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Gdansk, dnia 9 wrze$nia 2024 r.
Prof. dr hab. Ewa Lojkowska
Zaktad Ochrony i Biotechnologii Ro$lin
Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdaniskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdarisku
Abrahama 58 80-307 Gdansk

Recenzja rozprawy doktorskiej magister Katarzyny Gajek
zatytutowanej ,Analiza funkcjonalna genéw potencjalnie zwigzanych z rozwojem

wtosnikéw u jeczmienia (Hordeum vulgare L.)”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani magister Katarzyny Gajek,
wykonana pod kierunkiem Pani profesor dr hab. Iwony Szarejko w Instytucie Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach, jest opracowaniem zawartym na 169 stronach maszynopisu i
zawiera 17 tabel (plus 11 w Aneksie) i 29 rycin (plus 4 w Aneksie). Tekst recenzowanej
pracy doktorskiej obejmuje istotne i wymagane czesci tj. wykaz skrétéw, cele pracy,
przeglad literatury, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, spis literatury oraz

streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz spis literatury.

Recenzowana rozprawa napisana jest dobrym i klarownym jezykiem, wykorzystane
w pracy metody oraz uzyskane wyniki badan sg bardzo dobrze opisane i udokumentowane.
Praca reprezentuje nowoczesny kierunek badawczy polegajacy na wykorzystaniu, tak
strategii klasycznej analizy genetycznej (ang. forward genetics) jak i strategii odwrotnej
genetyki (ang. reverse genetics) do identyfikacji genéw warunkujacych tworzenie i

wydluzanie si¢ wlosnikow, organow istotnych dla proceséw rozwojowych i odpornosci na
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niekorzystne warunki Srodowiskowe waznej gospodarczo roélinie uprawnej jakg jest
jeczmien.

W rozdziale Wstep i cele badan Pani Katarzyna Gajek dobrze uzasadnita wybor
tematyki badawczej i sprecyzowata cel pracy, ktorym byto zidentyfikowanie nowych
genow kodujacych biatka wplywajace na wzrost i rozwdj wlosnikow i okreslenie funkcji
kodowanych przez nie biatek w ksztaltowaniu si¢ systemu korzeniowego jeczmienia. Cel
pracy badawczej realizowanej w ramach recenzowanej rozprawy doktorskiej uwazam za
wysoce uzasadniony. Ro$lina bedaca przedmiotem badan - jeczmien (Hordeum vulgare
L.), zajmuje, w$rdd zbdz, czwarte miejsce na §wiecie pod wzgledem areatu upraw (po
pszenicy, kukurydzy i ryzu) i stanowi wazny surowiec w produkcji zywnosci i pasz. Jest
zatem jedna z najwazniejszych ro$lin uprawnych, a badania nad czynnikami genetycznymi
warunkujacymi jej prawidlowy wzrost i rozwoj, takze w warunkach stresu abiotycznego
czyli przede wszystkim niekorzystnych warunkéw klimatycznych sa bardzo istotne.
Badania nad czynnikami genetycznymi determinujacymi rozwdj wiosnikdéw sq wazne gdyz
efektywnie funkcjonujacy system korzeniowy z dobrze wyksztalconymi wiosnikami
determinuje rozwoj roslin i ich plonowanie. Podjgte przez doktorantk¢ badania nad
identyfikacja genéw warunkujacych powstawanie i rozw6j wlo$nikéw korzeniowych sg
szczegblnie wazne, gdyz wlosniki pelnig istotng rol¢ w rozwoju roslin poprzez udziat w
pobieraniu wody i soli mineralnych, interakcj¢ z mikroorganizmami glebowymi oraz
kontakt ro$liny z wszystkimi elementami podloza. Istotne jest takze, iz mechanizmy
molekularne determinujace wzrost i rozwdj wlosnikdw korzeni roslin jednolisciennych sa
ciagle stabo poznane. Przeprowadzone badania sg szczegdlnie istotne w obliczu zmian
klimatycznych, objawiajacych dtuzszymi okresami suszy i niedoboru wody. Obecno$¢
wlosnikéw, ich dlugosé i liczba, moze by¢ istotng ceche¢ w hodowli nowych odmian

jeczmienia wykazujacych wigksza odpornos¢ na niedobor wody.
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W ostatnich latach coraz wigcej procesow fizjologicznych, szczegélnie tych, ktére
majg istotne znaczenia dla uzyskania wysokiej jakosci i ilosci plonu, jest wyjasniana na
poziomie molekularnym. Zatozeniem doktorantki bylo, iz dostepne w jednostce naukowe,
w ktorej wykonywata badania majace by¢ podstawa jej rozprawy doktorskiej, mutanty
roslin jgczmienia a w efekcie mozliwos¢ ich analizy molekularnej pozwola nie tylko na

identyfikacje genow determinujacych rozwéj wlosnikow.

Ocena czgsci teoretycznej (przegladu literatury) rozprawy doktorskiej

Przygotowany przez doktorantke przeglad literatury przedmiotu jest intersujaco i
przejrzyscie napisany. Opisano w nim bardzo kompetentnie, w oparciu o najnowsza
literaturg, szereg r6znych zagadnien:

- znaczenie wiosnikéw w rozwoju roslin oraz mechanizm rozwoju tych organéw u
rodlin jednoliSciennych, szczegélng uwage doktorantka zwrécila na opisanie trzech

roznych wzoréw ryzosfery i wystepujacych w jej obregbie komorek trichoblastéw i
atrichoblastow;

- proces formowania si¢ zawigzkow wlosnikow i ich wzrost wydtuzeniowy;

- metody identyfikacji i analizy funkcjonalnej genéw u roélin o duzych, takze
poliploidalnych genomach;

- metody uzyskiwania mutantéw i mozliwos$ci ich wykorzystanie w analizie
funkcjonalnej genow;

- klonowanie pozycyjne, TILLING oraz przewidywanie funkcji genéw na podstawie
homologii ich sekwencji;

- metody identyfikacji funkcji genéw w oparciu o wykorzystanie nowoczesnych
technologii sekwencjonowania (NGS);

- analizy badania ekspresji gendw i funkcji kodowanych przez biatek.
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Warto podkresli¢, iz wszystkie oméwione zagadnienia sa opisane bardzo jasno i
pozwalaja na dobre zrozumienia podjetych przez doktorantke zadanh i etapéw pracy

badawcze;j.

Oceniajac czg$¢ rozprawy zatytulowana Materialy i Metody musze podkreslié, iz
jest ona bardzo obszerna i w spos6b niezwykle szczegdlowy opisano w niej wszystkie
wykorzystane w recenzowanej rozprawie metody badawcze: przeprowadzony na
podstawie danych literaturowych i in silico wybér gendéw do analizy funkcjonalnej,
identyfikacj¢ mutacji w wybranych genach z wykorzystaniem strategii TILLING,
identyfikacjg osobnika M» z mutacja oraz okreslenie na podstawie analizy in silico wptywu
mutacji na strukturg i funkcjonalno$¢ kodowanego przez zmutowany gen biatka a takze
metody analizy obrazowej strefy wlosnikowej korzeni mutantéw. Bardzo dokladnie
opisano takze metody analizy genetycznej: analize ko-segregacji zidentyfikowanych
mutacji z fenotypem, test komplementacji oraz analizy fenotypu systemu korzeniowego.
Opisano takze metody zastosowane do sekwencjonowania egzomu, identyfikacji genu
kandydackiego, konstrukcji drzewa filogenetycznego zidentyfikowanego genu oraz
analizg ekspresji genu przy pomocy techniki RT-qPCR. Nie mam uwag krytycznych do tej
czgsci rozprawy doktorskiej Katarzyny Gajek, wszystkie metody opisano bardzo

WYCZerpujaco.

Rozdzial Wyniki skiada si¢ z 3 podrozdzialéw, w ktérych w sposéb wyczerpujacy
opisano: wybdr genéw potencjalnie zaangazowanych w morfogeneze wlosnikéw
jeczmienia do analizy funkcjonalnej przeprowadzonej z zastosowaniem  strategii
TILLING. Wytypowano 3 geny: HvRIC10, HYOPRI i HvEXPBS5, scharakteryzowano ich
strukturg i zidentyfikowano w ich obrgbie mutacje. Ostatnim etapem badan byta analize
fenotypu strefy wiloénikowej mutantow w wybranych genach. Analiza 39 mutacji
zidentyfikowanych w badanych genach i obserwacje fenotypowe strefy wioénikowej

wykazaty, iz tylko w przypadku mutanta hvexpb5.i zaobserwowano znaczne zaburzenia w
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rozwoju wiosnikéw wzgledem formy rodzicielskiej; obserwowano znaczace skrocenie
dlugosci wlosnikéw. Dalsze badania polegajace na skrzyzowaniu mutanta niosacego allel
hvexpb5.i z odmiang wyjsciowa Sebastian, wykazaly jednak, iz zidentyfikowana w genie

HvEXPBS5 mutacja nie ko-segreguje z fenotypem skréconych wlosnikéw.

W tym kontekscie chciatabym zada¢ doktorantce pytanie o to jak ocenia przydatnosé
strategii TILLING do identyfikacji genéw warunkujacych wazne funkcje w procesach
wzrostu i rozwoju ro$lin. Jakie podejscie uwaza Pani za najskuteczniejsze w wyborze

genéw do analizy TILLING?

Dalsze badania pozwolity na stwierdzenie, iz mutant hvexpb5.i niesie ceche
skrocenia wloénikoéw alleliczng do zidentyfikowanych wezesniej mutantéw w genie Rhpl.
W efekcie dalszej analizie poddano o pelnej nazwie hvexpb5.i/ rhpl.e, a dla uproszczenia
nazwano go rhpl.e. Dalsze badania podjgte metoda sekwencjonowania egzomu mutanta
rhpl.e doprowadzity do identyfikacji genu HORVUIHr1G077230, kodujacego syntaze
celulozy C1 (HvCSLC1), ktéra moze by¢ zaangazowana w synteze ksyloglukanu. W
kolejnym etapie badan stwierdzono ko-segregacje fenotypu mutanta rphl.e z mutacja w
genie HORVUIHr1G07723 i w efekcie stwierdzono, iz gen HORVUIHr1G077230 jest
najlepszym, wsréd zidentyfikowanych, kandydatem kodujacym biatko majace istotne
znaczenie W procesie wzrostu szczytowego wlosnikow. Ostatnim etapem badan byla
analiza ekspresji genow potencjalnie zwigzanych z synteza ksyloglukanéw we wlognikach
jeczmienia. W efekcie doktorantka wykazata, iz mutacja w genie HORVUIHr1G077230 i
brak aktywnosci syntazy celulozy C1 (HvCSLC1) powoduje obniZenie syntezy

ksyloglukanu, podczas wzrostu szczytowego wloénikéw jeczmienia.

Przeprowadzone przez Panig Katarzynek Gajek kompleksowe badania pozwolity w

efekcie na zidentyfikowanie genu HORVUIHr1G077230 jako istotnego dla wzrostu
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szczytowego wlosnikow oraz na zaproponowanie modelu szkieletu ksyloglukanu

wystegpujacego we wlosnikach jeczmienia.

Uwazam, iz takze Dyskusja uzyskanych w ramach badan wynikéw jest bardzo
dobrze i klarownie napisana. Doktorantka przedyskutowata w niej, w oparciu o wyniki
wlasne oraz dane literaturowe liczne informacje dotyczace mechanizméw molekularnych
zawigzanych z tworzeniem i wydhizaniem si¢ wlosnikow u Hordeum vulgare i innych
roflin z rodziny Poaceae. Oméwita takze, w S$wietle dostepnej literatury procesy
metaboliczne prowadzace do syntezy ztozonych strukturalnie czasteczek ksyloglukanu.
Podsumowujac uzyskane wyniki dotyczace identyfikacji genu HORVUIHr1G077230
zaangazowanego w biosyntezg ksyloglukanu doktorantka przedstawila jasny, czytelny i

dobrze udokumentowany schemat syntezy tego zwiazku.

Niewatpliwie najwigkszymi osiagnigciami doktorantki bylo stwierdzenie po raz
pierwszy, iz cecha silnie skréconych wlodnikéw mutanta hvexpb3.i/rhpl.e jeczmienia
(Hordeum vulgare) jest kontrolowana jest przez mutacje w locus Rhpl. Potwierdzeniem
tezy doktorantki byto wykazanie, iz w korzeniach mutantéw allelicznych z mutacjami w
genie HvCSLCI nastgpuje spadek poziomu ekspresji genu HvCSLCI, a w efekcie
obserwujemy nizszy poziom biatka — syntazy celulozy, w poréwnaniu do odmian
wyj$ciowych. Bardzo istotne bylo takze wykazanie, iz mutant 7hp/.e nie wykazuje zmian
w budowie systemu korzeniowego w stosunku do odmiany wyjSciowej, a zatem gen
HvCSLCI nie ma wplywu na rozwdj korzeni jeczmienia, a istotny jest tylko dla wzrostu
szczytowego wlosnika. W podsumowaniu recenzji chciatabym stwierdzic, iz cata rozprawa
magister Katarzyny Gajek jest napisana jasnym, zrozumialym i starannym jezykiem. Nie
znalaztam w pracy ,slangu laboratoryjnego”. Na pochwate zastuguje bardzo staranne
przygotowanie edytorskie pracy. Uwazam, ze przedstawiona rozprawa zawiera bardzo
ciekawe wyniki, wnoszace nowe i cenne informacje na temat mechanizmu regulacji

procesu wzrostu wlosnikoéw w korzeniach roslin jednoli$ciennych. Uzyskane w wyniku
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trudnych i pracochtonnych badar dane zostaty juz czesciowo opublikowane w czasopi$mie
International Journal of Molecular Sciences (Int J Mol Sci, 2021, 22, 13411 ), a kolejna
czg$¢ bedzie zapewne opublikowano w postaci kolejnego artykutu czasopiSmie( o zasiegu

migdzynarodowym.

Wyrazam uznanie doktorantce i Pani Prof. dr hab. Iwonie Szarejko, promotorce
rozprawy doktorskiej. Oceniana rozprawa znakomicie dokumentuje opanowany przez
Panig Katarzyng Gajek warsztat naukowy, ktéry umozliwia jej prowadzenie w przyszto$ci
waznych naukowo i aplikacyjnie badafi zwigzanych z uzyskiwaniem roélin uzytkowych o

podwyzszonej odpornosci na stresy abiotyczne i biotyczne.

Whioski koncowe

W Swietle przedstawionej powyzej, bardzo pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej
magister Katarzyny Gajek wnosze do Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu élqskiego o dopuszczenie Jej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Recenzowana praca doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13.ust. 1 Ustawy
zdnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (4. Dz. U. z 2017 poz.1789) w zwiqzku z art. 179 ust. 1, 7 dnia 3 lipca
2018 r. Ustawy Przepisy wprowadzajqce ustawe-Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. poz.1669), ktory stanowi, ze ,przewody doktorskie(... ) wszczete i
niezakoriczone przed dniem wejscia w iycie ustawy (...) sq przeprowadzane na zasadach
dotychczasowych, z tym, Ze jezeli nadanie stopnia doktora nastepuje po 30.04.2019 r.
stopieti nadaje si¢ w dziedzinach i dyscyplinach okreslonych w przepisach wydanych na

podstawie art.5 ust.3 tej ustawy”’.
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Wobec powyiszego wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slgskiego o dopuszczenie Pani m gr Katarzyny Gajek

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie z pelnym przekonaniem stawiam wniosek o wyro6znienie bardzo

wartosciowej rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Gajek.

Ewa tojkowska
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