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Podstawa prawna

Podstawa wykonania recenzji jest uchwata Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach z dnia 15.07.2021 powotujaca
recenzentow do oceny rozprawy ,Analiza udziatu biatek $ciany komérkowej w odpowiedzi na
stres temperaturowy u modelowego gatunku trawy Brachypodium distachyon” przedtozonej
przez jej autora mgr Artura Pinskiego. Uchwata zostata podjeta zgodnie z art. 14 ust. 2 pkt. 2
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
1 tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity Dz.U.z 2017 r., poz. 1789) w zwigzku z art. 179 ust. 1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie
wyzszym I nauce (Dz. U. z 2018 r, poz. 1669). W zwiazku z powyzszym, w recenzji
uwzgledniono wymagania i sformutowano konkluzje na podstawie przepiséw zawartych
w wyzej wymienionych ustawach.

Opis rozprawy
Badania bedace podstawa do rozprawy zostaly wykonane w Zespole Cytogenetyki
i Biologii Molekularnej Roslin w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego. Promotorem jest prof. dr hab. Robert
Hasterok, a promotorem pomocniczym dr hab. Alexander Betekhtin, prof. US. Rozprawa
zostata przygotowana w roku 2021. Badania bedace przedmiotem rozprawy byly
finansowane w ramach dwdch projektéw badawczych NCN: 1) Harmonia-6
nr 2014/14/M/NZ2/00519 realizowany w latach 2015-2019 i ktérego kierownikiem byt
promotor prof. dr hab. Robert Hasterok oraz 2) Preludium-16 nr 2018/31/N/NZ1/01418,
realizowanego zgodnie z planem w latach 2019-2022 i ktérego kierownikiem jest autor
rozprawy mgr Artur Pinski.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi cykl trzech artykutéw naukowych
opatrzonych wspolnym opracowaniem.
1) Pinski A, Betekhtin A, Sala K, Godel-Jedrychowska K, Kurczynska E, Hasterok R.
Hydroxyproline-rich glycoproteins as markers of temperature stress in the leaves of
Brachypodium distachyon. Int ] Mol Sci 2019, 20(10), 2571, d0i:10.3390/ijms20102571.



2) Pinski A, Betekhtin A, Skupien-Rabian B, Jankowska U, Jamet E, Hasterok R. Changes in the
cell wall proteome of leaves in response to high temperature stress in Brachypodium
distachyon. Int ] Mol Sci 2021, 22(13), 6750, doi: 10.3390/ijms22136750.

3) Hus K, Betekhtin A, Pinski A, Rojek-Jelonek M, Grzebelus E, Nibau C, Gao M, Jaeger K.E,
Jenkins G, Doonan J.H, Hasterok R. A CRISPR/Cas9-based mutagenesis protocol for
Brachypodium distachyon and its allopolyploid relative, Brachypodium hybridum. Front
Plant Sci 2020, 11, 614, doi:10.3389/fpls.2020.00614.

Artykuly zostaty opublikowane w miedzynarodowych czasopismach naukowych
o uznanej renomie i charakteryzujacych sie znaczacymi wskaznikami bibliometrycznymi tj:
dwa artykuty w International Journal of Molecular Science (aktualny IF: 5,923; 140 pkt. w listy
czasopism MEiN za lata 2019 i 2021) i jeden artykut w Frontiers in Plant Science (aktualny IF:
5,753; 100 pkt. w listy czasopism za rok 2020). Rozprawa obejmuje oprocz artykutow,
streszczenie w j. polskim i angielskim, spis tresci i wykaz artykutéw stanowigcych cykl,
przeglad literatury stanowigcy wprowadzenie do prowadzonych badan, cel badan, rozdziat
poswiecony wykorzystanym materiatom i metodom oraz omdéwienie wynikéw i ich dyskusje.
Czes$¢ opisowa zamyka sze$¢ wnioskow podsumowujacych badania i spis wykorzystanej
literatury. Opracowanie to jest podsumowaniem tresci zawartych w cyklu trzech artykutow.
Doktorant jest pierwszym autorem w dwdch pierwszych artykutach i trzecim sposrdd
jedenastu w trzecim artykule. We dwéch pracach Doktorant uczestniczyt w opracowywaniu
koncepcji badan i projektowaniu do$wiadczen, przeprowadzat eksperymenty i analizowat
uzyskane wyniki. Ponadto w pracy pierwszej analizowat ekspresje genéw, wykonat
dokumentacje graficzng obserwacji mikroskopowych i opracowat manuskrypt w wersji
oryginalnej i koncowej. W pracy drugiej zajmowat sie analizg biatek i ekspresjg gendw,
opracowat manuskrypt w wersji oryginalnej i koncowej, zdobyt srodki na badania. W pracy
trzeciej uczestniczyl w planowaniu eksperymentéw, wykonywat je i analizowat wyniki oraz
uzyskat mutanty z inaktywowanymi genami. Cato$ciowo, Jego wktad w powstanie artykutow
jest znaczacy, co potwierdza pierwsza pozycja na liScie autoréow (dwa artykuty) i przypisana
rola autora Kkorespondencyjnego (jeden artykut), i co jest zgodne z os$wiadczeniami
pozostatych wspétautoréw dotaczonych do rozprawy jak i deklaracjami opisujagcymi wkiad
autoréw zawartymi bezposrednio w opublikowanych artykutach.

Ocena merytoryczna rozprawy

Przestanka do podjecia badan opisanych w rozprawie sg zmiany klimatyczne, ktérych
nasilajgce sie skutki negatywnie oddziatujg na $rodowisko. Szczeg6lnie wrazliwe na zmiany
temperatury i dostepnosci wody sa rosliny uprawne, ktére stosowane w nowoczesnej
produkcji rolniczej wymagaja zapewnienia rygorystycznych warunkéw. Nawet niewielkie
anomalie w trakcie okresu wegetacyjnego zaburzajgce zdolno$¢ roslin do pobierania wody
i sktadnikéw mineralnych, modyfikujgce procesy metaboliczne zachodzace w komoérkach
itym samym wplywajace na funkcjonowanie catych organizmdéw zwykle prowadzg do
obnizenia plonu jak i jego jako$ci. Skutkuje to produktami rolnymi o obnizonej wartosci
odzywczej, przydatno$ci do spozycia, przechowywania i przetwarzania w produkcji
przemystowej. Straty ekonomiczne sa odczuwalne przez producentéw, a wywotane nimi
podwyzki cen surowcéw rolnych i przetworzonych produktéw niosg za soba dodatkowe
obcigzenie dla konsumentéw. Nowoczesne, zrownowazone rolnictwo oparte o bezpieczne
wykorzystanie zasoboéw naturalnych wymaga wdrazania do produkcji rolniczej odmian
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charakteryzujacych sie tolerancjg na szereg stresow, w tym abiotycznych takich jak stres
temperaturowy. Uzyskanie takich form wuprawnych wymaga najpierw zrozumienia
mechanizméw reakcji roslin na stres, a w szczegdlnoSci mechanizméw genetycznych
odpowiedzialnych za reakcje obronng i adaptacyjna. Reakcja ta jest zawsze wielopoziomowa
i objawia sie zmianami ekspresji genéw prowadzacymi do modyfikacji sktadu biatkowego
i metabolitéw zaangazowanych w tak rdznorodne i ztozone procesy jak chociazby
fotosynteza, transport, przekazywanie sygnatéw czy budowa komoérek, tkanek i organdéw.
Szczegblng role ochronng przed réznymi stresami stanowi $ciana komdrkowa. Dlatego
zrozumienie zmian zachodzacych w jej sktadzie i strukturze oraz jakie mechanizmy prowadza
do tych zmian stanowi kluczowe wyzwanie. Ich poznanie, w dobie galopujacego postepu
metod precyzyjnej inzynierii genetycznej, umozliwi projektowanie rearanzacji materiatu
genetycznego majace na celu aktywowanie i utrwalanie zmian prowadzacych w efekcie do
pozyskania materialéw roélinnych wyrézniajacych sie nowymi cechami sprzyjajacymi
funkcjonowaniu roélin w warunkach stresowych i tym samym warto$ciowych dla
zapewnienia bezpieczenstwa zywnoSciowego w przysztosci. Z tych wzgledéw podjeta
tematyka badawcza przez Autora rozprawy jest w peini uzasadniona i wazna. Doktorant
zmierza bowiem do poznania mechanizméw odpowiedzi roslin na stres temperaturowy
poprzez badanie biatek $ciany komoérkowej. Znaczenie réznych biatek wystepujgcych w
Scianie komdrkowej w kontek$cie reakcji ro$lin na stres przedstawil w rozdziale
zatytulowanym Wprowadzenie. Krétko i przejrzyScie wskazane zostaty gtéwne grupy biatek
ze szczegdlnym uwzglednieniem tych, ktére byty przedmiotem badan Doktoranta.
Wprowadzenie zawiera takze wyjasnienie uzycia Brachypodium distachyon jako materiatu
badawczego z uwagi na jego modelowy charakter. Nalezy przyzna¢, ze dobdr gatunku jest
trafny witasnie z uwagi na postep jaki w ostatnich latach zostat dokonany pod wzgledem
poznania genomu i budowy komodrkowej tego reprezentanta roslin zbozowych, w czym
niewatpliwie znaczaca role odgrywa zesp6t naukowcéw Uniwersytetu Slaskiego, z ktérym
Doktorant ma mozliwo$¢ wspotpracy. Pomimo duzej skrétowosci rozdziatu wprowadza on w
najistotniejsze zagadnienia uzasadniajgce podjeta tematyke i wyznacza kierunki badawcze
realizowane w trakcie doktoratu i opisane w rozprawie.

Gléwnym celem badawczym byto scharakteryzowania zmian w $cianie komérkowej u
B. distachyon pod wzgledem sktadu biatkowego w odpowiedzi na stres wywotany niska (4 °C)
1 wysoka temperaturg (40 °C) wzgledem optymalnej (ok. 21 °C). W szczegélnosci celami byto
okreslenie rozmieszczenia epitopdw AGP i ekstensyn w lisciach w warunkach kontrolnych
iich zmiany po traktowaniu niska i wysoka temperaturg. W dalszej kolejno$ci powigzanie
tych zmian z profilem ekspresji genéw kodujacych badane grupy biatek. Ostatecznym celem
byto uzyskanie mutantéw z inaktywowanymi genami kodujagcymi wybrane w toku badan
biatka Sciany komérkowej tj. biatko arabinogalaktanowe typu Fasciclin i metyloesteraze
pektynowa.

Dla realizacji powyzszych celéw Doktorant przeprowadzit szereg eksperymentéw
ianaliz immunocytochemicznych, proteomu $ciany komérkowej, ekspresji genéw, a takze
ukierunkowanej mutagenezy z wykorzystaniem wektoréw CRISPR/Cas9. Zar6éwno materiat
badawczy jak i metody stosowane we wszystkich pracach zostaly zwieZle i spéjnie
przedstawione w rozdziale Materiat i metody. Dzieki temu Doktorant unikngt zbednych
powtdrzen przy omawianiu poszczegblnych artykutéw. Dobdér materialu i metod, uktad
do$wiadczalny i zastosowane metody analizy wynikéw uwazam za trafny. Udziat Doktoranta

w wykonywaniu réznorodnych analiz od przygotowania preparatéw i wykonania obserwacji
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mikroskopowych poprzez analizy genetyczne i proteomu po inzynierie genetyczng wektoréw
oraz transformacje genetyczng protoplastéw i uzyskanie zmutowanych roslin w warunkach
kultur in vitro wskazuje na opanowanie przez Autora rozprawy szerokiego wachlarza
narzedzi, technik i metod badawczych zaréwno tych rutynowo stosowanych w badaniach
biologicznych jak i tych wymagajacych poglebionej wiedzy i duzego do$wiadczenia.

Rozprawa doktorska musi charakteryzowac¢ sie nowoscig osiggnie¢ o znaczeniu dla
rozwoju dyscypliny naukowej oraz w przypadku cyklu publikacji, merytoryczng ich
spojnoscia. Zaprezentowane w rozprawie artykuty z wynikami badan niewatpliwie spetniaja
te wymagania. Jak wspomniano powyzej, wszystkie prace koncentrujg sie wokét wspélnego
celu, obejmuja jeden dobrze zdefiniowany materiat badawczy wyKkorzystywany we
wszystkich badaniach, ktéry poddawany jest ustalonemu traktowaniu stresorem. Analizy
i wnioski ukierunkowane sg na zdefiniowana grupe zwigzkéw i genéw je kodujacych. Opisane
eksperymenty tacza sie w logiczny ciag, w ktérych wyniki wczeéniejszych badan implikuja
decyzje o ksztatcie i zakresie kolejnych eksperymentéw. W wyniku ztozonych badan
Doktorant uzyskat nowe warto$ciowe wyniki, ktére poszerzaja obecng wiedze dotyczaca
budowy $ciany komérkowej i zmian w niej zachodzacych w wyniku proceséw aktywacji
irepresji wskazanych gendéw i zachodzacych pod wplywem oddizatywania stresu
temperaturowego. Wyniki te i wyptywajace z nich wnioski bedg przydatne przy planowaniu
i realizowaniu kolejnych etapéw badan wykraczajacych juz poza zakres niniejszej rozprawy.
Ponadto, opracowane zostaty nowe metodyki umozliwiajgce planowanie i wykonanie
ukierunkowanej mutagenezy Brachypodium z wykorzystaniem systeméw opartych
o mechanizm CRISPR/Cas9. Poszerzony zostat zatem warsztat badawczy dla przysztych
badan biologicznych w tym gatunku. Zostaty takze wytworzone unikalne materiaty badawcze
stanowigce mutanty typu knockout, ktore bedg stanowity dogodny przedmiot kolejnych
eksperymentéw dla zdobycia dalszych wynikéw dotyczacych funkcjonowania roslin
w warunkach stresu.

Do najwazniejszych oryginalnych osiggnie¢ zaprezentowanych w rozprawie
zaliczytbym:

1) zobrazowanie rozmieszczenia biatek Sciany komdrkowej w poszczegdlnych tkankach liscia

B. distachyon,

2) wykazanie zmian obecnosci biatek AGP, ale nie ekstensyn, w wyniku traktowania stresem
niskiej 1 wysokiej temperatury oraz lokalizacje tych zmian do okreslonych tkanek liscia,

3) wykazanie znacznie bardziej znaczacych zmian wywotanych wysoka temperaturg
w stosunku do traktowania niska temperatura,

4) wskazanie gendéw, ktérych ekspresja ulega zmianie w wyniku traktowania stresem
temperaturowym 1 wykazanie réznej reakcji w zaleznosci czy stres wywotywany jest niska
czy wysoka temperatura,

5) wskazanie biatek $ciany komdrkowej uczestniczacych w reakcji na stres temperaturowy
oraz zmian budowy niektdrych z nich oraz zwiazek z budowa Sciany komdrkowe;j,

6) uzyskanie mutantdéw funkcjonalnych w obrgbie gendéw biatka AGP typu Fasciclin
1 metyloesterazy pektynowej stanowiacych unikalne materiaty do dalszych badan.

Uwagi i pytania

Cata rozprawa zostata przygotowana starannie pod wzgledem redaktorskim z jasno
wydzielonymi rozdziatami i podrozdziatami. Opis metod, wynikéw i dyskusja napisane s3
logicznie, zwiezle i w przejrzysty sposéb, z uzyciem fachowej poprawnej terminologii
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naukowej, z przestrzeganiem regut pisowni. Rozdziat wprowadzajacy sprawia jednak

wrazenie niedopracowanego pod wzgledem jezykowym (np. ,wyniki badan s3 /../

niejednorodne pod wzgledem obszaréw geograficznych”; powiekszajaca sie populacja ludzi

i zmniejszajgca sie powierzchnia gruntéw /../ wymusza wzrost produktywnosci roslin”;

,Badania /../ skupialy sie na Brachypodium”; ,B. distachyon posiada /../ genom

referencyjny”), czego nie mozna zarzuci¢ kolejnym rozdziatom. Z drobnych uwag chciatbym

takze zwr6ci¢ uwage na kilkukrotne btedne stosowanie okres$lenia "hodowla”. Poprawne
znaczenie tego terminu odnosi sie do procesu tworzenia lub reprodukcji odmian, a nie
uprawy ro$lin, cho¢ potocznie czesto wtasnie tak jest stosowany.

Uwazam takze, ze nie maja specjalnego uzasadnienia zawarte w opracowaniu
rozwazania na temat efektywnos$ci systemu ukierunkowanej mutagenezy i frekwencji
wystepowania okre§lonych typéw mutacji w przypadku poréwnywania zaledwie Kkilku
mutantow.

Kilka aspektéw jest w mojej opinii wartych dyskusji. Prositbym o ustosunkowanie sie
podczas obrony do ponizszych kwestii.

1. Prositbym o komentarz dotyczacy stwierdzenia zawartego w rozdziale wprowadzajgcym,
ktére mnie zaintrygowato i méwigcego, ze biatka $ciany komdérkowej stanowig do 10%
suchej masy u roslin dwuliSciennych i do 1% u roélin jednolisSciennych. Czym mozna
ttumaczy¢ tak duza réznice i jakie moze mie¢ to znaczenie dla funkcjonowania roslin?

2. W pracy wykrywana byta obecno$¢ réznych epitopéw, np. AGP, dzieki zastosowaniu
zestawu przeciwcial monoklonalnych. Prositbym o krétkie oméwienie na czym polegaja
réznice w budowie epitopéw i jakie ma to implikacje pod wzgledem funkcji epitopow.

3. Prositbym o komentarz, jak mozna ttumaczy¢ silniejsze zmiany w sktadzie Scian
komérkowych i ekspresji gendw zaobserwowane przy stresie podwyzszong temperaturg
w stosunku do stresu niskg temperatura.

4. Prositbym o opinie, czy przeprowadzanie testow skutecznosci wektoréw CRISPR/Cas9
poprzez dostarczanie ich do protoplastéw ma uzasadnienie w Swietle uzyskanych
wynikéw i czy nalezy zatem takie testy w przysztosci przeprowadzac?

Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa jest warto§ciowym opracowaniem naukowym stanowigcym
oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Calos¢ badan jest logicznie zaplanowana
i zrealizowana z uzyciem wtasciwych metod w celu uzyskania zaktadanych celéw, a wyniki
poszerzaja dotychczasowa wiedze. Przedstawiona rozprawa wskazuje takze, ze mgr Artur
Pinski wykazuje ogélng wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejetno$¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Konkludujac, uwazam ze praca spetnia warunki wymagane Ustawg z dnia 14.03.2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz.595), z p6zniejszymi zmianami z dnia 18.03.2011 roku (Dz. U. Nr 84,
poz.455), w zwigzku z art. 179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669)
i wnioskuje do Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach o jej przyjecie i dopuszczenie mgr. Artura Pinskiego do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
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Krakéw, 17 wrzeénia 2021 ' prof. dr hab. Rafat Baranski



