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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Alicji Tomasiak pt. ,,Kompleksowa analiza epigenetyczna
procesdéw reprogramowania komoérkowego w tkankach hodowanych in vitro oraz in vivo-

badania porownawcze gatunkéw Fagopyrum.”.

Przedmiot rozprawy

Obiektem badan byty dwa gatunki gryki (Fragopyrum) tj. gryka tatarka (F. tataricum)
i gryka zwyczajna (F. esculentum). Przeprowadzone badania dotyczyly z jednej strony analizy
proceséw réznicowania komodrek kalusa embriogennego F. esculentum oraz kalusa
morfogennego i niemorfogennego F. tataricum pod katem jego morfologii, jak roéwniez
okreslenia zmian w poziomie wystgpowania wybranych markerow epigenetycznych
(metylacja, acetylacja) w okreslonych przedziatach kultury. Ponadto przeprowadzono analizy
poziomu metylacji DNA podczas rozwoju kwiatow obu gatunkéw gryki réznigcych sie
sposobem zapylania (obcopylna F. esculentum i samopylna F. tataricum). Poziom metylacji
badano w wybranych elementach kwiatéw zamknigtych i otwartych (ptatki, nektarniki,
zalaznie, znamiona stupka). Badania begdace przedmiotem rozprawy byly finansowane ze
srodkow Narodowego Centrum Nauki i zostaty wykonane w Instytucie Biologii, Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach pod kierunkiem dr hab.

Alexandra Betekhtina prof. US oraz promotora pomocniczego, dr Agnieszki Braszewskiej.

Struktura pracy

Dysertacja obejmuje 52 strony maszynopisu zawierajagce wykaz publikacji
wchodzacych w skiad rozprawy, wykaz skrétow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wstep, cel i hipotezy badawcze, metodyke i omoéwienie wynikéw wraz z dolgczonymi
publikacjami. Na koncu pracy dotgczone zostaly o$wiadczenia wspétautorow publikacji.

Zasadniczg czes¢ dysertacji stanowia cztery powigzane tematycznie publikacje (P1-P4), ktére
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ukazaly si¢ w latach 2022-2024 w renomowanych czasopismach z dziedziny nauk
biologicznych tj. International Journal of Molecular Sciences (P1), Plant Cell, Tissue and Organ
Culture (P2), Frontiers in Plant Science (P3) oraz BMC Plant Biology (P4). Publikacje zostaly
poprzedzone ogdlnymi streszczeniami w jezyku polskim, ktére podsumowujg zakres prac i
najwazniejsze wnioski. Parametry bibliograficzne dysertacji to sumaryczny IF 16,3;

sumaryczne punkty MNiSW 480.

Hipotezy, cele oraz zastosowane metody

Autorka sformulowala trzy hipotezy badawcze. Pierwsza z nich, dotyczaca roli
epigenetyki w procesach rozwojowych komorek roslinnych oraz przeprogramowania
komorkowego jest raczej ogdlna i mozna ja zasadniczo uznac za juz wczesniej zweryfikowang
przez inne zespoly badawcze, natomiast nie byla testowana specyficznie u gryki. Dwie
pozostale hipotezy, dotyczace korelacji migdzy zmianami epigenetycznymi a ekspresjg genow
kodujgcych biatka i polisacharydy zaangazowane w przebudowe $ciany komorkowej w
komorkach kalusa podczas kultury in vitro oraz réznic w poziomie metylacji DNA w kwiatach
gryki sa oryginalne, co spetnia wymdg nowosci naukowej przedstawionej do recenzji rozprawy
doktorskie;j.

Cel pracy zostal zdefiniowany w postaci 4 punktéw i obejmowat kolejno: (1) przeglad
dostepnej literatury podsumowujacy dotychczasowe badania na gatunkach Fagopyrum w
kulturach in vitro ; (2) oceng globalnych zmian w modyfikacjach biatek histonowych i metylacji
DNA w kalusach F. esculentum i F. tataricum o zroznicowanej zdolno$ci do embriogenezy; (3)
zbadanie korelacji migdzy poziomem modyfikacji epigenetycznych w genach kodujacych
biatka i polisacharydy sciany komoérkowej a procesami odrdznicowania i réznicowania w
kalusach F. tataricum o ré6znym potencjale do regeneracji; (4) ocen¢ poziomu zmian metylacji
DNA oraz ekspresji genéw kodujacych metylazy i demetylazy DNA w kwiatach gryki na
roznym etapie rozwoju.

W dysertacji zastosowano szeroki wachlarz technik obejmujacy kultury in vitro,
utrwalanie materialow roslinnych i ich preparatyke, barwienia cytologiczne (bfekit toluidyny)
oraz immunocytochemiczne z wykorzystaniem przeciwciat, obserwacje mikroskopowe ($wiatto
przechodzace i fluorescencja), reakcje immunoprecypitacji chromatyny (ChIP-qPCR) i techniki

molekularne (elektroforeza, fancuchowa reakcja polimerazy (PCR), ilosciowy PCR (qPCR)), a

takze analizy bioinformatyczne oraz statystyczne.



Najwazniejsze wyniki

Publikacja P1 (Tomasiak i in. 2022) ma charakter przeglgdowy. Opisuje badania i
postepy w kulturach in vitro rodzaju Fagopyrum. Praca zawiera podrozdzialy dotyczace
indukcji kalusa, regeneracji roslin, kultur korzeni wiosnikowatych, syntezy metabolitow
wtornych 1 otrzymywania roslin transgenicznych. Zamieszczono réwniez oddzielny rozdzial
skupiajacy sie na perspektywach ulepszania gryki z wykorzystaniem kultur in vitro. Publikacja
ta niewatpliwie stanowita dobrg baze do podjecia dalszych zaplanowanych badan.

Publikacja P2 (Tomasiak i in. 2023) dotyczy oceny globalnych zmian w modyfikacjach
biatek histonowych i metylacji DNA w kalusach o zréznicowanym potencjale embriogennym.
Badania prowadzono na unikatowym materiale tj. dlugoterminowych kulturach kaluséw F.
esculentum 1 F. tataricum. W publikacji opisano szczegétowo budowe morfologiczng i
histologiczng poszczegdlnych typéw kalusa ukazujac cechy charakterystyczne dla kazdego
typu. Nastgpnie opisano wyniki analiz globalnych zmian w poziomach modyfikacji
epigenetycznych (metylacja DNA, metylacja i acetylacja histondw) podczas odréznicowania i
ponownego réznicowania komorek kaluséw gatunkow Fagopyrum. Wykazano, ze obnizony
poziom metylacji histonu H3 na lizynie 4 (H3K4me2) jest skorelowany z odréznicowaniem
komorek kalusie embriogennym F. esculentum i kalusie morfogennym F. tataricum; natomiast
obnizony poziom metylacji DNA jest najprawdopodobniej powigzany z nabyciem potencjatu
embriogennego i ponowng inicjacja proembriogennych komplekséw komoérkowych w kalusie
morfogennym F. tataricum. W kalusie niemorfogennym F. fataricum sposrdéd wszystkich
badanych modyfikacji acetylacja histonéw wykazala najwickszg zmiennosé, uzyskujac
najwyzsze poziomy w momencie wystepowania proceséw roznicowania komorek i szybkiego
tempa przyrostu komoérek kalusa.

W publikacji P3 (Tomasiak i in. 2024) analizowano i poréwnywano poziom ekspresji
wybranych genéw kodujacych enzymy odpowiadajace za reorganizacje skiadnikow Sciany
komoérkowej oraz poziom trimetylacji histonu H3 na lizynie 4 (H3K4me3) pomigdzy
morfogennym i niemorfogennym kalusem F. fataricum. Wykazano, ze w kalusie morfogennym F.
tataricum w badanych genach biatek oraz polisacharydow sciany komérkowej (PMEI PME, PX,
EXT1 i PG2) poziom metylacji histonu H3 wzrastat wraz z kolejnymi pasazami, co wskazuje na ich
wzmozong aktywno$¢ podczas proceséw odroznicowania komoérkowego. W  badaniach
zastosowano nowoczesng metode  immunoprecypitacji chromatyny ChIP.  Analiza
sekwencjonowania ChIP wykazata wyzszy poziom metylacji histonu H3 na lizynie 4 w kalusie
niemorfogennym w poréwnaniu z kalusem morfogennym. Kolejna analiza ChIP-gPCR

przeprowadzona dla konkretnych genéw zaangazowanych w biosynteze i modyfikacje $ciany



komorkowej (np. PG oraz EXTI) wykazata, ze modyfikacja H3K4me3 odgrywa kluczowa role
w aktywacji genéw zaangazowanych w biosynteze i reorganizacje $ciany komoérkowej u gryki
tatarki.

Procesy zwigzane z metylacja DNA w tkankach wegetatywnych roslin zostaly szeroko
zbadane, natomiast danych na temat metylacji DNA podczas rozwoju kwiatow jest niewiele.
Publikacja P4 (Sala-Cholewa i in. 2024) opisuje wyniki analiz poziomu metylacji DNA
podczas rozwoju kwiatow u obco 1 samopylnych form gryki. Poziom metylacji badano w
elementach (ptatki, nektarniki, zalgznie, znamiona stupka) kwiatow zamknigtych i otwartych
obcopylnej F. esculentum i samopylnej F. tataricum. U F. esculentum, ktora jest rosling
samoniezgodna, wystepuje distylia, objawiajgca si¢ réznicami w diugosci stupkéw i pylnikow
w kwiatach (Pin i Thrum). Zaobserwowano roéznice w poziomach metylacji DNA miedzy
kwiatami typu Pin 1 Thrum u F. esculentum, jak i w kwiatach F. tataricum. Wykazano rowniez,
ze spadek metylacji DNA korelowal z obnizona ekspresjg genéw kodujgcych metylotransferazy
DNA. W otwartych kwiatach Thrum ekspresja MET] byla znacznie nizsza niz w kwiatach
zamknigtych, natomiast w zamknigtych i otwartych kwiatach Pin zmiana w poziomie ekspresji
MET] byla podobna. Obserwowano réwniez obnizong transkrypcje innych analizowanych
genéw (CMET3, DMEI, DME3, ROSI) w otwartych kwiatach Pin. Badania ujawnity réznice
we wzorach metylacji DNA w wybranych elementach kwiatow typu Pin i Thrum u F. esculentum,
oraz F. talaricum, co wskazuje na wazna role modyfikacji epigenetycznej podczas rozwoju
kwiatéw u gryki.

Os$wiadczenia autoréw oraz pozycja na liscie autorow w/w publikacji pozwalajg jednoznacznie
stwierdzi¢, ze udzial Pani mgr A. Tomasiak w realizacji prac przedstawionych w rozprawie byt
znaczacy 1 w pelnym zakresie wypelnia wymagania sformutowane przez ustawodawce w

odniesieniu do prac zbiorowych, w tym kryterium indywidualnego wktadu kandydata.

Najwazniejsze osiggniecia

Na podstawie przedstawionej do ewaluacji dokumentacji publikacyjnej do najwazniejszych
osiaggnie¢ Pani mgr Alicji Tomasiak nalezy zaliczy¢:

1. Kompleksowg charakterystyke kaluséw w dlugoterminowych kulturach dwoch gatunkow
Fagopyrum o zréznicowanej zdolnosci do embriogenezy oraz udokumentowanie réznic w
poziomie modyfikacji epigenetycznych migdzy badanymi kalusami (P2 (Tomasiak i in. 2023)).
2. Wykazanie r6znic w poziomie trimetylacji histonu H3 na lizynie 4 (H3K4me3) pomiedzy

kalusami morfogennym i niemorfogennym w F. fataricum (P3 (Tomasiak i in. 2024)).



3. Wykazanie r6znic w metylacji DNA oraz poziomie ekspresji genow kodujacych metylazy i
demetylazy DNA w kwiatach F. esculentum (Pin i Thrum) oraz F. tataricum podczas ich
rozwoju (P4 (Sala-Cholewa i in. 2024)), co wskazuje na wazna rol¢ metylacji w procesach
rozwoju kwiatow u obu gatunkéw Fagopyrum.

Ponadto Pani mgr Alicja Tomasiak wykazata swoj udzial w przygotowaniu dwoch
rozdzialdow w monografiach wydawnictwa Springer z serii ‘Methods in Molecular Biology’. W
obydwu monografiach Autorka prezentuje opisy metodyk wykorzystanych podczas badan do
doktoratu i wystepuje w tych publikacjach jako pierwszy autor. Wyniki badan zostaty réwniez
prezentowane ustnie na trzech konferencjach naukowych (1 zagraniczna i 2 krajowe). Doktorantka
w trakcie trwania studiow doktoranckich odbyla takze dwumiesieczny staz zagraniczny w na
Uniwersytecie Autonomicznym w Barcelonie. Powyzsze aktywnosci wskazuja na bardzo duze
zaangazowanie Doktorantki w prowadzone badania jak i umiejetnosé ich prezentacji i

nawigzywania wspotpracy.

Komentarze, uwagi krytyczne oraz kwestie do wyjas$nienia

1. Punktacja MNiSW biednie przypisana do czasopisma. Publikacja P4 (Sala-Cholewa i
in. 2024) wydana w BMC Plant Biology ma zanizong punktacje. Wedtug komunikatu
Ministra Nauki z dnia 5.01.2024 w sprawie wykazu czasopism naukowych, punkty
MNiSW dla tego czasopisma wynosity 140 a nie 100. Pomylka ta wplywa na
sumaryczng punktacje publikacji stanowiacych dysertacje i powinna ona wynosi¢ 480,
a nie 440.

2. Na stronie 13 w rozdziale ‘Wstep® umieszczono schemat, lecz opis jego jest nie jasny.
Nie opisano co oznaczajg poszczegdlne kolory komorek, co oznaczaja bordowe strzatki
oraz jakie modyfikacje zastosowano w stosunku do schematu Feher (2019).

3. Str. 16 akapit 2. Ryciny o ktérych mowa w tym akapicie sg zamieszczone na stronie 18,
a nie jak podano na 16.

4. Na stronie 20 w rozdziale ‘Hipotezy’ nie jest jasne sformutowanie zawarte w hipotezie
1 brzmigce ‘Procesom cyklicznego rozwoju kalusa gryki zwyczajnej i gryki tatarki w
warunkach kultur in vitro towarzysza zmiany ...". Co w kontekscie przeprowadzonych
badan mozna uzna¢ za ‘cykliczne procesy rozwoju kalusa’?.

5. W zwiazku z postawionymi hipotezami, prosze zdefiniowaé i wskazaé réznice miedzy
roznicowaniem i odréznicowaniem komorek w tkance kalusowej oraz np. tkance w
merystemayczne;j.

6. Nie jest jasne, dlaczego pozostawiono puste wiersze na stronach np.23, 37.

5



7. W skroconym opisie wynikéw z publikacji P2 (str. 29) oraz w tresci publikacji P2
Autorzy sugeruja, ze podwyzszone poziomy acetylacji w kalusie nieembriogennym w
poszczegbdlnych dniach obserwacji (np. Fig. 4k-1 w P2) moga by¢ skorelowane z
endoreplikacja. Jednakze w omawianej publikacji nie wykonywano zadnych analiz
mogacych wskaza¢ jednoznacznie, ze endoreduplikacja faktyczne zaszla we wskazanym
przedziale czasu. Prosze o wyjasnienie na jakiej podstawie wysnuto takie wnioski.

8. W skréconym opisie wynikéw z publikacji P4 (str. 40) Autorka pisze ‘Poréwnanie
globalnej metylacji DNA i ekspresji genéw w obu typach kwiatow F. esculentum ... i F.

tataricum, wskazalo na réznice migdzy nimi, co moze byé zaréwno przyczyng badz

skutkiem samo-niezgodnosci.” Prosz¢ o rozwiniecie tej mysli i uzasadnienie w jaki sposob

wykryte réznice mogg stanowi¢ przyczyne lub skutek samoniezgodnosci.

Podsumowanie

Stwierdzam, ze rozprawa jest oryginalnym rozwigzaniem postawionego problemu badawczego
przy uzyciu adekwatnej metodyki oraz spetnia wymagania zawarte w art. 187 ustawy z dnia 18
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571) i wnioskuje do
Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach o dopuszezenie Pani mgr Alicji Tomasiak do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Whiosek o wyrdznienie

Przedstawiona do oceny dysertacja ma wysoka warto$¢ merytoryczna, czego potwierdzeniem
jest publikacja wynikow stanowigcych tres¢ dysertacji w uznanych czasopismach naukowych
o wysokim sumarycznym wspotczynniku wptywu (IF=16,3). Wyniki zbogacaja istniejacy stan
wiedzy na temat roli modyfikacji epigenetycznych w kulturze kalusa in vitro jak i w rozwoju
kwiatow in vivo. Merytoryczny wkiad Doktorantki w powstanie tych prac jest znaczacy oraz
bezsprzecznie udokumentowany. Pani mgr Alicja Tomasiak opanowata i biegle postugiwala
si¢ bardzo zréznicowanym i szerokim warsztatem eksperymentalnym. Jej wiedza w temacie
umozliwila przeprowadzenie wnikliwej analizy, interpretacji i dyskusji wynikoéw. Na podstawie

powyzszego wnioskuj¢ o wyroéznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Alicji Tomasiak.

Dr hab. inz. Agnieszka Kietkowska, prof. URK



