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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Alicji Tomasiak pt.

,Kompleksowa analiza epigenetyczna procesow reprogramowania komérkowego w
tkankach hodowanych in vitro oraz in vivo - badania por6wnawcze gatunkow

Fagopyrum”

wykonanej w Uniwersytecie Slaskim, w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska pod kierunkiem dr. hab. Alexandra Betekhtina, prof. US (promotor pracy

doktorskiej) oraz dr Agnieszki Braszewskiej (promotor pomocniczy pracy doktorskiej).

Rosliny posiadaja niezwykla zdolno$¢ do regeneracji w celu naprawy uszkodzonych tkanek. Cecha ta
stanowi podstawe w kluczowych procedurach ulepszania roslin, takich chocby jak szczepienie czy
transformacja genetyczna. Dzigki tej wlasnosci roslin, mozliwa jest réwniez, na drodze réznych
procesow rozwojowych tj. organogeneza lub somatyczna embriogeneza, ich regeneracja na masow3
skalg. Na poziomie komorkowym, niezaleznie od sposobu regeneracji roslin, wspélna cecha jest nabycie
przez komérki pluripotencji, czyli potencjatu do przeksztatcenia si¢ w dowolny typ komorek. Proces ten
wigze si¢ z intensywnym przeprogramowaniem profili ekspresji genow, za to z ograniczonymi, jeshi w
ogole, zmianami w informacji genetycznej zapisanej w DNA.

Gloéwnym celem pracy doktorskiej wpisujacej si¢ w badania realizowane w ramach projektu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, ktorego kierownikiem jest Promotor pracy doktorskiej
mgr Alicji Tomasiak, dr hab. Alexander Betekhtin, prof. US, bylo przeprowadzenie kompleksowej
analizy porownawczej prowadzacej do opisania na czym polega przeprogramowanie komorek podczas
tworzenia roznych rodzajow kalusa: embriogennego (EK), nie-morfogennego (NK), morfogennego
(MK), a takze podczas rozwoju kwiatow z genetycznie uwarunkowang heterostylia (roznostupkowos¢)
w poréwnaniu z kwiatami charakteryzujagcymi si¢ homostylia. Badania te s3 kontynuacja prac
prowadzonych wczesniej przez Promotora pracy doktorskiej wraz z zespotem, dzigki ktérym m.in.
opracowany i wstepnie przebadany zostal model badawczy uzyty w pracy doktorskiej - niestabilny

genetycznie kalus NK i bardziej stabilny genetycznie kalus MK Fagopyrum tatatricum.



Przedstawiona do oceny praca obejmuje cykl czterech artykutow naukowych (jednej
przegladowej — P1 i trzech oryginalnych — P2-P4) opublikowanych w renomowanych czasopismach z
listy JCR (Journal Citation Reports) W latach 2022-2024. W trzech pracach (P1-P3) Doktorantka jest
pierwszym autorem, w jednej (P4), réwnorzednym pierwszym autorem. Wspolczynniki przebicia
czasopism, w ktorych opublikowane sg artykuly naukowe, sg wysokie i mieszg si¢ w zakresie 2,1-5.6.
Aby méc wyciagngé wnioski, ktore przedstawione zostaly na stronach 43. i 44. pracy doktorskiej, mgr
Alicja Tomasiak musiala by¢ niezwykle zaangazowana w przygotowanie artykulow naukowych
skladajacych si¢ na rozprawg doktorska na wszystkich etapach ich powstawania - odniosg si¢ do tego
jeszcze w dalszej czgsci recenzji.

Oprocz wydrukow i listy artykutéow naukowych wchodzacy w sktad pracy doktorskiej,
Autoreferat obejmuje streszczenie w jezyku polskim i angielskim, siedmiostronicowy Wwstgp,
dwustronicowe cele i hipotezy badawcze oraz dwustronicowe materialy i metody. W celach i hipotezach
badawczych pracy Doktorantka nieco za bardzo skupila si¢ na technicznych aspektach badan, przez co
nieco rozmyte zostaty wlasciwe cele badawcze. Wyeksponowane jako cele pracy analizy sg celami
operacyjnymi i stanowig raczej podstawe do rozwigzania probleméw badawczych i odpowiedzi na
postawione pytania. Moze w miejscu: Ocena globalnych zmian w modyfikacjach biatek histonowych 1
metylacji DNA w kalusach . esculentum i F tataricum o zroznicowanej zdolnosci do embriogenezy,
lepiej byloby zapytac: Jaki jest wzoOr oraz roznice/podobiefistwa we Wzorze modyfikacji biatek
histonowych i metylacji DNA w kalusach gryki o zréznicowanych zdolnosciach do embriogenezy i jakie
sg tego konsekwencje rozwojowe? Oczywiscie to jedynie kwestia jezykowego (semantycznego)
przeformutowania problemu, podejscie do niego, metodyka, sposob wnioskowania pozostaja bez zmian.
Przed kazdym z czterech zamieszczonych artykutow Doktorantka zamieszcza dwu- do czterostronicowe
streszczenie wynikow danej pracy na tle wynikow innych badaczy przeplatajac je informacjami o
zastosowanych metodach i zamykajac podsumowaniami. O ile w przypadku opisu P2, Doktorantka
odsyta czytelnika do rycin w oryginalnej publikacji, o tyle w przypadku opisow P3 i P4 juz tego nie
robi. Biorac pod uwagg wysoki poziom szczegOtowosci i ztozono$¢ prac, czasem odbidr tresci, ktore
nie sg udokumentowane wykresami/rycinami/tabelami staje si¢ utrudniony. Powyzsza, niepozbawiona
subiektywnej oceny, uwaga odnosi si¢ oczywiscie do formy pracy, nie jej tresci. Na dwoch stronach
zatytutowanych Podsumowanie i Whnioski Autorka odnosi sie do postawionych wczesniej hipotez 1
krotko powtarza opisane wezesniej wyniki dzielac je na dwie, obejmujgce doswiadczenia in vitro i in
vivo, grupy. Calo§¢ konczy rozdziat zatytulowany Uzupelnienie, w ktorym na dwoch stronach
standardowego maszynopisu Doktorantka przedstawia tre$¢ rozdziatu pt. /mmunostaing for epigenetic
modifications in Fagopyrum calli autorstwa Tomasiak i in. opublikowanego w monografii wydane;j
przez wydawnictwo Springer w 2024 r. Rozdzial ma charakter metodyczny i jest to jak mozna
whnioskowaé z opracowania oraz z tresci rozdzialu z ktora zapoznatam si¢ siegajac do monografii,
doskonaty pod wzgledem formy i tresci szczegolowy protokot immunobarwien sthuzgcych lokalizacji,

ilosciowej i jakosciowej ocenie epitopow DNA, bialek i polisacharydéw w komoérkach gryki. Po
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rozdziale Uzupelnienie znajdziemy jeszcze spis literatury oraz oswiadczenia wszystkich wspotautorow
dotyczace ich wkiadu w cztery manuskrypty wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej. Zatem pod

wzgledem formalnym calos¢ pracy w pelni spelnia wymogi ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o

szkolnictwie wyzszym i nauce. art. 187 pkt. 3, ktory mowi, ze: Rozprawe doktorskq moze stanowic¢

praca_pisemnda, W Lym monografia naukowa, =biér opublikowanych i powigzanych tematycznie

artykuléw naukowych, praca projektowa, konstrukcyjna, technologiczna, wdrozeniowa lub artystyczna,

a takze samodzielna i wyodrebniona czes¢ pracy zbiorowej.

Przedstawiona do oceny praca spelnia rowniez wymog zapisany w pkt. 1. art. 187 tejze ustawy

tj.. Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedzg teoretyczng kandydata w  dyscyplinie albo

dyscyplinach oraz umiejetnosc samodzielnego _prowadzenia _pracy naukowej [ub artystycznej.

Niewatpliwie Doktorantka posiada teoretyczng wiedze. Zagadnienia, ktore wnikliwie opisuje W
oryginalnych artykufach tj. rézne aspekty regulacji epigenetycznej, w tym metylacje DNA, metylacje i
acetylacje histonow, $wiadcza o bardzo dobrym rozeznaniu w tematyce badawczej. W pracy
przegladowej, ktora jest niekwestionowanym dowodem na posiadanie przez Doktorantke wiedzy
teoretycznej w dyscyplinie nauki biologiczne, Doktorantka podsumowuje sposoby uzyskiwania kalusa,
korzeni wloénikowatych, drogi regeneracji, a takze modyfikacje genetyczne u gatunkow z rodzaju
Fagopyrum. Wszystkie artykuly s3 napisane naukowym jezykiem, bogate w szczegOly, terminologie
naukowa i przez to momentami trudne do odbioru dla osoby nie bedacej specjalista w zakresie
epi(genetyki), ale bynajmniej nie wynika to ze sposobu prezentacji wynikow, ktory jest typowy dla prac
eksperymentalnych oraz pracy przegladowej z tego zakresu, ale z zaawansowanego poziomu badan.
Nieco brakuje mi, zaréwno w opracowaniu jak 1 manuskryptach eksperymentalnych holistycznego
ujecia problemu, wnioskow o charakterze ogdlnym i ich implikacji, cho¢by na potrzeby zastosowania
ich w ulepszeniu hodowli gryki i szerzej roslin, biorac pod uwage, ze mechanizmy epigenetyczne, mimo
ze regulowane czynnikami takimi jak genotyp, rodzaj uzytych tkanek, czas i sposob hodowli, sg
prawdopodobnie konserwatywne u roélin. Milczeniem w pracach eksperymentalnych traktuje
Doktorantka zagadnienie, o niebagatelnym znaczeniu dla regulacji transkrypcji, tj. sygnalizacji
hormonalnej. W tym kontekscie, nabiera znaczenia to co napisano w Materiatach i Metodach, ze EK,
(tj. embriogenny kalus) F7 esculentum oraz MK (tj. morfogenny kalus) /7 fataricum pasazowano na
$wieza pozywke co cztery tygodnie, podczas gdy NK (tj. niemorfogenny kalus I tataricum)
pasazowano co dwa tygodnie. Dlaczego odstepy miedzy pasazami byly rézne? Taki zabieg wprowadza
dodatkowa zmienng do eksperymentow. Czy nie uwaza Pani, ze mogl on mie¢ wplyw na uzyskane
wyniki? Czy zréznicowana czgstos¢ pasazy mogta wplyna¢ na poziom metylacji histonow oraz ekspresji
genéw, a przede wszystkim na roznice zwiazane z acetylacja histonow jakie stwierdzono pomiedzy
kalusem MK a NK? Wskazana w ustawie ocena samodzielnosci kandydata to najszerszy i zarazem
najtrudniejszy do oceny aspekt kryteriow oceny rozprawy. Biorac jednak pod uwage. ze Doktorantka
aktywnie uczestniczyla w powstaniu wszystkich trzech artykulow oryginalnych (prowadzenie hodowli,

przeprowadzanie eksperymentow, badan laboratoryjnych oraz opracowywanie polegajace na
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zestawieniu oraz obrobce statystycznej 1 interpretacji wynikow, a takze przygotowywanie
manuskryptow do druku) oraz napisata ich opracowanie (Autoreferat) oraz pracg przegladowa - nie mam
watpliwosci co do samodzielnosci Doktorantki wiasciwej dla tego etapu kariery naukowej. O wkiadzie
pracy Doktorantki dowiadujemy si¢ na podstawie przedstawionych na koficu opracowania o$wiadczen
Kandydatki do stopnia doktora, wspolautorow oraz na podstawie sekcji Udziaty Autorow (ang. Author
Contribution) znajdujacych si¢ we wszystkich pracach wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej.
Do rozpatrzenia pozostaje zatem pkt. 2 wspomnianego artykutu ustawy, tj.: Przedmiotem

rozprawy doktorskiej jest orveinalne_rozwigzanie_problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie W

zakresie zastosowania Wynikow wlasnych badan naukowych w sferze gospodarczej lub spolecznej albo
oryginalne dokonanie artysiyczne. Praca Pani mgr Alicji Tomasiak ma niewatpliwie oryginalny
charakter, prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy, wiele wnosi w rozwdj dyscypliny nauki
biologiczne, W szczegolnodci w zakresie regulacji epigenetycznej u roélin. Poniewaz jednak, w mojej
ocenie, Doktorantka nie uchronila si¢ przed nieco lakoniczna formg prezentacji wynikow — tu znowu
zarzut do formy, nie do tresci, ktora wedlug wiedzy recenzentki oraz recenzentow, Ktorzy wczesniej
zaakceptowali przedlozone do druku manuskrypty, jest bezbledna, proszg Doktorantke aby podczas
publicznej obrony odpowiedziata: Jak wytlumaczy¢ roznice (podaé¢ mozliwe mozliwe scenariusze)
miedzy poziomami H3K4me3, ekspresja genow kodujacych badane biatka i polisacharydy Sciany
komérkowej a lokalizacja i iloscig epitopow pektynowych i ekstensynowych? Prosz¢ o przedstawienie
zaleznosci i toku rozumowania na wybranej grupie zwigzkow. Mimo tego, ze subiektywnie patrzac
pewne zagadnienia mogly by¢ przedstawione w nieco bardziej analityczny, dedukcyjny, a nie w typowo
opisowy sposob, to merytorycznie praca jest na bardzo wysokim poziomie naukowym. Autorka
wykazala si¢ umiejetnoscig interpretacji wielu szczegotowych, cennych dla nauki wynikow. Rozdzialy
Dyskusja w artykutach s3 bardzo dojrzate naukowo, uwzgledniajg synteze najwazniejszych wynikow w
przedmiotowej kwestii. Na podkreslenie zasluguje zastosowanie przez Panig mgr Alicje Tomasiak
najnowoczesniejszych technik badawczych, takich jak CHIP (P3), czyli immunoprecypitacja
chromatyny (a nie tkanki usieciowionej — najprawdopodobniej bledne tlumaczenie z angielskiego na
stronie 32.), projektowanie starterow do CHIP-qPCR (P3), czy opracowanie metodyki pomiarow
intensywnosci fluorescencji jader w analizie globalnej metylacji DNA (P4). Na podstawie
dostarczonych materialow mozna réwniez stwierdzié, ze Doktorantka wyspecjalizowala si¢ jednako w
technikach z zakresu roslinnych hodowli kultur in vitro oraz immuno-cyto-histochemicznych. Konczac,
chciatam zapytaé Doktorantke, jaka byla zmiennos¢ w poziomie metylacji DNA w obrebie kazdej z
dwoch grup badawczych (kwiaty otwarte oraz paki) na tle catkowitej zmiennosci we fluorescencji jader
(P4). Czy upowazniala ona do rozdziatu roslin na dwie grupy badawcze? Czy nie bylo zmiennosci w
poziomie metylacji w obrebie grupy ,.paki” oraz grupy” kwiaty otwarte”?

Reasumujgc, uwazam, zZ€ rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Tomasiak z nawigzka spelnia
wymagania zawarte w art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2024 poz. 1571), dlatego wnoszg do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii
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i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani mgr Alicji Tomasiak
do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Mimo subiektywnych, drobnych uwag, wnoszonych z racji przywileju recenzenta, uwazam
pracg Pani mgr Alicji Tomasiak za wybitng i szczegdlnie wazng W aspekcie rozwoju 1 postepu wiedzy z
zakresu epigenetycznej kontroli rozwoju rolin i tym samym WRnOSZ¢ do Rady Naukowej Instytutu
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego W Katowicach o jej
wyrdznienie. Uzasadnienie: Praca prezentuje wysoki, bardzo zaawansowany poziom badan naukowych,
wykorzystuje najnowoczesniejsze metody badawcze, przedstawia nowatorskie, kompleksowe odkrycia
z zakresu regulacji epigenetycznych u rodlin, tj. na przykladzie modelowych gatunkow, gryki
zwyczajnej oraz tatarki udowadnia, ze (1) modyfikacja H3K4me3 odgrywa kluczowa rolg w aktywacji
genow zaangazowanych w biosyntezg i reorganizacj¢ Sciany komoérkowej oraz ze (2) podwyzszona
globalna metylacja DNA oraz ekspresja genow kodujacych metylotransferazy i demetylazy w pakach
(w stosunku do kwiatow otwartych) zwigzana jest z procesami rozwojowymi kwiatow. Dodatkowo
stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Alicji Tomasiak jest manifestem Jej dojrzatosci i

samodzielnosci naukowej, ponadprzecigtnej jak na tak wczesny etap kariery naukowej.
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