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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Alicji Tomasiak
zatytulowanej:

»Kompleksowa analiza epigenetyczna procesow reprogramowania
komorkowego w tkankach hodowanych in vitro oraz in vivo —
badania poréwnawcze gatunkow Fagopyrum”

Przedstawiona do recenzji praca zostala wykonana w Instytucie Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska na Wydziale Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, pod kierunkiem Pana Promotora dr hab.
Alexandra Betekhtina, prof. uczelni oraz Pani Promotor pomocniczej dr AgnieszKi
Braszewskie;j.

OCENA PRACY

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska sktada si¢ ze zbioru czterech
artykutow naukowych wraz ze wspolnym opisem w jezyku polskim, ktéry obejmuje
(wg Spisu tresci) nastepujace rozdziaty: Wstgp, Cel, hipotezy i zadania badawcze,
Materialy i metody, Omowienie wynikow przeprowadzonych badarn (zamieszczonych
w poszczegblnych artykutach), Podsumowanie i wnioski. Rozprawa jest uzupetniona
0 wykaz uzywanych skrotow, streszczenie w jezyku angielskim i polskim, spis
cytowanej literatury, a takze oswiadczenia wspotautorow artykutdéw naukowych o ich
wkladzie w powstanie poszczegolnych publikacji. Wszystkie artykuty bedace
podstawg rozprawy sg opublikowane w jezyku angielskim w czasopismach
naukowych o zasiggu miedzynarodowym (indeksowanych w najwazniejszych bazach
bibliometrycznych): International Journal of Molecular Sciences w roku 2022
(IF=5,6), Plant Cell, Tissue and Organ Culture w roku 2023 (IF=2.3), Frontiers in
Plant Science w roku 2024 (IF=4,1) oraz BMC Plant Biology w roku 2024 (1IF=4,3).
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Pierwsza publikacja to artykul przegladowy, ktory przedstawia dotychczasowe
osiaggniecia w badaniach nad gatunkami Fagopyrum w Kkulturach in vitro. Kolejne
trzy artykuly naukowe prezentuja wyniki badan nad procesami epigenetycznymi,
ktére zachodza w =zalezno$ci od typu rozwojowego w wybranych tkankach
Fagopyrum. Wszystkie artykuly sa wieloautorskie, dlatego istotne byto okreslenie
wlasnego wktadu Autorki rozprawy w powstanie danej pracy. We wszystkich
publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem lub (jak w przypadku czwartej
publikacji) rownorzgdnym pierwszym Autorem, a jej indywidualny wkiad polegat
m.in. na przegladzie literatury, optymalizacji i przeprowadzeniu eksperymentow,
przeprowadzeniu analiz statystycznych, przygotowaniu poczatkowej i udzialu
w powstaniu koncowej wersji manuskryptéw. Podsumowujac, przedstawiona

rozprawa doktorska spetnia wymagania formalne.

Wartos¢ naukowa rozprawy

Poznanie mechanizméw regulujacych potencjat rozwojowy komorek roslinnych ma
istotne znaczenie dla badan podstawowych, jak i aplikacyjnych. Jeden z czynnikéw
wplywajacych na reprogramowanie komorek to modyfikacje epigenetyczne, takie jak
metylacja DNA i histonéw, czy tez acetylacja histonéw. Praca doktorska przedstawia
badania nad korelacja modyfikacji epigenetycznych w zalezno$ci od potencjatu
rozwojowego wybranych tkanek gatunkow z rodzaju Fagopyrum. Dostarcza nowych
istotnych danych na temat roli modyfikacji epigenetycznych w przemianach
rozwojowych roslin. W pracy analizowano zaréwno zmiany molekularne
na poziomie epigenetycznym zachodzace w tkankach poddanych kulturze in vitro, jak

i te w warunkach in planta.

Cze$¢ merytoryczna rozprawy obejmuje cztery publikacje naukowe (0znaczone jako
P1, P2, P3 oraz P4) wymienione w rozdziale 1 zatytulowanym Wykaz publikacji
wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej. Streszczenie w jezyku angielskim
i polskim przybliza najwazniejsze osiagnigcia w publikacjach P2, P3 oraz P4,
natomiast brakuje tu nawigzania do publikacji P1. Kolejny rozdzial, Wstep
wprowadza w tematyke rozprawy. Nastepnie Doktorantka formutuje Cele i hipotezy
badawcze. W kolejnym rozdziale Materialy i metody sa zebrane informacje
o materiale roslinnym i technikach zastosowanych w publikacjach P2, P3 oraz P4.
Najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej zostaly przedstawione w rozdziale
Omowienie wynikow przeprowadzonych badan, stanowigcym wlasciwg czes$¢
rozprawy. Rozdzial ten zostal podzielony na dwa podrozdziaty, z ktérych pierwszy

zatytutowany Omowienie badan przeprowadzonych in vitro przybliza publikacje P1,
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P2 oraz P3, natomiast drugi Omodwienie badan przeprowadzonych in VivO —
publikacj¢ P4. Kolejny rozdziat to Podsumowanie i wnioski. Cze$¢ merytoryczng
konczy spis Literatury (obejmujacy ponad 90 pozycji) i Uzupelnienie, ktore

pomini¢to w Spisie tresci.

We Wstegpie Autorka przybliza zagadnienie zmian losu komoérek roslinnych,
szczeg6Olnie w kulturach in vitro, wymienia i charakteryzuje typy modyfikacji
epigenetycznych. Doktorantka opisuje i uzasadnia wybor materiatu badawczego,
czyli kalusa i kwiatow gryki zwyczajnej, Fagopyrum esculentum oraz gryki tatarki,
Fagopyrum tataricum. Kalus wyprowadzony z zarodkéw zygotycznych gryki
zwyczajnej wykazuje potencjal embriogenny. Natomiast w przypadku gryki tatarki,
w tych samych warunkach kultury z izolowanych zarodkow zygotycznych powstaje
kalus morfogenny, a na jego powierzchni sporadycznie kalus niemorfogenny.
Ponadto gryka zwyczajna jest gatunkiem obcopylnym wytwarzajacym dwa typy
kwiatow (Pin z dlugim stupkiem i krotszymi precikami, oraz Thrum z krotszym
stupkiem i dhluzszymi precikami). Natomiast gryka tatarka to gatunek samopylny
o0 jednym typie morfologicznym kwiatow.

Wydawa¢ si¢ moze, i taka tez byta moja pierwsza refleksja, ze rozprawa doktorska
ztozona z badan nad tak zupetie odrebnymi tkankami i strukturami, jakimi sg kalus
(indukowany i utrzymywany przez wiele lat w warunkach in vitro) oraz kwiaty
(rozwijajace si¢ in planta) to duze wyzwanie. Jednak klamrg spinajaca jest
nieprzypadkowy wybdér gatunkow oraz zagadnienie wptywu modyfikacji
epigenetycznych na procesy rozwojowe, dotyczace zaréwno tkanek w warunkach

in vitro, jak i in planta.

W Rozdziale 6 (nieprawidlowo zatytulowanym w Spisie tresci jako Cel, hipotezy
i zadania badawcze) Doktorantka wyznacza cztery cele badawcze (ktore stang si¢
potem tytulami wprowadzen do poprzedzajacych je publikacji) oraz formutuje trzy

hipotezy badawcze.

W publikacji P1 Autorka przedstawia szczegétowo dotychczasowe osiggniecia nad
gatunkami z rodzaju Fagopyrum z wykorzystaniem roslinnych kultur tkankowych.
W publikacji P1 duzo uwagi poswiecono indukcji i charakterystyce kalusa, a zebrane
tu informacje byly szczegdlnie cenne dla kolejnych etapéw pracy Doktorantki. Wérod
wielu prac Doktorantka cytuje takze publikacje Zespotu, z ktérym wspotpracuje.
Warto nadmieni¢, ze badania Zespotu, w tym Promotora dr hab. Alexandra

Betekhtina, prof. uczelni, od wielu lat skupiaja si¢ na procesach indukcji
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I roznicowania kalusa w rodzaju Fagopyrum, a artykuly sa rozpoznawalne

i doceniane na arenie miedzynarodowe;.

Analiza zmian w metylacji DNA oraz modyfikacji histonow w kalusie F. esculentum
i F. tataricum o roéznym stopniu morfogenezy to przedmiot publikacji P2.
W pierwszej czesci publikacji Doktorantka szczegdtowo charakteryzuje morfologie
i histologi¢ typoéw kalusa o réznym potencjale rozwojowym (kalus embriogenny
u F. esculentum, oraz morfogenny i niemorfogenny u F. tataricum). Kolejny etap to
analiza globalnych zmian w poziomach modyfikacji  epigenetycznych
w wymienionych typach kalusa, w odniesieniu do wybranych dni po pasazu na
$wieza pozywke. Doktorantka wykazata charakterystyczne wzorce cyklicznych
wzrostow 1 spadkow metylacji DNA oraz metylacji i acetylacji histonéw w zaleznos$ci

od typu kalusa i jego odroznicowania i ponownego réznicowania.

Badania zaprezentowane w publikacji P3 sg logiczng kontynuacja poprzedniego
artykutu. Opierajac si¢ na wynikach uzyskanych w publikacji P2, Doktorantka
wybrata jako obiekt kalus morfo- i niemorfogenny F. tataricum, w ktorym
przeprowadzita analize¢ poziomu konkretnej modyfikacji  epigenetycznej,
a mianowicie trimetylacji histonu H3 na lizynie 4 (H3K4me3), pomi¢dzy 2 a 6 dniem
pasazu. W pracy Doktorantka wykorzystala (po raz pierwszy dla tkanek gatunku
Fagopyrum) zaawansowang metode sekwencjonowania ChIP  (chromatin
immunoprecipitation-sequencing), ktéora umozliwita poroéwnanie genomowej
zawartosci ww. modyfikacji w kalusie morfo- i niemorfogennym. Analizy
bioinformatyczne pozwolity wytoni¢ geny, ktoérych rejony promotorowe i startu
transkrypcji wskazywaty na zalezno$¢ ekspresji tych gendéw od wspomnianej
modyfikacji H3K4me3. Wsréod licznych wyselekcjonowanych genow skupiono si¢ na
genach zwiazanych z biosyntezag i modyfikacjami sktadu $ciany komorkowe;.
Ponadto badania zostaly uzupelnione o analizy immunocytochemiczne S$ciany
komoérkowej z uzyciem wybranych przeciwcial przeciwko epitopom pektyn

i ekstensyn.

Publikacja 4 dotyczy zmian w poziomie modyfikacji epigenetycznych, a doktadnie
metylacji DNA w zamknigtych i otwartych kwiatach dwdch gatunkéw Fagopyrum.
Jak juz wspomniano wczeséniej, gryka zwyczajna jest gatunkiem obcopylnym z
dwoma typami kwiatow (Pin oraz Thrum). Natomiast gryka tatarka to gatunek
samopylny o jednym typie morfologicznym kwiatow. W obrebie poszczegolnych

typow kwiatow badano: platki, znamie, zalazni¢ z zalgzkami oraz nektarniki. Oprocz
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poziomu metylacji DNA analizowano poziom ekspresji genéow zwigzanych
z metylacja i demetylacja. Wyraznie wyzszy poziom metylacji DNA i ekspresji

badanych genow odnotowano w kwiatach zamknigtych.

W rozprawie brakuje typowej dyskusji uzyskanych wynikéw na tle dostepnej
literatury. OczywisScie wnikliwa dyskusja jest przeprowadzona w samych
publikacjach P2, P3 i P4, jednak jej brak w rozprawie budzi niedosyt. W rozdziale
Podsumowanie i wnioski Doktorantka odnosi si¢ do postawionych hipotez i formutuje
najwazniejsze wnioski. W mojej opinii rozdziat ten byltby bardziej czytelny, gdyby
Doktorantka zamiast dzieli¢ wnioski ,na podstawie warunkéw hodowli”,
wypunktowata najwazniejsze wyniki oraz wnioski i skonfrontowata je z hipotezami
i celami pracy. Ponadto warto uzupetié ten rozdziat o sekcje dotyczaca perspektyw
dalszych badan.

Lektura rozprawy sktonita mnie do sformutowania nastepujacych pytan pod adresem
Doktorantki:

1) Przedstawione badania sg bardzo obszerne, tym bardziej, Zze obejmujg nie tylko
analizy molekularne, ale i morfologiczne oraz histologiczne. Szczegdlnie intrygujace
s cykliczne zmiany jakim podlega kalus morfogenny i niemorfogenny gryki tatarki,
a czego dotyczg publikacje P2 oraz P3. Czy Doktorantka moglaby zaproponowaé
model (w postaci grafiki), ktory by obrazowat zaktadane korelacje migdzy typem i
stopniem rozwojowym kalusa (morfologia, histologia, obecno$¢ epitopow S$ciany
komorkowej), a poziomem modyfikacji epigenetycznych, z uwzglgdnieniem

najwazniejszych ram czasowych pasazu?

2) Badania nad mechanizmami epigenetycznymi u roslin wskazujg na ich istotng rolg
W reprogramowaniu komorki, jako wyraz adaptacji do warunkow $rodowiska,
a modyfikacje epigenetyczne moga by¢ utrwalone i przekazywane kolejnym
pokoleniom na drodze rozmnazania plciowego. Czy Doktorantka moze podac
przyktad opublikowanych badan eksperymentalnych, ktore potwierdzaja to

zatozenie?

Uwagi Krytyczne

Zastanawia mnie wybor tytutu rozprawy, a doktadnie jej fragment dotyczacy ,,tkanek
hodowanych in vivo”. Proponowalabym raczej tytul: , Kompleksowa analiza
epigenetyczna procesoOw reprogramowania koméorkowego w warunkach in vitro oraz

in vivo — badania porownawcze gatunkéw Fagopyrum”, lub: ,,Kompleksowa analiza

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat Biologii

Instytut Botaniki

ul. Gronostajowa 3
30-387 Krakéw

tel.: 12 664 67 95
sekretariat.ib@uj.edu.pl

www.ib.uj.edu.pl



epigenetyczna procesow reprogramowania komorkowego in planta oraz w tkankach

hodowanych in vitro — badania porownawcze gatunkow Fagopyrum”.

Mam uwagg do Schematu 1, prezentowanego we Wstepie, ktory (wg zamieszczonej
w legendzie informacji) jest zgodny z publikacjg Fehér (2019) i zmodyfikowany.
Niestety, Doktorantka nie uwzglgdnita fragmentu schematu, ktory w oryginale
znajduje si¢ w jego goérnej czesci, a wskazuje na wzrost lub spadek potencjatu
rozwojowego roznych linii rozwojowych komorek roslinnych. W mojej opinii ten
brakujacy element schematu pozwala czytelnikowi lepiej zapozna¢ si¢ z problemem

obnizania lub wzrostu potencjatu rozwojowego.

Uwazam takze, ze umieszczenie publikacji P1 w rozdziale Omowienie wynikow
badan przeprowadzonych in vitro, nie jest zasadne. Publikacja Pl to praca
przegladowa i jako taka powinna zajmowaé raczej osobng sekcje. Mozna sobie
rowniez zada¢ pytanie, czy w ogole jest konieczne wyodrgbnienie podrozdziatow
Omowienie badan  przeprowadzonych in vitro oraz  Omowienie badan
przeprowadzonych in vivo? W mojej opinii w Rozdziale 8 zatytutowanym Omowienie
wynikow przeprowadzonych badan zaproponowane przez Doktorantke cele badawcze
jako tytuly wprowadzen do poprzedzajacych je poszczegdlnych publikacji sg

w zupelos$ci wystarczajace.

Powyzsze uwagi, bardziej dotyczace kwestii redakcyjnych, nie umniejszaja wartosci

merytorycznej pracy, ktéra oceniam bardzo wysoko.

Ocena koncowa:

W mojej opinii rozprawa Pani mgr Alicji Tomasiak stanowi wazny wktad naukowy w
badania nad modyfikacjami epigenetycznymi, ktore towarzyszg zmianom
rozwojowym w komorkach roslinnych. Przedstawione badania sg obszerne,
a zastosowane liczne zaawansowane techniki i uzyskane wyniki sg wysokiej jakosci
i na migdzynarodowym poziomie, czego dowodem jest ich opublikowanie
w czasopismach naukowych z listy JCR. Niewatpliwym atutem prezentowanej
rozprawy jest fakt, ze jej wyniki zachecajg do dalszych doswiadczen nad poznaniem
mechanizméw modyfikacji epigenetycznych i ich korelacji ze zmianami
rozwojowymi, zarowno w warunkach in vivo, jak i in vitro, a takze wykorzystania ich

w praktyce. Ponadto, za najwazniejsze osiggniecia rozprawy uwazam:
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1) Wpykazanie, ze odroznicowanie zarowno komorek kalusa morfogennego
F. esculentum, jak i kalusa embriogennego F. tataricum jest zwigzane z obnizeniem
di- i trimetylacji histonu H3 na lizynie 4 (H3K4me2, H3K4me3).

2) Wykazanie, ze réznicowanie komorek w kalusie F. tataricum i nabywanie przez
nie kompetencji morfogennych jest skorelowane z obnizonym poziomem metylacji
DNA.

3) Wykazanie roli modyfikacji H3K4me3 w aktywacji badanych genéow zwigzanych
z biosynteza i modyfikacja $cian komoérkowych podczas procesow morfogenezy
w kalusie F. tataricum.

4) Wykazanie, ze globalny poziom trimetylacji histonu H3 na lizynie 4 (H3K4me3)
wzrasta w Kkalusie F. tataricum wraz ze wzrostem potencjatu do odréznicowania
komorek.

5) Wykazanie, ze metylacja DNA jest zaangazowana w rozwdj Kwiatow u gryki

tatarki oraz kwiatow typu Pin i Trhum u gryki zwyczajnej.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska Pani mgr Alicji Tomasiak spefnia warunki okreslone w art. 187 ustawy 1-4
ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018,
poz. 1668 ze zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani
mgr Alicji Tomasiak do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia naukowego
doktora w dziedzinie nauk S$cistych i1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki

biologiczne.

Ponadto, z uwagi na wysoka jako$¢ pracy oraz jej potencjal badawczy, wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr
Alicji Tomasiak.
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