sposob bardziej czytelny, niz jak to opisat wyjasni¢ zdanie: ,,Analiza
funkcjonalna ogérka moze byé ostatnim lub pierwszym ogniwem procesu izolowania gendw w
oparciu 0 mapy” oraz kiedy mozemy méwic o przywracaniu funkcji gendéw lub ,usuwaniu
funkcji”. Termin ,,usuwanie funkcji” jest niepoprawny; prosze zaproponowaé wiasciwy.(s.13)
Warto$ciowym elementem w przegladzie literatury jest tabela z zebranymi pracami opisujgcymi,
jak to nazwat Doktorant ,,udane” transformacje ogdrka. Wiadomosci w niej zebrane byty
przydatne w wyborze szczepu i rodzaju eksplantatu do transformacji genetycznej w niniejszej
pracy.
Omoéwienie czesei dotyczacej plazmidu Ti nie jest zbyt precyzyjne. Gdyby Doktorant zaczat od
omowienia szczepdw a pézniej plazmidéw z nimi zwigzanych, to prawdopodobnie uniknal by
niedcistosdci. Prositabym o dodatkowe informacje jakich szczepdw Doktorant uzywat w pracy i
dlaczego napisat, ze ,,W obszarze pTi region T-DNA jest zbudowany z dwuniciowego DNA”?
Czy to oznacza, ze pozostaly obszar pTi jest np. jednoniciowy?
Omowienie systeméw transformacji dtugimi DNA, zwlaszcza uzytego w pracy BIBAC jest
dosy¢ wyczerpujace. Doktorant cytuje rowniez prace, w ktoérych dokonano transformacji réznych
gatunkow diugimi fragmentami DNA. Zalety tego rodzaju transformacji sg podkreslane w pracy
wielokrotnie. Interesujace by bylo podanie wynikéw tych prac. Cytowana literatura na ten temat
nie nalezy do najnowszej, wiec Doktorant ma mozliwo$¢ w czasie obrony do uzupelnienia



informacji w oparciu o nowsze pozycje. Omawiajac systemy transformacji dtugim DNA
Doktorant wspomniat o genie markerowym odpornosei na kanamycyng. Proszg omowié czy jest
to jeden rodzaj genu, czy jest ich wigcej 1 w jakim celu jest/sg uzywane.

W Rozdziale dotyczacym ukierunkowanej mutagenezy oméwiono pokrotce mozliwodei uzycia
trzech rodzajow nukleaz miejscowo-specyficznych. Jedna z tych technologii zostata uzyta przez
Doktoranta. Prosze uzasadnié, dlaczego wlasnie ta zostata wybrana.

Ostatni rozdziat przegladu literatury zawiera informacje na temat dwéch gendw reporterowych:
uid4 i LUC, ktorych produkt moze by¢ tatwo obserwowany w tkankach roslinnych. Doktorant
przedstawit mechanizmy prowadzace do wizualizacji produktéw tych gendw oraz zalety
poszczegllinych testow.

Materiaty i metody badan

Materialy i metody badan opisano nal5 stronach. Doktorant uzyt w swoich badaniach
bardzo zroznicowane materiaty (plazmidy, bakterie, kultury roslinne) oraz metod badan
(klonowanie, kultury in vitro, transformacja genetyczna w tym metoda infiltracji, wizualizacja
gen6w reporterowych, technika PCR). Szeroki zakres uzytych i nie nalezacych do fatwych
technik nalezy uznac za zaletg.
Do drobnych niedociggnieé w tym rozdziale nalezy: brak wymienienia szczepu LBA 4404 w
punkcie ,,Materiat mikrobiologiczny”. W punkcie ,,Wektory” nie podano ich zrédia poza
~PCAMBIA 1300/TALENS”. Na stronach 40/41 niepotrzebnie zamieszczono opis wynikow
badan. Co dla Doktoranta oznacza kultura muzealna?
Co to jest ,,zmodyfikowany protokét Maniatis 1 wsp. (1989)” (str. 44)?

Wyniki

Wyniki opisano w czterech punktach dotyczacych: subklonowania insertéw z wektora
BAC do wektora BIBAC (1), optymalizacji warunkow transformacji i transformacji ogérka
wysokoczasteczkowym DNA (2, 3), oraz wstepnych wynikéw na temat edytowania genomowego
(4). Punkt 2 i 3 dotyczgcy odpowiednio optymalizacji warunkéw transformacji i transformacji
jest niepotrzebnie rozbity, poniewaz dotyczy doswiadczen rozwigzujacych ten sam problem. W
do$wiadczeniach subklonowania wykorzystano uzyskang w zespole prof. Z. Przybeckiego
biblioteke wysokoczasteczkowych BAC. Niewatpliwg zalets tej biblioteki byla jej bardzo dobra
charakterystyka oparta réwniez o informacje z sekwencjonowania. Subklonowanie jej do wektora
BIBAC miato na celu umozliwienie wprowadzania/transformacji tych klonéw do genomu
ogorka. Napotkane na poczatku trudnosci z przeniesieniem wysokoczasteczkowych klonow
(subklonowaniem) z wektora BAC do BIBAC ominigto poprzez ,,opracowanie” jednoetapowej
metody szybkiego i precyzyjnego klonowania. Mam watpliwosci co do stowa ,,opracowanie” tej
metody. W literaturze mozna tatwo znalez¢ opis tego typu metod, np. w Engler 1 in. 2008 (Plos
ONE). Prosze odpowiedzieé na ile uzyta w doktoracie metoda ,,one pot, one step” byta
nowatorska a na ile byla adaptacjg metody opisanej przez innych? Ani cytowana przeze mnie
praca ani inne pozycje literatury na ten temat nie byly w pracy cytowane i dyskutowane.



Uklad doswiadczalny w tej czesci, jak i pozostatych jest bardzo prosty i skromny. W pierwszej
czesei przedstawiono jedynie wyniki optymalizacji warunkdw ligacji (rézny stosunek ilosciowy
wektordw). Czy opracowanie metody subklonowania polegato tylko na optymalizacji stosunku
ilosciowego obydwu wektordw (tab.4)? W tej czesci jest rowniez wiele opisdw nalezacych do
materiatow 1 metod. Opisane na str. 49 objetosci nic nie mowig o stezeniach; powinno sig
operowad jednostkami.

Wyniki dotyczgce optymalizacja warunkéw transformacji ogorka wysokoczasteczkowym DNA
sg rowniez opisane zbyt lapidarnie. Doktorant w tabeli 6 zamieszcza 3 wektory, opisujac tylko
BIBAC2. Skoro tych wynikéw nie jest za wiele, warto by je byto doktadniej opisa¢. Czego
dotyczy liczba doswiadczen w tej tabeli? Czy przeprowadzono np. 20 lub 30 transfekeji ilu lisci
w ilu roslinach? Pozytywnym wynikiem jest zaobserwowana ekspresja przejsciowa genow
reporterowych uidA i LUC. Choé i tu jest wiele niejasnosci. W opisie Rys. 6B Doktorant méwi o
»hiebieskich komdrkach”. Czy to naprawde sa komorki?; jakie jest powiekszenie tego zdjecia? A
jakie byly wyniki do$wiadczen z tytoniem, ktory byt rowniez uzyty w badaniach?

Nastgpnym krokiem byfo opracowanie systemu transformaciji ogérka dtugimi fragmentami DNA.
W zasadzie Doktorant przedstawit tylko jedna procedurg, cho¢ mozna by bylo zrobié chocby
proste poréwnanie uzycia lub braku acetosyringonu do transformacji, ktéry nie zawsze wpltywa
pozytywnie na ten proces. Przedstawiono pozytywne wyniki barwienia widA w kulturze
zawiesinowej na pozywce selekcyjnej, z ktorej nie udato sig¢ zregenerowac roslin. Czy Doktorant
do tego doswiadczenia sam wyprowadzat zawiesing?

Do transformacji eksplantatow liSciowych uzyto trzech szczepdw Agrobacterium: AGL1, LBA
4404, C58, choé tylko dla ostatniego zréznicowano ,,czas ekspozycji” na 5, 101 15 minut. ,,Czas
ekspozycji” nie jest jednoznacznym okresleniem. Czy oznacza ono czas kokultury eksplantatow z
bakteriami? W do$wiadczeniu tym (tabela 7) uzyto jedynie po 13 — 23 eksplantaty lisci bez
zadnych powtdrzefi biologicznych. Wynik takiego do$wiadczenia moze byé przypadkowy i nie
powinno sig¢ z niego wyciggad wnioskéw. Nalezy jednak przyznad, ze liczba regenerujacych na
pozywce selekcyjnej kalusow jest wysoka i wynik jest obiecujacy.

W dalszych eksperymentach ze szczepem C58 testowano transformacje eksplantatow lisciowych
dwdch linii insertami o rdznej dlugoscei. W tym doswiadezeniu jest réwniez wiele niejasnosei.
Nie napisano ile eksplantatéw uzyto do transformacii, ile powtorzen, jaki wynik uzyskano, to jest
jaki byt udziat procentowy regenerujacych kalusow? Pierwszym pozytywnym wynikiem tego
doswiadczenia sg zdjecia rosngcych na pozywce selekeyjnej kalusdw transformowanych
fragmentami 40, 80, 110 kpz po 3 miesiagcach kultury. Nastgpnym jest pozytywny wynik PCR dla
genow selekcyjnych Hyg i NptIl. Niestety tu ponownie musze wytknaé duzy btad jakim jest brak
kontroli negatywnej z DNA kalusa nie poddanego transformacji oraz z prébki H,O zamiast DNA.
Sa to bardzo wazne kontrole pokazujace czysto$¢ sktadnikow oraz przeprowadzonej reakceji PCR.
W pracy doswiadczalne] kontrole sg bardzo istotne a im trudniejszy eksperyment tym waznigjsze
kontrole, zaréwno pozytywne jak i negatywne. Podobnie nie stosowano kontroli pozytywnej dla
kultury ir vitro z réznych eksplantatow. Czy wiadomo jaka byta zdolno$¢ regeneracia bez
transformaciji i selekcji? Najbardziej obiecujgce wyniki, to jest regenerujace struktury uzyskano
dia infiltracji prézniowej liscieni.



Sprawdzenie mozliwoscei dokonywania modyfikacji z uzyciem tzw. edytowania genomu
wykonano poprzez kotransformacje lisci ogorka wektorem BIBAC2 z niefunkcjonalnym genem
LUC i wektorem pCAMBIA z systemem TALENS. Wynik pozytywnej wizualizacji tego genu
przedstawiono dwukrotnie, na rys. 18A i na rys. 19. Niepotrzebnie, bo jest to to prawdopodobnie
to samo zdarzenie.

Zaletami czeséci eksperymentalnej byto uzycie gendw reporterowych, dzigki ktérym mozna byto
$ledzi¢ powstanie produktu wprowadzanego genu, co jest wynikiem przekonujacym. Opisane w
wynikach eksperymenty nie sg liczne, aczkolwiek prawie wszystkie dokumentujg pozytywny
etap wymagany do osiagniecia wyniku koficowego. Czgsto podawany sktad mieszanin
reakcyjnych lub tego typu informacje powinny by¢ zawarte w materiatach i metodach.

Dyskusja

Autor przekonuje, z czym trudno si¢ nie zgodzic, ze subklonowanie z BAC do BIBAC
bylo whasciwym wyborem, nie tylko z uwagi na konstrukcje biblioteki BAC ale rowniez je]
opracowanie i kolinearne utozenie z sekwencja genomu. W tym wypadku zaadaptowana metoda
szybkiego, jednoetapowego klonowania okazata sie bardzo przydatna. W tej czgsci brakuje
dyskusji z pracami innych autoréw na temat.
Analiza trzech roznych szczepow Agrobacterium zawierajacych wektory BIBAC z trzema
rodzajami najbardziej przydatnych do transformacji eksplantatow: kultury zwiesinowej,
eksplantatéw lisci i liscieni doprowadzita do uzyskania obiecujgecych wynikéw. Doktorant
dyskutuje efektywno$¢ uzytych szezepéw do wprowadzania diugich fragmentow DNA z
dostepna na ten temat literatura, dotyczaca innych gatunkow.
W czedci dotyczacej edytowania genomowego Doktorant wymienit ponownie trzy uzywane
technologie: palcéw cynkowych ZNF, TALEN i CRISP/Cas, cho¢ dyskusja na temat uzytego
systemu jest niewystarczajgca. Prosze odpowiedzie¢ czy te technologie sa jednakowo efektywne i
dlaczego w niniejszej pracy zastosowano TALEN? Jak nast¢pnie udokumentowano, wybor
okazat si¢ trafny.

Liczba bleddw literowych, interpunkcyjnych, gramatycznych, stylistycznych,
frazeologicznych (bulionu LB zamiast pozywki LB, editingu zamiast edytowania, duza zamiast
wysoka, galusowata naro$l zamiast ... itp.) jest na tyle duza, ze nie sposéb o tym nie wspomniec.
Rzutujg one bardzo negatywnie na catos¢ pracy. Niedopatrzeniem sg rowniez fragmenty
wynikow w dyskusji, czy tez metod w wynikach.

Podsumowujac, badania przedstawione w pracy doktorskiej mgr Konrada Marcina
Zielinskiego stanowig nastgpny, wazny etap badan zmierzajgcy do szezegdlowej analizy funkeji
genow ogorka. Catosc jest przedstawiona w bardzo zwiezly sposéb i odnosi si¢ lub przedstawia
najwazniejsze etapy zwigzane z badaniami. Zaletami pracy jest umiejetno$é wykorzystania i
dalszego rozwoju przygotowanego w zespole bogatego warsztatu badawczego. Elementami
negatywnymi jest bardzo mata liczba doswiadczen zbyt lapidarnie opisanych oraz duza liczba
roznego rodzaju bledéw. Stad duza liczba pytan w recenzji, ktére na etapie obrony powinny



zostaé szczegdtowo wyjasnione. Niemniej Doktorant uzyskat obiecujace wyniki, ktore mogg by¢
wykorzystane do kontynuacji niniejszych badan. Dlatego proponuje¢ prace przyjac ze wzgledu na
duze znaczenie badan, ktére cho¢by w niewielkim stopniu moga przyczyni¢ si¢ do dalszego
rozwoju technik analizy funkcjonalnej genomu ogorka.

Stwierdzam, Ze praca spelnia minimalne wymogi stawiane rozprawom doktorskim i
wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr Konrada Marcina Zielinskiego do dalszych czgsci przewodu
doktorskiego.
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