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Temat rozprawy:

Rozprawa doktorska autorstwa pani Reneé Pérez Pérez koncentruje si¢ na dwoch
gatunkach gryki - Fagopyrum tataricum i F. esculentum. Dla obu gatunkéw prowadzono
badania nad kulturami protoplastow oraz ich fuzja. W pierwszej kolejnosci badania skupiaty
si¢ na selekeji materiatu wyjsciowego, optymalizacji izolacji protoplastéw, optymalizacji
warunkow kultury i suplementoéw do pozywek, testowaniu metod immobilizacji protoplastow
oraz na optymalizacji regeneracji roélin (publikacje P1 i P2). Nastgpnie przeprowadzono
eksperymenty nad elektrofuzjg protoplastéw obu gatunkéw i analizowano dynamike odbudowy
sciany komorkowej w kulturach protoplastéw obiektow rodzicielskich oraz hybrydowych F.
esculentum + F. tataricum (publikacja P3). Na koncu okreslono wptyw dodatku do pozywek

inhibitoréw i adsorbentéw zwigzkéw fenolowych na kultury protoplastow i regeneracje roslin
F. tataricum (publikacja P4).

Pani Reneé Pérez Pérez byta pierwsza autorka jednej publikacji, dzielagc réwnorzedne
autorstwo z drugim autorem (P4); druga autorka w dwoéch publikacjach (P1, P2), dzielac
rownorzgdne autorstwo z pierwszym autorem w publikacji P2; oraz trzecig autorka w jednej
publikacji (P3). Badania byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki i realizowane w
Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach i byly prowadzone pod kierunkiem dr hab. Alexandra Betekhtina, prof. US, oraz
dr Anny Milewskiej-Hendel.



Struktura

Rozprawa liczy 142 strony i zawiera wykaz publikacji, wykaz skrétoéw, streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, wstep, cele i hipotezy badawcze, metodyke oraz opis wynikow,
wraz z zalaczonymi publikacjami, suplementem i bibliografia. W suplemencie Autorka
przedstawita dodatkowg aktywnos$¢ publikacyjng realizowang podczas studiéw doktoranckich.
Oswiadczenia wspolautorow publikacji stanowigcych rozprawe doktorska znajduja si¢ na
koncu rozprawy.

Trzon rozprawy stanowig cztery tematycznie powigzane publikacje (P1-P4),
opublikowane w latach 2023-2024 w dwoch renomowanych czasopismach z dziedziny nauk
biologicznych: BMC Plant Biology (P1 i P4) oraz Plant Cell, Tissue and Organ Culture (P2 1
P3). Publikacje poprzedzone sg ogdlnymi streszczeniami w jezyku angielskim, zawierajacymi
zakres pracy oraz najwazniejsze wnioski. Parametry bibliograficzne rozprawy to: faczny IF =
13,2; oraz taczna liczba punktow MNiSW = 480.

Cele, hipotezy i metody

Autorka sformulowata 6 celéw badawczych obejmujacych optymalizacje kultur
protoplastow i regeneracji ro$lin z kalusa otrzymanego z kultur protoplastow F. tataricum i F.
esculentum, w tym wplyw inhibitorow szlakow biosyntezy fenoli oraz adsorbentow
fenolowych, a takze identyfikacje kluczowych zmian strukturalnych, genetycznych i
metabolicznych wywotanych tymi substancjami. Celem bylo réwniez opracowanie protokotu
elektrofuzyjnego prowadzacego do powstania komdrek hybrydowych pomiedzy F. esculentum
i F. tataricum, oraz efektywnego systemu selekcji takich komoérek, a takze analize odbudowy

Sciany komodrkowej metoda immunobarwienia.

Analogicznie do celéw, Autorka przedstawita 6 hipotez naukowych. Hipoteza pierwsza
dotyczaca czynnikow wplywajacych na rozwdj protoplastow oraz trzecia dotyczaca
elektrofuzyjnych potgczen sa bardzo ogélne i byly juz weryfikowane we wczesniejszych
badaniach na réznych gatunkach, ale nie konkretnie na gryce. Pozostale hipotezy, dotyczace
odbudowy Sciany komorkowej i zréznicowanego odktadania arabinogalaktanéw, ekstensyn,
pektyn i celulozy w trakcie kultury oraz wptywu inhibitoroéw fenoli i adsorbentéw zwigzkdw
fenolowych na proces regeneracji, sg oryginalne i spetniaja wymog nowosci naukowej stawiany

rozprawom doktorskim.



W pracy zastosowano szeroki zakres technik, w tym kultury in vitro, utrwalanie
materiatu roslinnego 1 zatapianie w zywicy LR-white, cigcie bloczkow zywicy na mikrotomie,
barwienie cytologiczne (blekit toluidyny), immunobarwienie z wykorzystaniem przeciwciat,
elektrofuzyjne 1laczenie protoplastow za pomoca elektroporatora 1 selekcje komorek
hybrydowych z uzyciem barwienia réznicowego fluorochromami i mikromanipulatora,
obserwacje mikroskopowe ($wiatlo przechodzace i fluorescencja), analizy biochemiczne
(metody kolorymetryczne Folina—Ciocdlten i z chlorkiem glinu, wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC)), analize metabolomiczng (spektrometria mas o wysokiej
rozdzielczosci z elektrorozpylaniem infuzyjnym (FIE-HRMS) i ultrasprawna chromatografia

cieczowa (UHPLC)), analizy molekularne (qPCR), cytometrie przeplywowa oraz analizy

bioinformatyczne i statystyczne.

Najwazniejsze wyniki i osiagniecia

Publikacja P1 (Zaranek i in. 2023, BMC Plant Biology) przedstawia wyniki optymalizacji
kultur protoplastow F. tataricum oraz regeneracji roslin z kalusa pochodzacego z protoplastow.
Eksplantaty wykorzystywane do uzyskania protoplastéw pochodzity z hipokotyli siewek oraz
kalusa niemorfogennego i morfogennego. Aktywnos$¢ celulazy i pektynazy umozliwiata
izolacje protoplastow z obu typoéw kalusa. Natomiast do skutecznej izolacji protoplastow z
hipokotyli konieczne byto uzupehienie roztworu enzymatycznego o driselaze. Efektywniejsze
tworzenie kolonii kalusowych zaobserwowano po zatopieniu protoplastéw w agarozie, w
poréwnaniu do matrycy alginianowej. Suplementacja pozywki do kultury fitosulfoking (PSK)
sprzyjata odbudowie $ciany komorkowej, stymulowata podziaty mitotyczne komorek
pochodzacych z protoplastow, tworzenie agregatow, co w konsekwencji prowadzito do
powstawania kalusa. Regeneracja roslin poprzez somatyczng embriogeneze i organogeneze
zachodzita jedynie z protoplastow izolowanych z kalusa. Obserwacje histologiczne kaluséw
otrzymanych z protoplastow izolowanych =z kalusa wykazaly obecno$¢ komorek
merystematycznych, natomiast kalus otrzymany z protoplastéw pochodzenia hipokotylowego
zbudowany byl gtownie z komorek migkiszowych z duzymi wakuolami i peryferyjnie

polozonymi jadrami, co sugeruje nizszy potencjat regeneracyjny.

W publikacji P1, pani Reneé Pérez Pérez byla odpowiedzialna za optymalizacje pozywki
regeneracyjnej dla kaluséw F. tataricum, jednak nie uczestniczyla w doswiadczeniach

zwigzanych z izolacja i kultura protoplastow, ani nie miata znaczacego udzialu w pisaniu

publikacji.



Publikacja P2 (Zaranek i in. 2023, PCTOC) ma bardzo podobng strukture jak P1, lecz skupia
si¢ na F. esculentum. Protoplasty izolowano z hipokotyli oraz kalusa embriogennego
uzyskanego z niedojrzatych zarodkéw. W celu izolacji protoplastéw testowano rézne
mieszaniny enzymatyczne zawierajace celulazy, pektylazy, macerozym lub driselazg.
Unieruchomienie wyizolowanych protoplastow w kroplach agarozy o niskiej temperaturze
topnienia, wraz z dodatkiem a-fitosulfokiny (PSK), zwigkszylo aktywno$¢ mitotyczna kultur,
tworzenie kolonii i pézniejszy rozwdj mikrokalusow. W badaniu zastosowano takze
poliwinylopirolidon (PVP) w dwdéch stezeniach, jednak nie zaobserwowano jego korzystnego
wplywu na kultur¢ protoplastow. Mikro-kalus uzyskano z protoplastéw pochodzacych z obu
eksplantatéw i poddano je regeneracji. Rosliny zregenerowano zaréwno z protoplastow
pochodzacych z kalusa, jak i z hipokotyli. Thidiazuron dodany do pozywki regeneracyjnej
przyspieszal somatyczng embriogenezeg, podczas gdy potaczenie benzyloaminopuryny i kinetyny
promowato zardwno somatyczng embriogenezg, jak i organogeneze u F. esculentum. Analiza
dwoch linii embriogennych kaluséw wykorzystywanych do izolacji protoplastow wykazata
réznice w ich budowie histologicznej, co potwierdzito wezesniejsze obserwacje dotyczace ich

zdolnosci regeneracyjnych.

W publikacji P2 zaangazowanie pani Reneé Pérez Pérez bylo wyrazniejsze niz w P1 —
uczestniczyla we wszystkich etapach doswiadczen, od izolacji po regeneracje roslin
pochodzacych z kultur protoplastéw F. esculentum. Przeprowadzila takze analizy histologiczne

1 interpretacj¢ uzyskanych z tych analiz wynikow oraz pisaniu manuskryptu.

Publikacja P3 (Sala-Cholewa 1 in. 2024, PCTOC) dotyczy czaso-przestrzennej analizy
regeneracji Sciany komorkowej protoplastow pochodzacych z kalusa F. tataricum, F.
esculentum oraz ich komorek hybrydowych (heterokarionéw). Komorki hybrydowe uzyskano
za pomocy elektrofuzji protoplastéw obu gatunkow wczesniej zabarwionych réznicowo
fluorochromami, nastgpnie wytawiano je =z mieszaniny pofuzyjnej za pomocy
mikromanipulatora i zaktadano kulturg poprzez immobilizacje w kroplach agarozowych. Do
analizy odbudowy $ciany komdrkowej wykorzystano przeciwciala wykrywajace glowne
skladniki Sciany komorkowej tj. celulozg, arabinogalaktany, ekstensyne, ksyloglukan i pektyny.
Wyniki wykazaty brak istotnych réznic w odbudowie $ciany komoérkowej miedzy komorkami
hybrydowymi i rodzicielskimi, cho¢ zaobserwowano pewne rdznice w pojawianiu si¢ i

zanikaniu poszczegolnych epitopéw komponentow sciany komdrkowej w czasie do 72 godzin.



W publikacji P3 pani Reneé Pérez Pérez byla odpowiedzialna za zakladanie kultur
protoplastow, eksperymenty elektrofuzyjne, odtawianie komérek hybrydowych przy uzyciu
mikromanipulatora, wykonanie niektérych immunobarwien oraz analize¢ wynikow.

Uczestniczyta réwniez w pisaniu manuskryptu.

Publikacja P4 (Pérez-Pérez i in. 2025, BMC Plant Biology) przedstawia wyniki optymalizacji
regeneracji roslin F. tfataricum z mikro-kalusa pochodzacego z protoplastow poprzez dodatek
do pozywki adsorbentow i inhibitoréw zwigzkow fenolowych. Protoplasty izolowano z dwoch
réznych linii kalusa, zatapiano w kroplach agarozowych i prowadzono na pozywkach
zawierajacych: kwas aminooksyoctowy (AOA), a-aminooksy-B-fenyloalaninowy (AOPP),
chlorowodorek O-benzylohydroksyloaminy (OBHA), 2-aminoindan-2-fosfonowy (AIP) oraz
poliwinylopirolidon (PVP). Pozywke regeneracyjng suplementowano AIP i PVP. Komorki
pochodzace z protoplastéw dzielity si¢ na wszystkich pozywkach z wyjatkiem tych
zawierajgcych AOA (we wszystkich testowanych stezeniach) oraz 3% PVP, ktére hamowaty
podzialy. Cytometria przeplywowa wykazata, ze regeneranty uzyskane z kultur traktowanych
10 uM AIP i 1% PVP byly diploidami, natomiast wyzsze stezenia tych zwigzkow (100 uM AIP
i 3% PVP) hamowatly regeneracj¢. Traktowanie protoplastow AOPP i OBHA skutkowalo
regeneracja roslin tetraploidalnych. Analiza metabolomiczna wykazata, ze AIP istotnie obnizat
zawartos¢ zwiazkow fenolowych, zwlaszeza rutyny i zwiekszat stosunek zredukowanego do
utlenionego glutationu, co wskazuje na zmniejszenie stresu oksydacyjnego. Analiza
transkryptomiczna wykazata podwyzszong ekspresje gendéw zwigzanych z embriogeneza

somatyczna (np. LEC2, BBM, WUSCHEL) w kalusie traktowanym AIP.

W publikacji P4 pani Reneé Pérez Pérez uczestniczyla w opracowaniu koncepcji badan,
zaktadata kultury protoplastow oraz eksperymenty regeneracyjne, mierzyla zawarto$é

zwiazkow fenolowych i flawonoidow oraz brata udziat w pisaniu manuskryptu.

Uwagi krytyczne:

1. Wstep — opis heterostylii u Fagopyrum i opis morfologii kalusa sg zbyt rozbudowane,
zajmujgc az cztery strony. Obie kwestie wykraczaja poza gloéwny zakres rozprawy i
powinny zosta¢ zredukowane do minimum. Dla kontrastu, informacje o kulturach
protoplastéw 1 ich fuzji — kluczowe elementy pracy — zostaly przedstawione bardzo
skrotowo. Brakuje krytycznego przegladu dotyczacego izolacji protoplastéw (w tym
enzymow i buforéw), ich oczyszezania, kultury oraz regeneracji. Tylko opis odbudowy

sciany komérkowej jest wystarczajaco szczegétowy. Autorka krétko opisuje podstawy
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hybrydyzacji somatycznej, jednak nie uwzglednia metod selekcji produktéw fuzji, ktére
tez zastosowala w swoich badaniach.

Tematy dotyczace kultur protoplastow i regeneracji powinny zosta¢ omowione tgcznie
z efektami dziatania inhibitoréw fenolowych i adsorbentéw, poniewaz te substancje
byty stosowane w kulturze do poprawy jej efektywnosci. W zwigzku z tym, kolejno$é
publikacji w dyskusji powinna by¢: P1, P2, P4, P3.

Hipotezy (s. 25) — hipoteza 1 jest zbyt ogdlna i pokrywa si¢ z hipoteza 5 (dotyczaca
adsorbentow i1 inhibitoréw fenolowych oraz ich wptywu na kultury protoplastow). Obie
hipotezy powinny =zosta¢ przeredagowane, tak by byly bardziej precyzyjne i
zrznicowane.

W streszczeniach publikacji autorka uzywa nieprecyzyjnych okreslen, np.
wregeneration products” (s. 12), ,.green structures”, ,.study demonstrated the viability
of the protoplast-to-plant system” (s. 46) itd. Ponadto, termin ‘cultivation’ jest bardzo
czesto uzywany przez Autorke w kontekscie kultur in vitro (np. s. 72, 85, 94), podczas
gdy jest on bardziej odpowiedni do uprawy polowej lub szklarniowej. Nalezy unikaé
tego typu niescistosci terminologicznych, bo budzi to watpliwosci co do znajomosci
prawidlowej terminologii.

Materialy roslinne (s. 26) — na poczatku akapitu Autorka wspomina o uprawie roslin
w szklarni, a na koncu akapitu podaje, ze protoplasty izolowano z hipokotyli 1
niedojrzatych zarodkéw. Zwigzek migdzy tymi informacjami nie jest jasny — czy rosliny
szklarniowe stuzyly do pozyskania nasion, z ktérych izolowano zarodki? Jesli tak —
nalezy to jednoznacznie zaznaczy¢ w tekscie; jesli nie — to nalezato pomingé opis
uprawy szklarniowe;j.

P1 (s. 30—44) — w tej publikacji brakuje kluczowej informacji o pochodzeniu materiatow
roslinnych F. tataricum (np. odmiana, linia hodowlana, inne Zzr6dto). Powinno to zostaé

uzupelnione.

Pytania:

k

We wstepie (s. 17) oraz w tekscie publikacji P1, P2, P3 autorzy uzywajg terminu ,,cell
aggregate”, natomiast w publikacji P4 —  cell colony”. Prosze wyjasni¢ réznicg miedzy
tymi pojgciami w kontekscie kultur tkankowych roslin.

P1 (s. 29) — opis pozywki BM wymaga rewizji, poniewaz podane st¢zenia molowe sg
nierealistycznie wysokie. Przyktadowo, 6 M pirydoksyny to ok. 1015 g/l, co jest dalece



nieprawidtowe. Najprawdopodobniej wystapilty bledy w obliczeniach. Prosz¢ o
ustosunkowanie si¢ do tej kwestii.

3. P1 - autorzy zastosowali dwa systemy unieruchamiania komorek: btonki alginianowe 1
krople agarozowe. Jakie sa metody i korzysci unieruchamiania protoplastéw? Prosze
omowi¢ potencjalne wady i zalety obu metod zastosowanych w pracy, rOwniez w
kontekscie réznych objgtosei zastosowanych do tworzenia btonek i kropli.

4. P1 (s. 41) — dlaczego autorzy uzyli réznych antybiotykow (tikarcyklina disodowa i
cefotaksym disodowy) w kulturach protoplastéw pozyskanych z kalusa i hipokotyli?
Prosze o wyjasnienie tej kwestii, bioragc pod uwage, ze niektére antybiotyki moga
wykazywacé aktywnos¢ podobna do auksyn.

5. W kilku miejscach (np. s. 39, 57, 58 itd.) autorzy uzywaja okreslenia ,profoplast
division”, ktore jest nieprawidlowe. Prosze o uzasadnienie, dlaczego sformutowanie to
jest bledne.

6. P4 — badanie wykazato, ze zastosowanie AOPP i OBHA w pozywce skutkowalo
regeneracjg roslin tetraploidalnych. Prosze przedstawi¢ mozliwe wyjasnienie tego

zjawiska.

Podsumowanie

Rozprawa pani Reneé Pérez Pérez poglebia wiedze z zakresu nauk biologicznych w kontekscie
wptywu warunkéw kultury na funkcjonowanie komorki roslinnej (zywotnosé, regeneracja
sciany komorkowej, podziaty komoérkowe), oraz przedstawia molekularng i metaboliczng role
zwigzkow fenolowych w regeneracji roslin in vitro. Praca zaowocowata réwniez opracowaniem
protokotu do indukcji somatycznej hybrydyzacji u Fagopyrum z wykorzystaniem elektrofuzji

oraz systemu do manualnej selekcji komorek hybrydowych z wykorzystaniem barwienia

roéznicowego i mikromanipulacji.

Udzial pani Reneé Pérez Pérez w realizacji pracy przedstawionej w rozprawie byt istotny i
spelnia wymagania ustawodawcy dotyczace wspotautorstwa, w tym kryterium indywidualnego
wkiadu kandydata. Oprocz czterech publikacji zawartych w rozprawie, Doktorantka byta
wspétautorkg trzech rozdzialéow w monografiach ,Methods in Molecular Biology”
wydawnictwa Springer. Wyniki badan zostaly takze zaprezentowane ustnie na dwdch
konferencjach krajowych i w formie plakatu na jednej konferencji zagranicznej. W trakcie
studiéw Doktorantka odbyta réwniez dwumiesigczny staz zagraniczny na Uniwersytecie w

Heidelbergu.



W zwigzku z powyzszym, stwierdzam, ze rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie
postawionego problemu badawczego, opiera si¢ na wlasciwej metodologii i spetnia wymagania
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2024, poz. 1571). Wnioskuj¢ zatem do Rady Naukowej Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszezenie

pani Reneé Pérez Pérez do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

" / ‘ \‘__,. o)
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Dr hab. inz. Agnieszka Kietkowska, prof. URK

Z uwagi na fakt, iz doktorantka nie postuguje sie jezykiem polskim, ponizej dotgczono rowniez
tlumaczenie powyzszego tekstu na jezyk angielski w punktach dotyczacych komentarzy i kwestii do
wyjasnienia.

Critical comments:

1. Section Introduction — the description of heterostyly in Fagopyrum and the description of callus
are overly extensive, occupying a total of four pages. Both topics fall outside the main scope of
the dissertation and should be reduced to a minimum. In contrast, the information concerning
protoplast cultures and protoplast fusion—key elements of the dissertation—is presented very
briefly. The Introduction lacks a critical overview of protoplast isolation (including enzymes
and buffers), purification, culturing, and the regeneration process. Only the description of cell
wall reconstruction is adequate and sufficiently detailed. The Author briefly outlines the basics
of somatic hybridization; however, the methods of selection of fusion products are missing.

2. Topics related to protoplast cultures and regeneration should be discussed together with the
effects of phenolic inhibitors and adsorbents, as these substances were applied during culture,
not during electrofusion experiments. Accordingly, the order of publications in the discussion
should be revised to: P1, P2, P4, P3.

3. Section Hypothesis, page 25 — hypothesis 1 is too general and shares similar content with
hypothesis 5 (regarding phenolics adsorbents and inhibitors and their effect on protoplast
cultures). Both hypotheses should be rewritten to ensure greater precision and differentiation.

4. In the summaries of presented papers, the Author used imprecise descriptions such as
‘regeneration products’ on page 12, ‘green structures’, ‘study demonstrated the viability of the
protoplast-to-plant system’ on page 46, and other similar. Furthermore, the term cultivation is
repeatedly used (e.g., pages 72, 85, 94, etc.) in the context of in vitro tissue cultures, whereas
this term is more commonly associated with field or greenhouse conditions. Such usage may
suggest a lack of familiarity with correct scientific terminology and should be corrected and
avoided in the future.

5. Section Plant Materials, page 26 — in the first paragraph, the Author provides information on
plant growth in the greenhouse, and at the end of the paragraph states that protoplasts were
isolated from hypocotyls and immature embryos. However, the connection between those two
aspects is unclear. Were the greenhouse-grown plants used for seed production, with the seeds
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subsequently used for embryo extraction? If so, this should be explicitly stated; if not, the
description of plant cultivation should be omitted.

P1, pages 30-44 — this publication lacks crucial information on the plant material of Fagopyrum
tataricum (e.g., cultivar, breeding line, or other source material). This should be specified.

Questions:

1.

Section Introduction, page 17, and in publications P1, P2, P3 authors use terms ‘cell aggregate’
and in publication P4 they refer to ‘cell colony’. Please clarify the distinction between those two
in the context of plant tissue cultures.

P1, page 29 — the description of BM medium requires revision, as the reported molar
concentrations are unrealistically high. It seems likely that there were errors in calculations, as
i.e. 6M of pyridoxine corresponds to approximately 1015 g per liter, which is implausible.
Please explain.

P1 — Authors applied two systems of cell immobilization, namely alginate layers and agarose
beads. What are the methods and benefits of protoplast immobilization? Please discuss the
potential pros and cons of each of method used in the study, also considering the different
aliquots applied for layers and beads.

P1, page 41 — why did Authors used different antibiotics (ticarcillin disodium or cefotaxime
disodium) in callus- or hypocotyl-derived protoplast cultures? Please elaborate on this point
particularly considering that some antibiotics can mimic auxin activity.

In several instances (e.g., pages 39, 57, 58 etc.) the Authors used the term ‘protoplast division.’
This statement is inaccurate. Please propose an explanation why.

P4 — the study showed that application of AOPP and OBHA to the culture medium resulted in
the regeneration of tetraploid plants. Please provide a possible explanation for this outcome.
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