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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Saldat pt. ,Biotechnological potential of diacylglycerol acyltransferases
from Nannochloropsis oceanica for boosting lipid production in diverse hosts”. Podstawg przygotowania
recenzji jest uchwata nr 13. podjeta przez Rade Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu w dniu 20.03.2026.

Rozprawa doktorska Pani Mart Saldat zostat wykonana w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych
Technologii UMK pod opiekg dwéch promotoréw: dr hab. Krzysztofa Zienkiewicza, prof. UMK oraz prof. Zhi-
Yan (Rock) Du. Badania przedstawione w rozprawie byly finansowane w ramach grantu NCN
2019/35/NZ9/01075 oraz grantow uczelnianych 4/2022/MD3, 4/2024/MD6 i
20/2023/Grants4NCUStudents.

Przedstawiona do oceny praca po$wiecona jest wieloaspektowym badaniom funkcjonalnosci acylotransferaz
diacyloglicrolu typu 2 (DGTT), kluczowej grupy enzymoéw uczestniczacych w biosyntezie triacylgliceroli (TAG).
Zrédtem gendw kodujagcych DGTT byta mikroalga Nannochloropsis oceanica szczep CCMP1779.
Mikroorganizm ten, ze wzgledu na znaczng zawarto$¢ substancji oleistych, jest szeroko wykorzystywany w
badaniach nad jego biotechnologicznym zastosowaniem.

Stosowanie na wiekszg skale mikroglonéw jako Zrédto biopaliwa wciaz jest kwestig przysztosci. Jednak ze
wzgledu na duze tempo przyrostu biomasy, wiekszg wydajnos¢ procesu fotosyntezy (wigzania CO2) niz
wykazuja roéliny ladowe, duzg zawarto$¢ substanciji oleistych oraz brak lub niskg zawartosc lignin, organizm
ten uznaje sie za obiecujacy surowiec do wytwarzania biopaliwa trzeciej i czwartej generacji. Z drugiej strony,
mikroglony s cennym (pierwotnym) Zrdédtem dtugofaricuchowych wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych DHA i EPA, kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu czfowieka - na réznych
etapach jego rozwoju i w zaleznoéci od stanu fizjologicznego. Stad ich zastosowanie w wielu powszechnie
dostepnych suplementach diety oraz modyfikowanym mleku i Zzywnosci dla dzieci. Motorem napedzajgcym
produkcje oleju z alg jest w znacznym stopniu réwniez rozwdj akwakultur. Analizujac dostepne zrodta lipidow
i kwaséw ttuszczowych oraz biorac pod uwage wzrastajgce zapotrzebowanie na ten surowiec wielu autoréow
wskazuje na jego deficyt oraz konieczno$¢ opracowania alternatywnych metod pozyskiwania.

W kontekscie powyizszych uwag, podjecie sie badan nad rolg acylotransferaz diacyloglicerolu w biosyntezie
TAG, nad znaczeniem poszczegblnych izoform DGTT wystepujacych u Nannochloropsis oceanica (NoDGTT)
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oraz funkcjonalnoscig tych enzyméw w réznych systemach biologicznych uwazam za uzasadnione zaréwno
ze wzgledu poznawczego jak i aplikacyjnego.
Ocena merytoryczna
Praca zostata przygotowana w formie manuskrypu, w jezyku angielskim. Sktada sie z czesci typowych dla
publikacji naukowej. Wstep pracy, poprzedzony publikacja wspdtautorstwa Doktorantki (Here, there and
everywhere — the importance on neutral lipids in plant growth and development), w sposéb szczegdtowy i
wyczerpujacy przedstawia tfo badan. Doktorantka opisata znaczenie funkcjonalnego zréinicowania
enzymow DGTT oraz czynniki regulujgce ekspresje gendw odpowiedzialnych za ich biosynteze. W kontekscie
informacji zawartych we wstepie, przedstawione w koricowej jego czesci cele rozprawy sa dobrze
uzasadnione. Istotng podstawa do formutowania celéw rozprawy byta zapewne praca promotora, dr hab.
Krzysztofa Zienkiewicza, prof. UMK opublikowana w 2017 roku. W pracy tej analizie poddano gtéwnie geny
NoDGTT1 - NoDGTT 6 i kodowane przez nie enzymy. Natomiast zadaniem podjetym w rozprawie doktorskiej
Pani mgr Saldat byta gtéwnie charakterystyka pozostatych 6 (z 12) genéw NoDGTT7 - NoDGTT 12 i
odpowiadajacych im enzymow. Wyjatek stanowi cze$¢ dotyczaca analizy strukturalnej i funkcjonalnosci
enzymow, w ktorej uwzgledniono wszystkie biatka NoDGTT.
Czes¢ doswiadczalna zaczyna sie od szczegotowego opisu organizméw uwzglednionych w badaniach oraz
uzasadnienia ich wyboru jako organizmow modelowych. Byty to: mikroglon morski z rzedu Eustigmatales,
Nannochloropsis oceanica szczep CCMP1779 pozyskany z kolekcji NCMA w USA, drozdie Saccharomyces
cerevisioe szczep H1246 oraz rzodkiewnik pospolity Arabidpopsis thalina. Dobrym rozwianiem byto
przedstawienie szczegétow technicznych prowadzonych doswiadczen w postaci tabel (np. sktady pozywek,
warunki reakcji PCR, wektory, przeciwciata, zestawy odczynnikdw, sprzet, oprogramowanie), zamiast
stownego opisu. W ten sposéb dane te sg tatwiejsze do weryfikacji/zapoznania sie i poréwnania. Niezwykle
przydatnym elementem czesci metodycznej jest rowniez rysunek 2 przedstawiajgcy schemat doswiadczen
wykonanych w trakcie pracy nad rozprawg. Nie tylko obrazuje on co zostato wykonane, ale ufatwia
zrozumienie koncepcji badan oraz znaczenia kolejnych etapéw doswiadczen.
Mocng strong rozprawy doktorskiej jest réznorodnoé¢ stosowanych technik badawczych, ktére objety m.in.
analize in silico genow kodujgcych DGTT w celu ustalenie sekwencji aminokwaséw w tych biatkach (ExPASy),
okreélenie ich topologii oraz charakterystyki domen transbtonowych (Deep TMHMML.0 i Protter). Uzyskane
wyniki tych analiz pozwalajace lepiej zrozumiec specyficznos¢ substratowg enzymaow. Zastosowano rowniez
szereg innych technik biologii molekularnej, w tym najwainiejsze to heterologiczna ekspresja gendw
(drozdze i rodliny) oraz nadekspresja genéow NoDGTT (N. ‘oceanica), identyfikacja biatek metoda
immunoblottingu, analiza ciatek tluszczowych z zastosowaniem konfokalnej laserowej mikroskopii
skaningowej oraz okreslenie profili lipidowych z zastosowaniem chromatografu gazowego potaczonego z
detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID). GC-FID jest w dalszym ciggu technika stosowang w analizie
lipidéw. Jednak nie dostarcza tak doktadnych informacji o ich strukturze i profilu jak LC-MS/MS. W przypadku
potencjalnego zastosowania N. oceanica jako materiatu do produkcji biopaliwa roinica ta nie jest tak
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znaczaca jak w przypadku wykorzystania lipidéw N. oceanica jako substratéw do produkcji nutraceutykow.

Zatem to ograniczenie metodyczne mozna w przypadku pracy mgr Agaty Saldat uznac za mniej istotne.

Opanowanie tak szerokiego warsztatu i samodzielne wykonanie wszystkich doswiadczen (jak zadeklarowata

Doktorantka) uwazam za znaczace osiggniecie. Jednoczeénie, to integralne podejécie do badarn nad

acylotransferazami diacyloglicrolu typu 2 zaprezentowane przez Doktorantke pozwolito na “osiggnigcie

zatozonych celéw uzyskanie interesujacych i wartosciowych wynikéw. Mimo ztozonosci metod stosowanych

w przygotowaniu rozprawy doktorskiej, opis uzyskanych wynikéw oraz ich interpretacja sq przedstawione w

sposdb dobrze uporzadkowany i utatwiajagcy wytonienie (i docenienie) najwazniejszych osiggnigc

Doktorantki. Zaliczam do nich gtéwnie:

1. Wykazanie metodami in silico, ze dwanascie analizowanych NoDGTT wystepuje gtéwnie w strukturze reticulum
endoplazmatycznego, okreslenie réinic w topologii tych enzymow oraz powigzanie ich struktury z funkcja.
Doktorantka podkreslita, ze funkcjonalno$¢ poszczegdlnych enzymdw z grupy NoDGTT w danym organizmie
zwigzana jest zaréwno z ich specyficznoscia substratowa jak i z metabolizmem lipidéw (=dostgpnoscia substratow);

2. Whykazanie, ze w odréznieniu od genow kodujgcych NoDGTT1 — NoDGTT6, warunkach deficytu azotowego w
podtoiu, ekspresja gendw NoDGTT 7-12 nie ulega istotnym zmianom;

3. Woykazanie, ze w wyniku ekspresji NoDGTT12 w komérkach transgenicznych drozdzy S. cerevisiae H1246 dochodzi
do istotnie zwiekszone]j (rekordowej) akumulacji TAG (>30% TFA); gtéwnie zawierajgcych mononienasycone oraz
nasycone kwasy ttuszczowe C16 i C18. Wynik ten wskazuje na istotne znaczenie enzymu NoDGTT12 w akumulacji
TAG. Szczegblne znaczenie NoDGTT12 w syntezie TAG potwierdzone zostato réwniez metodg konfokalnej
laserowej mikroskopii skaningowej, ktéra umozliwita zaobserwowanie licznych i powigkszonych ciatek
ttuszczowych;

4. Wykazanie, ze NoDGTT12 charakteryzuje sie aktywnoscig wzgledem szerokiego zakresu acylokoenzymow A; przy
czym aktywnosc ta jest najwigksza w przypadku nienasyconych acylokoenzymaow A, takich jak 18:3-CoA, 20:5-CoA,
18:2-CoA i 22:1-CoA;

5. Udokumentowanie, ze w transgenicznych komérkach N. oceanica wykazujgcych ekspresje biatka fuzyjnego
NoDGTT12-CFP dochodzi do zmian w profilach lipidowych: wzrasta udziat kwaséw ttuszczowych nasyconych (C16)
przy jednoczesnym spadku akumulacji kwasow ttuszczowych wielonienasyconych C20:5. Zmiana ta jest korzystna
w przypadku potencjalnego zastosowania N. oceanica jako materiatu do produkcji biopaliwa. Stanowi to réwniez
potwierdzenie, ze acylotransferazy diacyloglicerolu nie tylko zmieniajg iloé¢ produkowanych TAG, ale wptywaja tez
na ich profil;

6. Poréwnanie profili lipidowych Arabidopsis thaliana u typu dzikiego (WT), z zaburzong ekspresjg genu kodujacego
DGAT-1 oraz u A. thaliana z ekspresja genu NoDGTT12. Wykazang, ze najwiece] lipidéw akumuluje WT (w tym
C18:1 i C20:1), cho¢ niezaleznie od typu, u A. thaliana stwierdzono gtdwnie obecnos¢ nienasycone kwasy
ttuszczowe C18. Badania te wskazujg réwniez, ze ekspresja gendw kodujgcych DGTT moze w pewnych warunkach
kompensowac zaburzenia w ekspresji gendw DGATI.

Tekst Dyskusji stanowi infegralnq cze$¢ kazdej pracy naukowej; jej poziom okresla stopierr dojrzatosci
naukowe]j autora. Dyskusja przedstawiona w rozprawie doktorskiej wskazuje na duzg dojrzato$¢ naukowa
Doktorantki. Wykazata w niej umiejetnos¢ catosciowego podejscia do badanego zagadnienia i jasnego
przedstawienia swoich osiggnie¢ w kontekscie wczesniej opublikowanych danych. Interpretacja wynikéw
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jest wnikliwa a wyciggniete wnioski poprawne i dobrze poparte uzyskanymi wynikami. W Dyskusji mozna
znaleié tez elementy wskazujgce na wizje dalszych badan, ktére wg Doktorantki powinny byé m.in.
ukierunkowane na potgczenie ekspresji NoDGTT12 z co-ekspresjg elongaz i desaturaz — waznych enzyméw
w biosyntezie lipidéw (EPA, DHA) o szerokim zastosowaniu jako nutraceutyki. Zasadniczym celem kolejnych
etapéw badan powinno by¢ zwiekszanie efektywnosci produkcji TAG o wymaganych wiasciwosciach, przy
jednoczesnym zachowaniu wiasciwego tempa wzrostu mikroglonéw.
Pytanie ktére chciatabym w tym miejscu skierowa¢ do Doktorantki dotyczy fizjologicznych barier organizmu.
Jak dalece jest (powinno by¢) mozliwe zwigkszenie akumulacji TAG w komdrce, bez zaburzenia jej
homeostazy. Drugie pytanie dotyczy perspektywy wdrozenia wynikow badan prowadzonych w ramach
rozprawy doktorskiej.
Prac napisana jest poprawnym, zaawansowanym jezykiem angielskim. Liczne i starannie wykonane grafiki
znacznie wzmachiajg wartosc i czytelnosc¢ pracy. Trudno doszukac sie w niej jakichkolwiek uchybien. Do
bardzo nielicznych, bez wptywu na ogolng wartosc rozprawy naleg: powtdrzenie tresci na stronach 121 13
(ogdlnie we wstepie jest sporo powtdrzen); uktad rozpuszczalnikéw w analizie lipidéw raz jest podany jako
chloroform: metanol, raz jako metanol : chloroform; informacja o przeniesieniu 2 ml prébki za pomocg 1-ml
pipety jest wg mnie zbedna; na stronie 57 E-coli powinno by¢ napisane kursywa; na stronie 111: zastgpienie
nazw rodzajowych jedng literg utrudnia rozpoznanie przynaleznosci taksonomicznej mikroglonéw; na
rysunku 34 nie wyjasniono znaczenia pasma 9; na str. 118 brak ,it/the enzyme” (pierwszy wiersz drugiego
akapitu); na str. 122 nie usunieto czesci poprawionego zdania (koniec pierwszego akapitu); na tylnej stronie
oktadki niektdre wyrazy sg napisane btedng czcionkg (m.in. dgtt, zamiast DGTT).
Konkludujac: rozprawa doktorska Pani mgr Marty Saldat z pewnoscig zastuguje na opublikowanie w jednym
z prestizowych czasopism naukowych obejmujgcych tematyke biotechnologii glonéw czy biotechnologii
wytwarzania biopaliwa. Ambitne cele naukowe stawiane w rozprawie zostaty w petni zrealizowane. Wiele
watkéw poruszanych w pracy spina sie w spdjng catos¢ o duzej wartosci poznawczej i waznym innowacyjnym
charakterze. Spos6b prowadzenia dyskusji wskazuje na duza dojrzatos¢ naukowa.
Rozprawa doktorska mgr Marty Saldat w petni spetnia wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pdin. zm.).
Uwzgledniajac powyisze argumenty zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Marty Saldat do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Wnosze rowniez wniosek o wyrdznienie pracy.

Z powazaniem

Hanna Mazur-Marzec

Recenzent
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Przewodniczacy Rady Naukowe;j
Nauki Biologiczne

Dr hab. Dariusz J. Smolinski, prof.UMK
Uniwersytet Mikotaja Kopernika

Whniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Saldat
pt. ,Biotechnological potential of diacylglycerol acyltransferases from Nannochloropsis oceanica for
boosting lipid production in diverse hosts”.

Uzasadnienie

Ze wzgledu na pionierski charakter pracy, jej duzy potencjat aplikacyjny oraz oryginalny wkfad doktorantki w
badania nad rolg enzyméw NoDGTT w syntezie TAG sktadam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
Wyniki tej rozprawy stanowig wartoéciowy fundament dla dalszych badan nad mozliwoscig (opfacalnoscig)
komercjalnego zastosowania lipidéw Nannochloropsis oceanica jako biopaliwa.
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