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RECENZJA
rozprawy doktorskiej zatytutowane;

»Fizjologiczne podstawy syntezy wybranych metabolitéw wtérnych
w elicytowanych i transformowanych kulturach tkankowych roslin

Dionaea muscipula J. Ellis i ich whasciwosci antybakteryjne”
wykonanej przez mgra inz. Wojciecha Makowskiego

W Katedrze Botaniki, Fizjologii i Ochrony Roglin
Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa

Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona KoHataja w Krakowie
pod kierunkiem dr hab. inz. A. Krélickiej, prof. UG i dra inz. K. Tokarza, prof. URK

Niniejsza recenzj¢ przygotowano w odpowiedzi na pismo nr N002/2022/35 z dnia
30.03.2022 roku Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Migdzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdaniskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
dra hab. Mariusza Grinholca, prof. UG.

Podstawg ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora w dziedzinie nauki S$cisle
i przyrodnicze, dyscyplinie nauki biologiczne jest spojny tematycznie cykl trzech oryginalnych
publikacji opublikowanych w latach 2019-2021, w czasopismach o zasi¢gu migdzynarodowym
(Molecules/MDPI, Applied Microbiology and Biotechnology/Springer, BMC Plant Biology/
Springer Nature). Sumaryczny wspotczynnik oddzialywania impact factor dla tych prac wynosi

12,295, co odpowiada punktacji MEIN = 340 pkt. Opublikowanie wynikéw badan
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eksperymentalnych przez prestizowe wydawnictwa naukowe o znaczacym wspotczynniku
oddziatywania swiadczy o wysokim poziomie osiggnigcia zgloszonego do postgpowania w sprawie
nadania stopnia doktora. Warto podkreslié, ze we wszystkich trzech publikacjach Pan mgr inz.
Wojciech Makowski jest pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym. Wktad doktoranta
W powstanie prac byt dominujacy, polegat na opracowaniu koncepcji badan i sformutowaniu hipotez
badawczych, zaprojektowaniu do$wiadczen, przeprowadzeniu analiz, interpretacji uzyskanych
wynikow, opracowaniu i redakcji manuskryptu. Znaczacy wktad merytoryczny Doktoranta zostat
poswiadczony stosownymi o§wiadczeniami i nie budzi zastrzezefi recenzenta. W sktad dorobku
naukowego Pana Magistra wchodza takze: jeden rozdziat w monografii naukowej i osiem artykutow
W czasopismach naukowych o sumarycznym wspétczynniku oddziatywania impact factor 27,958,
co odpowiada punktacji MEiN = 660 pkt. Wedlug informacji naukometrycznych, opracowanych
na podstawie Web of Science, sumaryczny IF, zgodnie z rokiem publikacji, jest bardzo wysoki i
wynosi 41,397, co odpowiada punktacji MEiN 1000 pkt. Natomiast sumaryczna liczba cytowan
wszystkich prac Doktoranta (na dzien opracowania pracy doktorskiej) wynosi 89, bez autocytowan
54. Index Hirscha réwna sie 6. W trakcie swojej kariery naukowej, wyniki podjetych badan
Doktorant przedstawil takze w postaci 24 doniesief naukowych na konferencjach polskich
i migdzynarodowych. Dorobek naukowy mgra inz. Wojciecha Makowskiego jest niewatpliwie
duzym osiggnigciem i spetnia wymagania stawiane kandydatom do stopnia doktora w dziedzinie
nauki $ciste i przyrodnicze, dyscyplinie nauki biologiczne. Doktorant byt kierownikiem tematu
(numer 2516) w ramach projektu finansowanego z dotacji celowych na prowadzenie badan
naukowych  dla mtodych pracownikéw oraz uczestnikéw studiow doktoranckich w roku
akademickim 2018/2019 oraz projektu (numer 2018/3 1/N/NZ9/00) Preludium 16 przyznanego przez
Narodowe Centrum Nauki i realizowanego w latach 2019-2021. W trakcie wykonywania pracy
doktorskiej Doktorant odbyl krajowe staze naukowe w Ogrodku Bioremediacji Matlopolskiego
Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie i w Pracowni Badania
Zwigzkéw Biologicznie Czynnych w Katedrze Biotechnologii Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Wartym
podkreslenia jest takze odbycie stazu zagranicznego w ramach programu Erazmus + w Czeskiej
Akademii Wiedzy w Instytucie Botaniki Eksperymentalnej w Otomuncu. Odbyte staze naukowe
Swiadczg o checi doskonalenia warsztatu naukowego przez Doktoranta.

Recenzowana praca ma forme autoreferatu zawierajacego wstep teoretyczny przedstawiajacy
zasadnos¢ wyboru badanego gatunku, ze wzgledu na obecne w muchotéwee amerykanskiej zwigzki
fenolowe oraz techniki biotechnologiczne wykorzystywane w celu zwigkszenia produkcji biomasy
1 akumulacji wybranych bioaktywnych zwiazkéw w kulturach in vifro tej cennej roSliny
migsozernej. Doktorant nakresla glowne i szczegolowe cele i zadania badawcze — adekwatne
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do problemu badawczego a nastgpnie omawia wyniki eksperymentéw, co stanowi podstawe
do sformutowania trafnych wnioskéw i nakreglenia podsumowania. Po wykazie publikacji
i doniesien konferencyjnych stanowigcych catkowity dorobek naukowy Doktoranta, mgr inz.
Makowski umieszcza cykl publikacji wchodzgcych w zakres pracy doktorskiej. Catogé zamyka zbidr
oswiadczen wspétautorow publikacii.

Muchotéwka amerykanska (Dionaea muscipula J. Ellis), nalezaca do rodziny
rosiczkowatych (Droseraceae), gatunek modelowy w pracach badawczych syndromu migsozernos$ci
uroslin, stat si¢ dla Doktoranta niemodelowym gatunkiem w nowatorskich badaniach poswigconych
produkcji bioaktywnych zwiazkéw fenolowych metodami biotechnologicznymi. Na synteze
zwigzkow fenolowych, cechujacych sie szerokim spektrum  wtasciwosci  biologicznych,
W wyrownanej biomasie z kultur in vitro Doktorant wplywal stosujac zabiegi elicytacji
z wykorzystaniem lizatow bakteryjnych z Cronobacter sakazakii oraz transformacji wektorowej
dzikimi szczepami bakterii Rhizobium rhizogenes. Dla surowcow otrzymywanych metodami
biotechnologicznymi, scharakteryzowanych pod wzgledem zawartoéci zwigzkéw z gtownych grup
metabolitéw wtérnych, okreslono aktywnosé antyoksydacyjng i przeciwbakteryjng. Aby moc
zrealizowaé gtoéwne cele Doktorant opracowat system hodowli roslin wytrzasanych w ptynnych
pozywkach w warunkach in vitro. Na podstawie oszacowanych parametréw biometrycznych ocenit
mozliwosci tego systemu do akumulacji biomasy muchotéwki oraz stosujac techniki
spektrofotometryczne i chromatograficzne podjgl si¢ oceny analiz akumulacji zwiazkow
fenolowych w otrzymanych surowcach. Metodami enzymatycznymi i nieenzymatycznymi okreslit
wiladciwosci antyoksydacyjne, natomiast na podstawie wartosci MIC (minimalnego st¢zenia
hamujgcego) i MBC (minimalnego st¢zenia bakteriobojczego) otrzymanych ekstraktow z kultur
tkankowych elicytowanych i transformowanych klonéw okreslit wlasciwogci przeciwbakteryjne
w stosunku do antybiotykoopornych szczepéw. Ponadto, Doktorant wykazal si¢ znajomosciag
1 umiejetnoscia wykorzystania metodyki badawczej z zakresu metod biologii molekularne;.
W mojej opinii najcenniejsze wyniki badan to opracowanie systemu in vitro kultur tkankowych
mucholowki amerykanskiej, okreélenie efektywnosci zastosowania elicytacji lizatem z bakterii
C. sakazakii oraz transformacji bakteryjnej na produkej¢ wybranych zwiazkéw fenolowych
w hodowanej biomasie oraz badanie aktywnosci przeciwutleniajacych i przeciwbakteryjnych
otrzymanych ekstraktow. Praca stanowinowatorskie i caloéciowe podejscie do opracowania modelu
do badan akumulacji zwigzkéw fenolowych w roélinach leczniczych z zastosowaniem metod
biotechnologicznych. Ponadto prawidtowa realizacj¢ badan na wysokim poziomie zagwarantowato
wieloletnie do$wiadczenie promotoréw pracy - dr hab. inz. Aleksandry Krolickiej, prof. UG oraz

dra inz. Krzysztofa Tokarza, prof. URK.
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W trakcie zapoznawania sie z praca doktorska nasunely mi sie nastepujace uwagi:

1) Dlaczego w ocenie przyrostu biomasy muchotowki amerykanskiej w pozywkach plynnych
wytrzgsanych i na pozywkach stalych w systemie stacjonarnym wiarygodniejszym parametrem
biometrycznym jest poréwnanie suchej masy tkanki niz oszacowanie wspotczynnika przyrostu
biomasy na podstawie $wiezej masy? I kontynuacja pytania — dlaczego nie obliczano wspotczynnika
namnazania pedéw? W jaki sposob powiekszata si¢ biomasa?

2) Czy Doktorant celowo pomingt wptyw regulator6w wzrostu i rozwoju ro$lin w planowaniu
badan ukierunkowanych na przyrost biomasy muchotowki i zwigkszenie akumulacji wybranych
grup/metabolitow wtérnych?

3) Zastosowanie elicytacji biotycznej w celu podwyzszenia zawartoci metabolitéw wtérnych
w hodowanej biomasie jest skuteczne przy odpowiednio dobranym st¢Zeniu czynnika elicytujgcego
i czasu ekspozycji komérek roélinnych na ten elicytor. Prosz¢ o komentarz
w kwestii wyboru badanych stezen i czasu ekspozycji (liczonego w dniach) dla elicytora
W postaci lizatu z bakterii.

4) Proszg Doktoranta o probe wyjasnienia jakie procesy mogg sta¢ u podstawy zrozumienia faktu,
ze tkanki mucholowki amerykanskiej transformowane dzikimi szczepami bakterii Rhizobium
rhizogenes nie wytwarzaly korzeni transformowanych? Czy modyfikacja metodologii badan
(W jakim zakresie) mogtaby wptynaé na indukcje korzeni wlosnikowatych?

5) Proszg Doktoranta o podsumowanie w jaki sposob transformacja genetyczna muchotowki
wplynela na realizacj¢ metabolizmu pierwotnego i wtornego w komorkach tego gatunku.

Powyzsze pytania nie umniejszaja wartodci recenzowanej pracy — biorac pod uwage
wieloletnie do$§wiadczenie naukowe Doktoranta i sukcesy catego zespotu, z ktérym wspélpracuje
mgr inz. Makowski, bardzo dobra znajomogé stosowanych technik oraz wysoki poziom
publikowanych artykulow, zaktadam ze Autor pracy doktorskiej udzieli merytorycznych

odpowiedzi na powyzsze pytania.

Stwierdzam, Ze przedlozona rozprawa doktorska zatytulowana , Fizjologiczne podstawy
syntezy wybranych metabolitow wtérnych w elicytowanych i transformowanych kulturach
tkankowych ro$lin Dionaea muscipula J. Ellis i ich wiagciwosci antybakteryjne” spetnia formalne
stawiane tego typu pracom w dyscyplinie nauki biologiczne. Wnosz¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny
Nauki biologiczne Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii  Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgra inz. Wojciecha Makowskiego

do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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Jednoczesnie ze wzgledu na duze walory naukowe rozprawy wnosz¢ o jej wyrdznienie.
Jeszcze raz podkreslam, ze wyniki badan eksperymentalnych zostaty opublikowane przez
prestizowe wydawnictwa naukowe o znaczacym  wspotezynniku oddziatywania. Badania
biotechnologiczne z wykorzystaniem technik elicytacji oraz transformacji  bakteryjnej
wptywajacych na zawartogé cennych zwigzkow aktywnych, o udokumentowanej aktywnosci
biologicznej, a tym samym Jjakos$¢ surowca roslinnego, majg charakter nowatorski, ale rowniez
potencjalnie aplikacyjny. Ponadto podkreslam aktualno$é i istotnogé podjetej problematyki

badawczej.
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