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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Reneé Pérez-Pérez pt. ,Protoplast-based approaches in
Fagopyrum esculentum Moench. and Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn: insights into growth
regulation, regeneration efficiency and hybrid cell wall dynamics”.

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi uchwata Rady Naukowej Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach z 22.05.2025 r.

Uzasadnienie wyboru tematyki badawczej

Od czasu wyizolowania po raz pierwszy przez Edwarda Cockinga w 1960 r. protoplastéw przy
zastosowaniu metody enzymatycznego trawienia S$ciany komodrkowej coraz czesciej
przeprowadza sie manipulacje z wykorzystaniem protoplastéow roslinnych. Majg one gtéwnie
na celu udoskonalenie roslin poprzez zwiekszenie ich produktywnosci oraz zawartosci
substancji biologicznie czynnych. Fuzja protoplastéw jest narzedziem biotechnologicznym o
szerokim zastosowaniu nie tylko w ulepszaniu upraw, ale i podstawowych badaniach
biologicznych. Umozliwia ona tworzenie nowych mieszaricéw somatycznych pochodzacych z
roznych gatunkéw lub odmian. Ponadto przeprowadzenie fuzji protoplastéw pozwala na
wyhodowanie roslin wolnych od patogendéw wirusowych i bakteryjnych, tolerancyjnych na
herbicydy jak réwniez roslin odpornych na dziatanie niekorzystnych czynnikéw srodowiska.
Fuzja protoplastéw pozwala na uzyskanie mieszaficéw roslin, ktérych nie udaje sie otrzymaé
tradycyjnymi metodami hodowli, np. przez krzyzowanie.

Wyprowadzanie kultur protoplastéow i fuzja protoplastéw nie sg uwazane za fatwe
metody. Wymagajg technicznych umiejetnosci i starannej optymalizacji, szczegdlnie w
przypadku niektérych gatunkdw roslin, np. z rodzaju Fagopyrum oraz charakteryzujg sie niskg
czestotliwoscig fuzji i niskim wskaznikiem przezywalnosci. Rodzaj Fagopyrum zawiera bardzo
duzo rdéinego rodzaju zwigzkéw fenolowych, ktdérych synteza i utlenianie negatywnie
wptywajg na zywotnosé kultur in vitro i hamujg proces regeneracji. Z drugiej strony, m.in. w
zwigzku z wysokg zawartoscia zwigzkéw fenolowych, gryka jest cennym, a ciggle
niedostatecznie docenianym gatunkiem uprawnym pod wzgledem wartosci zywieniowej czy
terapeutyczne;.

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy kompleksowej analizy regulacji
procesu regeneracji roslin w kulturach protoplastow gryki zwyczajnej (Fagopyrum esculentum




Moench.) i gryki tatarki (Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn) poprzez optymalizacje metod
izolacji protoplastéw, prowadzenia kultur kalusa i protoplastdw oraz zastosowanie zwigzkéw
chemicznych ograniczajagcych synteze i/lub immobilizujgcych zwigzki fenolowe, ktére
przyczyniajg sie do obumierania kultur.

W pracy po raz pierwszy opisano skuteczng metode elektrofuzji protoplastéow F.
esculentum Moench. i F. tataricum (L.) Gaertn oraz opisano dynamike procesu odbudowy
Sciany komorkowej w komérkach rodzicielskich i hybrydowych u w/w gatunkéw Fagopyrum.

Wybér tematu, cele pracy i metody badawcze uwazam za w petni uzasadnione.

Ocena formalna

Przedtozona do oceny praca doktorska mgr Reneé Pérez-Pérez zostata wykonana w Instytucie
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, pod
kierunkiem dr hab. Alexandra Betekhtin, prof. US (promotor) oraz dr Anny Milewskiej-Handel
(promotor pomocniczy). Badania przedstawione w rozprawie sfinansowano w ramach
projektu Sonata Bis pt.;”Genetic analysis of the Fagopyrum somatic hybrids”
(2020/38/E/NZ9/00033) finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki i kierowanego przez
dr hab. Alexandra Betekhtin, prof. US.

Rozprawa doktorska mgr Reneé Pérez-Pérez sktada sie z cyklu czterech wieloautorskich
artykutéw naukowych opublikowanych w latach 2023-2025. Dwie prace ukazaty sie w BMC
Plant Biology, a dwie w Plant Cell Tissue and Organ Culture. Czasopisma te posiadajg
wspotczynnik wptywu 4,3 i 2,3 wg Web of Science i mieszczg sie odpowiednio w pierwszym
(Q1) i w drugim (Q2) kwartylu w dziedzinie Plant Sciences. Sumaryczny IF artykutéw
sktadajacych sie na rozprawe wynosi 13,2 sumaryczna liczba punktéw MNiSW - 480, a liczba
cytowan — 15 (Web of Science, 30.07.2025).

Doktorantka jest drugg autorka jednej z prac (P1), autorkg z réwnym wktadem z
pierwszym lub drugim autorem dwéch prac (P2 i P4) oraz trzecig autorkg w kolejnej pracy (P3).
Informacje zamieszczone w publikacjach w podrozdziatach , Author Contributions” wskazuja
na wkfad mgr Pérez-Pérez w prowadzenie badan, opracowywanie wynikdéw i przygotowanie
manuskryptéw. Zgodnie z tymi informacjami w dwdch pracach Doktorantka byta rowniez
wspoétautorkg koncepcji badan - definiowania problemu badawczego. W tym miejscu
chciatabym réwniez zaznaczy¢ wazng role pozostatych wspétautoréow publikacji w rozwoju
naukowym Doktorantki, a w szczegdlnosci promotora dr hab. Alexandra Betekhtin, prof. US,
poniewaz realizacja rozprawy doktorskiej byta mozliwa dzieki otrzymaniu przez promotora
projektu badawczego NCN.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka jest wspotautorka trzech rozdziatow w
ksigzce wyd. Springer pt. ,Buckwheat: Methods in Molecular Biology”.

Ponadto, Doktorantka prezentowata wyniki badan w postaci wystgpien ustnych i
posteru na trzech miedzynarodowych konferencjach naukowych: 15th International
Buckwheat Symposium ,Buckwheat for health”, 9th Central European Congress of Life
Sciencess EUROBIOTECH 2024 and 6th Symposium on Physiology and Breeding of Cereals.

Pani mgr Pérez-Pérez odbyta rowniez dwumiesieczny staz w Uniwersytecie w
Heidelbergu w ramach programu Erasmus+.

Ocena merytoryczna
W sktad rozprawy doktorskiej mgr Reneé Pérez-Pérez wchodzg nastepujace publikacje:




1. Zaranek M., Pérez-Pérez R., Milewska-Hendel A.et al. Promotive effect of
phytosulfokine - peptide growth factor - on protoplast cultures development
in Fagopyrum  tataricum (L.)  Gaertn. BMC  Plant  Biol23, 385 (2023).
https://doi.org/10.1186/s12870-023-04402-9

2. Zaranek M., Pérez-Pérez R., Milewska-Hendel A. et al. Efficient and rapid system of
plant regeneration via protoplast cultures of Fagopyrum esculentum Moench. Plant
Cell Tiss Organ Cult 154, 673—687 (2023). https://doi.org/10.1007/s11240-023-02542-
2

3. Sala-Cholewa K., Milewska-Hendel A., Pérez-Pérez, R. et al. Reconstruction pattern of
the cell wall in Fagopyrum protoplast-derived hybrid cells. Plant Cell Tiss Organ
Cult 157, 26 (2024). https://doi.org/10.1007/s11240-024-02740-6

4. Pérez-Pérez, R., Pinski, A., Zaranek, M. et al Effect of potent inhibitors of
phenylalanine ammonia-lyase and PVP on in vitro morphogenesis of Fagopyrum
tataricum. BMC Plant Biol 25, 469 (2025). https://doi.org/10.1186/s12870-025-06440-
X

Na podstawie analizy oswiadczen Doktorantki oraz wspoétautorow publikacji
stwierdzam, ze jej wktad w powstanie prac byt znaczgcy i tym samym zostat spetniony wymaog
formalny stawiany rozprawom doktorskim. Doktorantka brata udziat w wiekszosci prac
eksperymentalnych, ktére obejmowaty: przeprowadzenie doswiadczen, wykonanie pozywek
do kultur in vitro, optymalizacje metod izolacji i prowadzenia kultur protoplastéw, obserwacje
makro i mikroskopowe kultur, przygotowanie preparatéw histologicznych, optymalizacje
metody elektrofuzji protoplastéw i analize wynikéw. Ponadto, uczestniczyta w przygotowaniu
manuskryptéw oraz ich poprawie zgodnie z uwagami recenzentéw.

Publikacje stanowigce rozprawe doktorskg majg charakter eksperymentalny i zostaty
poddane weryfikacji merytorycznej przez recenzentéw w procesie publikowania, dlatego moja
opinia koncentruje sie na ocenie spdjnosci zbioru prac i oryginalnosci wynikow.

Przedstawione do oceny opracowanie (opis cyklu publikacji) zawiera nastepujace
rozdziaty: (1) wykaz artykutéw naukowych wchodzacych w skfad cyklu publikacji, (2)
informacje o zrddle finansowania badan, (3) wykaz stosowanych skrétéw, (4) streszczenie
rozprawy doktorskiej w jezyku polskim, (5) streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku
angielskim, (6) wstep, (7) cele i hipotezy badawcze, (8) materiat i metody badawcze, (9) opis
najwazniejszych wynikéw do zatgczonych publikacji, (10) wnioski, (11) zatgcznik z wykazem
rozdziatow w ksigzce ,, Buckwheat: Methods in Molecular Biology”, ktérych byta wspétautorka
oraz konferencji miedzynarodowych, w ktérych prezentowata wyniki badan, (12) wykaz
literatury oraz (13) oswiadczenia Doktorantki i wspotautordw poszczegdlnych publikacji
dotyczace indywidualnego udziatu w badaniach.

Opis cyklu publikacji zostat przygotowany w sposdb przejrzysty i z duzg starannoscia
zaréwno pod wzgledem jezykowym jak i edycyjnym. We wstepie dobrze opisuje tto
literaturowe dla podjetej tematyki i stanowi bardzo dobre wprowadzenie do lektury dalszej
czesci rozprawy. Doktorantka opisuje w nim rodzaj Fagopyrum, jego znaczenie i wyzwania
hodowlane, kultury tkankowe i protoplastéw, mechanizm odbudowy Sciany komdrkowej
protoplastéw oraz somatyczng hybrydyzacje jako alternatywng droge pokonywania barier
krzyzowalnosci.
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Nastepnie Doktorantka formutuje cele i hipotezy badawcze. Cele zostaty
sformutowane poprawnie dla zweryfikowania przedstawionych hipotez badawczych.

W dalszej czesci rozprawy Doktorantka opisuje w sposdb bardzo syntetyczny, a
zarazem zawierajgcy wszystkie najistotniejsze informacje na temat materiatu roslinnego i
zastosowanych metod badawczych. W mojej ocenie, zaréwno obiekt badawczy jak i
wykorzystane w rozprawie metody zostaty dobrane wtasciwie. Szeroki zakres badan
sktadajacych sie na rozprawe wymagat od Doktorantki poznania i opanowania réznorodnych
technik.

Nastepnie, kolejno opisuje najwazniejsze wyniki poszczegdlnych eksperymentdow
opublikowanych w cyklu prac wchodzgcym w sktad rozprawy. Przebieg eksperymentéw oraz
duza czes¢ wynikdéw zostata przedstawiona w formie graficznej: schematow, wykreséw i
fotografii, co byto duzym utatwieniem dla czytajacego.

Wszystkie prace eksperymentalne sktadajgce sie na rozprawe doktorskg prezentuja
bardzo dobry poziom naukowy, tworzg logiczng cato$é, a uzyskane wyniki sg wartosciowe i w
znaczgco wzbogacajg dotychczasowa wiedze na temat prowadzenia kultur protoplastow gryki
—wydajnos$ci metody, warunkdéw prowadzenia kultury i regeneracji roslin, a przede wszystkim
okreslenie czasoprzestrzennej dynamiki odbudowy i sktadu $ciany komdrkowej hybryd F.
esculentum + F. tataricum. Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze jeden sposrdd trzech
zastosowanych inhibitoréw amoniakoliazy L-fenyloalaniny (PAL), kwas 2-aminoindano-2-
fosfonowy (AIP), hamowat synteze zwigzkéw fenolowych ograniczajgc tym samym poziom
stresu oksydacyjnego, co z kolei sprzyjato wiekszej efektywnosci regeneracji. Zwiekszona
regeneracja roslin po traktowaniu AIP zostata réwniez potwierdzona wyzszg ekspresjg genéw
zwigzanych z embriogenezg: LEC2, BBM oraz WOUSCHEL.

W kolejnej czesci opisu Doktorantka sformutowata wnioski kolejno dla wynikéw badan
zamieszczonych w cyklu publikacji. Wnioski zostaty réwniez opatrzone krétkim
podsumowaniem wykonanych badan i mozliwoscig ich praktycznego zastosowania.

Opis zamyka wykaz 89 pozycji literatury, ktdre scisle zwigzane sg z tematykg badan
podjetg przez Doktorantke.

Za najwieksze osiggniecia badawcze prezentowane przez Doktorantke uwazam:

- optymalizacje metody regeneracji roslin gryki z protoplastéw izolowanych z kalusa, ktdra
doprowadzita do zwiekszenia wydajnosci o prawie 30% i skrocenia czasu regeneracji od kilku
do kilkunastu miesiecy w poréwnaniu z danymi literaturowymi dotyczacymi regeneracji roslin
z protoplastow izolowanych z hipokotyli,

- wykazanie, ze syntetyczny regulator wzrostu tidizauron (TDZ) i aktywny biologicznie
pentapeptyd, a-fitosulfokine (PSK-a), stymulujg podziaty komorek, tworzenie kolonii komadrek
i regeneracje w kulturach protoplastéw,

- otrzymanie hybrydowych komorek F. esculentum + F. tataricum oraz udowodnienie braku
znaczacych réznic w poczagtkowym okresie formowania de novo $ciany komorkowej hybryd w
poréwnaniu do protoplastdw rodzicielskich F. esculentum i F. tataricum,

- wykazanie, ze kwas 2-aminoindano-2-fosfonowy (AIP) znaczgco zmniejsza stres oksydacyjny
w kulturach protoplastow i zwieksza ekspresje gendw regulujgcych embriogeneze.

Podsumowujgc stwierdzam, iz dysertacja zostata przygotowana poprawnie, w sposob
zgodny z wymogami stawianymi pracom doktorskim. Rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu i ma bardzo duzg warto$é poznawczy. Po raz pierwszy opisano
protokoty wydajnej izolacji protoplastéw i regeneracji roslin gryki oraz elektrofuzji F.



esculentum + F. tataricum. O znaczeniu i jakosci badan swiadczy réwniez ich publikacja w
renomowanych czasopismach naukowych.

Analizujac wyniki prac sktadajacych sie na rozprawe jako spdjna catos¢, prosze Doktorantke o
odniesienie sie do kilku kwestii:

1. Zmiany ploidalnosci roslin gryki tatarki obserwowano po zastosowaniu dwdch
inhibitoréw PAL: AOPP i OBHA (praca P4), czy zdaniem Doktorantki warunki
prowadzenia kultur lub zastosowane regulatory wzrostu (prace P1 i P2) mogty zmienic
ploidalnos¢ zregenerowanych roslin?

2. Jakie czynniki wedtug Doktorantki zdecydowaty o sukcesie elektrofuzji protoplastow
gryki zwyczajnej z gryka tatarka?

3. Jakie zmiany zachodzg podczas pdzniejszych etapédw formowania de novo Sciany
komodrkowe] hybryd i protoplastdw macierzystych? Czy zdaniem Doktorantki mozliwa
jest regeneracja takich hybrydowych roslin i co jg ogranicza na obecnym etapie badan?

4. W jakim celu Doktorantka przeprowadzata fuzje protoplastow gryki zwyczajnej z gryka
tatarka? Jakie mozliwosci dla rolnictwa i przemystu stwarza wytworzenie takich
hybryd? Jakie cechy gryki zwyczajnej i gryki tatarki bytyby pozgdane przez rolnikéw i
konsumentéw w ,,super hybrydzie” w/w gatunkéw?

Whiosek korncowy

Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskag mgr Reneé Pérez-Pérez oceniam pozytywnie.
Na podkreslenie zastuguje wieloaspektowa analiza procesu morfogenezy w kulturach
protoplastéw gryki oraz skuteczna elektrofuzja protoplastow gryki zwyczajnej z gryka tatarka
przeprowadzona przez Doktorantke, wtasciwy wybor materiatu badawczego, wskazanie
udziatu regulatoréw wzrostu i inhibitoréw syntezy zwigzkéw fenolowych w tym procesie oraz
potencjalne zastosowanie aplikacyjne uzyskanych wynikdéw.

Podsumowujgc stwierdzam, ze pod wzgledem formalnym i merytorycznym oceniana
dysertacja mgr Reneé Pérez-Pérez spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, zawarte
w art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024
poz. 1571).

W szczegdlnosci stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje
0golng wiedze teoretyczng Pani mgr Reneé Pérez-Pérez z zakresu nauk biologicznych.
Whioskuje zatem do Rada Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani mgr Reneé Pérez-Pérez do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Krakéw, 04.08.2025 r. EDYTA
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