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Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w formie monografii stanowi
opracowanie opisujgce oryginalne rozwiagzanie problemu naukowego. Sktada sie ono
z typowych rozdziatéw przewidzianych dla pracy doktorskiej w naukach przyrodniczych
i zawiera spis treci, wykaz wykorzystywanych skrétéw, wstep, cel pracy, material i metody,
wyniki, dyskusje uzyskanych wynikéw, wnioski, spis wykorzystanej literatury oraz
streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Ponadto zawiera zbiér tablic dokumentujgcych
wyniki i aneks stanowigcy dodatek do czesci metodycznej. Cato$¢ obejmuje 236 stron formatu
A4. Jedynym autorem rozprawy jest mgr Karolina Hus wykonujgca badania do pracy
doktorskiej w Zespole Cytogenetyki i Biologii ‘Molekularnej Roélin w Instytucie Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego;
promotorem jest prof. dr hab. Robert Hasterok, a promotorem pomocniczym dr Alexander
Betekhtin. Rozprawa zostata przygotowana w roku 2020. Badania bedace przedmiotem
rozprawy byly finansowane w ramach projektu badawczego NCN Harmonia-6
nr 2014/14/M/NZ2/00519 w latach 2015-2019, ktérego kierownikiem byt prof. dr hab.
Robert Hasterok. Rozprawa spetnia wymogi formalne okreélone w ustawie.

Opis i ocena merytoryczna rozprawy

Przedmiotem badani opisanych w rozprawie doktorskiej jest opracowanie efektywnej
metody indukowania mutacji w precyzyjnie okreslonych miejscach genoméw roélin z rodzaju
Brachypodium przy wykorzystaniu systemu CRISPR/Cas9 oraz wykorzystanie go do badania
genetycznego uwarunkowania mechanizmu procesu parowania chromosoméw w trakcie
podziatu mejotycznego. Obiektem badawczym byly dwa diploidalne gatunki Brachypodium
tj., B. distachyon i B. stacei oraz ich tertraploidalny mieszaniec B. hybridum. Gatunki
Brachypodium s blisko spokrewnione z waznymi gospodarczo zbozami uprawianymi w
klimacie umiarkowanym, w tym z pszenica, jeczmieniem czy owsem. B. distachyon, ktéry ma
krotki okres wegetacji i jest samopylny oraz posiada niewielki diploidalny genom jest
uwazany za gatunek mogacy stuzy¢ jako referencyjny w badaniach zbéz. Drugim gatunkiem

o analogicznej funkcji w badaniach moze by¢ B. hybridum z uwagi na allopoliploidalny genom.
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Badania prowadzone z uzyciem tych gatunkéw modelowych majg zatem duze znaczenie
z uwagi na potencjalng analogie proceséw i mechanizméw zachodzacych w spokrewnionych
ro§linach zbozowych. Dobér materialéw ro$linnych w prezentowanych w rozprawie
badaniach jest zatem podyktowany ich znaczeniem, a jednocze$nie ograniczong, cho¢ ciggle
poszerzana wiedza o biologii wymienionych gatunkéw. Autorka rozprawy podjeta sie
wykorzysta¢ system CRISPR/Cas9 do indukcji mutacji wybranych genow Brachypodium.
Mechanizm immunologiczny CRISPR/Cas9 u bakterii i archeonéw zostal poznany zaledwie
w ostatnich kilku latach, a jego odkrycie zostato uznane przez wiodgce czasopisma Nature
i Science jako przetomowe. Opracowane uproszczone narzedzia inzynierii genetycznej oparte
o mechanizm CRISPR/Cas i pozwalajace na indukowanie mutacji w $ci$le okreslonych
miejscach genomu zostaly w ciagu kolejnych kilku lat wdrozone do badan eksperymentalnych
mikroorganizméw, roélin, zwierzat jak i cztowieka. Zastepuja one dotychczas stosowane
narzedzia edycji genoméw, a w przypadku roélin, odmiany bedace efektem ich wykorzystania
juz sa dostepne dla rolnictwa. Systemy indukowania mutacji wykorzystujace CRISPR
uznawane s3 obecnie jako podstawowe narzedzia pozwalajgce na dokonywanie
ukierunkowanych zmian w DNA, w tym knock-out genéw skutkujacy blokowaniem
powstawania niefunkcjonalnych biatek. Generowanie takich mutantéw nalezy do
najwazniejszych metod poznawania funkcji genéw, biatek i ich wariantow. Opracowanie
efektywnego sposobu dostarczania systemu edycji gendw wykorzystujacych CRISPR/Cas9
jest obecnie podstawowym warunkiem, aby mozna bylo prowadzi¢ ukierunkowang
mutageneze. Celem opisanych w rozprawie badan bylo wtasnie zoptymalizowanie metody
dostarczania wektoré6w Kkodujacych elementy systemu CRISPR/Cas9 skutkujacej edycja
wybranych genéw. Gen desaturazy fitoenu (PDS) zostat wybrany jako docelowy z uwagi na
albinotyczny fenotyp mutantéw PDS i tym samym przydatny jako marker do wizualnej
weryfikacji efektu mutagenezy. Drugim gltéwnym celem bylo dokonanie mutacji
funkcjonalnych przy uzyciu wektoréw CRISPR/Cas9 i okreslenie roli genow CDKG1 i CDKGZ
w procesie parowania chromosoméw w trakcie mejozy u roélin B. distachyon i B. hybridum
w warunkach kontrolnych i stresu podwyzszonej temperatury. WiaSciwe parowanie
chromosoméw jest warunkiem kluczowym zapewniajacym stabilnos¢ genetyczng i ptodnosc
roélin i ma szczegllne znaczenie w przypadku allopoliploidalnych zbéz. Okreslenie roli
poszczegdlnych gendéw w tym procesie ma duze znaczenie nie tylko poznawcze, ale takze
moze w przysztoéci poméc w tworzeniu rekombinantow poszerzajgcych zmiennos¢
genetyczng w materiatach hodowlanych wykorzystywanych przy tworzeniu nowych odmian.
Z tych wzgledéw, podjeta tematyka badawcza i okreslone cele przedstawione w rozprawie sg
uzasadnione i wazne oraz stanowig oryginalne podejécie majace na celu zdobycie nowej
wiedzy o znaczeniu zar6wno poznawczym jak i pote‘ncjalnie aplikacyjnym.

Autorka rozprawy przedstawia dostepng wiedze zwigzang z postawionym problemem
badawczym w rozdziale zatytutowanym Wstep podzielonym na podrozdzialy i obejmujgcym
29 stron. Opisuje w nich bioréznorodno$é i znaczenie ekonomiczne traw, charakterystyke
rodzaju Brachypodium i znaczenie jego gatunkéw jako roélin modelowych w badaniach zb6z.
W dalszej kolejnosci przedstawia metody biotechnologiczne stosowane w badaniach
ihodowli rodlin, ukierunkowane na gatunki jednoliScienne. Przedstawione s3 metody
transformacji genetycznej ze szczegbinym uwzglednieniem gatunkéw Brachypodium, a takze
metody edycji genoméw, w szczegolnosci CRISPR/Cas9. Istotny nacisk potozony zostat na
otrzymywanie i wykorzystanie kultur komoérkowych i tkankowych in vitro, w tym na
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znaczenie skutecznej indukcji kalusa embriogennego oraz jego transformacji w celu uzyskania
zmodyfikowanych roélin. Szeroko i dogiebnie zostaty przedstawione dotychczasowe
osiggnigcia nauki odnoszace sie do zjawiska parowania chromosoméw. Zagadnienie to jest
szczegOlnie wazne w kontekécie rozmnazania gatunkéw poliploidalnych, zachowania
ptodnosci i stabilnosci genetycznej. Szczegotowy opis regionu Phl u pszenicy, funkcji
zawartych w nim genéw oraz powiazania filogenetyczne u$wiadamiaja ztozono$é
mechanizmu i jego genetycznych determinant oraz wskazuje na aspekty wcigz niewyjaénione
wymagajace dalszych badan. Autorka przybliza wiedzg o genach CDK tego locus, ich
paralogach u innych gatunkéw i potencjalng role w omawianym procesie. Rozdzial ten
stanowi wiaSciwe wprowadzenie w podjeta w rozprawie problematyke badawczg i jakie
znaczenie moze mie¢ poglebienie wiedzy w tym zakresie dla zrozumienia biologii rozwoju
i kwitnienia roslin, w tym zbéz Caty rozdzial jest oparty o liczng, aktualng i dobrze
udokumentowang literature Swiatowg. Ukazuje szerokq wiedze doktorantki w temacie oraz
umiejetnos$¢ jasnego i zarazem naukowego przedstawienia faktéw oraz przypuszczen
wynikajacych z dotychczasowych badan, ktorych wyniki byly publikowane w szerokim
spektrum czasopism naukowych o znaczgcym oddziatywaniu w $wiecie.

Jednostronicowy rozdziat ,Cel pracy” zawiera cztery cele, w skrécie: 1) opracowanie
metody edycji, 2) wykazanie uzytecznosci metody na przyktadzie edycji genu PDS,
3) uzyskanie roélin z mutacjami funkcjonalnymi genéw CDKGI i CDGKZ? oraz 4} analize
wptywu tych mutacji na proces parowania chromosoméw w dwéch temperaturach. Chociaz
cele s3 jasno sformutowane i poprawne, uwazam, ze wystarczytoby sformutowaé dwa gléwne
cele, tj. opracowanie metody edycji genéw oraz okreélenie roli genoéw CDKG. Pozostate cele sg
poboczne i stuzg do osiagniecia celow gléwnych. Réwniez niepotrzebny jest w tym rozdziale
ogélnikowy wstep oraz zakonczenie stanowigce wiadciwie stwierdzenie zdecydowanie
- bardziej przypominajace konkluzje z badat.

Rozdzial Materiat i metody obejmuje 52 strony oraz dwustronicowy aneks z dwoma
tabelami, ktére z uwagi na fakt, ze stanowig jedyna zawarto$¢ aneksu do rozprawy mogtyby
réwnie dobrze by¢ wlgczone do tekstu gtownego lub, co byloby zapewne bardziej zasadne,
sktady stosowanych roztworéw i pozywek zawarte na 13 stronach rozdziatu powinny
wzbogaci¢ aneks. Rozdzial Material i metody jest opisany bardzo starannie, szczegétowo
przedstawione sa wszystkie procedury wraz z uzasadnieniem ich stosowania. Nie ulega
watpliwosci, Ze na jego podstawie mozna powtdrzy¢ wszystkie eksperymenty oraz ze stanowi
cenny materiat Zrédlowy dla kolejnych os6b potrzebujacych przeprowadzi¢ takie same
analizy i procedury. Pomimo tego zabraklo w moim odczuciu opisu sposobu izolacji
zarodkéw. Izolacja zarodkéw o wielkosci 0,3-0,7 mm nie jest czynnoscig prosta i wymaga
odpowiedniego do$wiadczenia. Nie do korica prawdziwe jest tez stwierdzenie, ze warunkiem
uzyteczno$ci enzymu restrykcyjnego do wykrywania mutacji jest tylko jedno miejsce
trawienia w obrgbie amplikonu. Tabela 4 powinna zawieraé wartosci wyrazone
w jednostkach molowych, nie objetoéci. Dobér zaréwno materiatéw jak i metod jest
poprawny dla osiagnigcia stawianych celéw, uktady doswiadczalne zostaly takze wiasciwie
zaplanowane. Podobnie jak rozdziat Wstep, ten rozdziat jest opisany w sposob logiczny,
przejrzysty i zrozumialy, a zrozumienie procedur utatwiajg dotaczone czytelne ryciny;
rzetelno$¢ przedstawionych protokotéw wymaga uznania.

Uzyskane wyniki badari zostaly zebrane w trzech podrozdziatach. Pierwszy
po$wiecony ukierunkowanej mutagenezie z uzyciem systemu CRISPR u B. distachyon
obejmuje 9 stron i 19 tablic. Autorka przedstawia dokumentacje i omdwienie wynikéw
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doswiadczen, w ktérych wprowadza do protoplastéw skonstruowane przez siebie wektory
DNA przy uzyciu metody chemicznej z roztworem glikolu polietylenowego (PEG).
Eksperymenty te mialy na celu potwierdzenie, ze wektory zostaly dobrze skonstruowane,
a ekspresja zawartych w nich genéw i gRNA prowadzi do edycji genow docelowych. Sposrod
testowanych wektoréw mutacje potwierdzono tylko w genie CDKG2, co skutkowato zmiang
ramki odczytu. Pozostate wektory byly jednak réwniez poprawnie skonstruowane, gdyz
w dalszych eksperymentach, w ktérych wykorzystano Agrobacterium do transformaciji
Brachypodium, uzyskano mutanty genéw PDS, CDKGI i CDKG2. Bez sukcesu byfa jedynie
transformacja majaca na celu uzyskanie podwdjnego mutanta CDKG. Wszystkie materialy po
transformacji byly analizowane molekularnie. Zastosowano metod¢ PCR i RFLP oraz
sekwencjonownie. Wyniki analiz bioinformatycznych potwierdzity zajScie mutacji
punktowych i krétkich delecji w miejscach docelowych. Co wiecej, Autorka wykazata, ze
otrzymane mutanty sa homo- lub heterozygotyczne pod wzgledem mutacji, a w przypadku
B. hybridum zmiany wykryte zostaly w genach zlokalizowanych w genomach pochodzacych
od obydwu komponentéw rodzicielskich. Na szczegélng uwage zastuguje wykorzystanie
protoplastéw do szybkiej weryfikacji skutecznosci edyciji. Badania z uzyciem protoplastow sg
trudne i zawsze wymagaja dopracowania protokotu ich izolacji, transfekeji i dalszej kultury.
Wszelkie wyniki potwierdzajgce mozliwo$¢ pracy z protoplastami sg niezwykle cenne
zwlaszcza w przypadku gatunkéw, dla ktérych nie ma opracowanych efektywnych metod ich
izolacji i kultury.

'Drugi podrozdziat opisujacy fenotyp roélin z mutacjg genu PDS stanowi zaledwie jeden
akapit z dolaczong tablica, ktéry réwnie dobrze moégiby by¢ pofaczony z wczesniejszym
rozdziatem. tacznie obie cze$ci moglyby stanowi¢ zawarto$¢ rozdziatu odpowiadajgca
wynikom powstalym w rezultacie sformutowanego przez recenzenta pierwszego celu
gléwnego. Niezaleznie od sposobu prezentacji, otrzymanie albinotycznych roélin jest
sukcesem wartym odnotowania. Stanowi kolejny przyktad mozliwosci weryfikacji
efektywno$ci uzytej metody na podstawie fatwej obserwacji zmian fenotypowych.

Ostatni podrozdziat tej cze$ci rozprawy poswiecony zostal analizie wptywu mutacji
w genach CDKG na proces parowania chromosoméw w trakcie mejozy. Autorka przebadata
mutanty pod wzgledem ptodno$ci i wykazata, ze wszystkie byty ptodne i wytworzyty nasiona
zdolne do kietkowania. Dzieki temu obserwacje procesu mejozy mogta prowadzi¢ na
rodlinach pokolenia T1. Analizy prowadzita dla niezmutowanych form B. stacei , B, distachyon
i B. hybridum oraz dla mutantéw CDKG dwoch ostatnich gatunkéw. Dzieki wykorzystaniu
barwienia DAPI oraz fluorescencyinej hybrydyzacji in situ wykazata, Ze proces mejozy
przebiegat w sposob prawidtowy zaréwno u mutantéw CDKGI jak i CDKG2 niezaleznie czy
byly to mutanty B. distachyon czy B. hybridum. Ponadto, wykazata, Ze podwyzszona
temperatura do 30°C, w ktérej uprawiano roSliny rowniez nie powodowala widocznych
zaburzei mejozy. Tym samym uzyskata wyraZne przestanki wskazujace, ze proces parowania
chromosoméw u dwéch gatunkéw Brachypodium jest niezalezny od funkcjonowania kinaz
kodowanych przez CDKG1 i CDKG2. Uzyskanie podwojnego mutanta datoby mozliwos$é
pelnego potwierdzenia stusznosci tego wniosku. Wyniki mikroskopii fluorescencyjnej
udokumentowane zostaly na 9 barwnych tablicach ukazujgcych wybarwione chromosomy w
trzech fazach podzialu mejotycznego tj. pachytenu, diakinezy i metafazy 1. Sa one wysokiej
jakosci i ukazuja duze dos$wiadczenie zdobyte przez Doktorantke w technikach
hybrydyzacyjnych i mikroskopii fluorescencyjne;.



Wyniki zostaly poprawnie Zaprezentowane, omdéwione i zinterpretowane. Na uznanie
zastugujg starannie przygotowane tablice, ktore opatrzone zostaty bardzo szczegétowymi
Opisami utatwiajacymi petne zrozumienie ich zawartoéci. Szkoda, Ze opisy te nie zostaly
jednak umieszczone bezposérednio pod rycinami, tam gdzie byto to mozliwe, co znacznie
ulatwitoby analize przedstawionych obrazéw. Niektére rozdziaty elektroforetyczne sa jednak
niskiej jako$ci utrudniajac jednoznaczng interpretacje uzyskanych wynikéw (np. Tablice 2, 3,
8, 11), a w przypadku Tablicy 5a uzyskany wynik jest nielogiczny jezeli $ciezki zostaty
wiasciwie opisane. ' _

Ostatni rozdzial zawiera dyskusje otrzymanych wynikéw, w ktérej zawarte sg
interpretacje Autorki uzyskanych wynikéw w odniesieniu do aktualnej literatury tematu oraz
omowienie ich znaczenia. Literatura Cytowana w catej rozprawie jest bardzo liczna i obejmuje
ok. 250 pozycji gtéwnie anglojezycznych i opublikowanych w ostatnich latach. Zapoznanie sie
z tak licznymi pozycjami i ich whasciwe przytaczanie wymagato dogtebnego zapoznania sie
Doktorantki z przedstawianymi zagadnieniami. Warto takze zauwazy¢, ze Autorka nie bata sie
uwzgledni¢ w Dyskusji, a takze czeSciowo w rozdziale Wyniki, krytycznej oceny niektérych
uzyskanych wynikéw, co podnosi ich wiarygodno$¢ i jednoczeénie wskazuje problemy do
rozwiazania w przysziosci.

Do najwazniejszych oryginalnych osiagnie¢ Doktorantki zaliczytbym:

* uzyskanie wektoréw CRISPR/Cas9 do indukcji ukierunkowanych mutacji genéw

PDS, CDKG1 i CDKG2;

* zaadoptowanie metody kultur protoplastéw Brachypodium do edycji genéw;

* uzyskanie ptodnych mutantéw genéw CDKG u B, distachyon i B. hybridum i ich

potomstwa;

¢ scharakteryzowanie wariantéw allelicznych zmutowanych genéw PDS oraz CDKG1

i CDKG2;

* wskazanie braku wptywu kinaz cyklinozaleznych CDKG1 i CDKG2 na proces

parowania chromosoméw w trakcie mejozy u B. distachyon i B. hybridum;

* wykazanie braku wplywu stresu podwyzszonej temperatury na proces parowania

chromosoméw.

Nalezy takze podkresli¢, ze cze$é wynikéw zostala juz opublikowana w czasopi$mie
Frontiers in Plant Science (tom 11: nr 614) o wysokim wspétczynniku wplywu IF = 4,402
w 2020 roku, co $wiadczy o jakoéci i waznosci prezentowanych w rozprawie badan. Zgodnie
z opublikowang deklaracjg, Mgr Karolina Hus miata znaczacy wktad w powstanie artykuatu.

Cafa rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie. Autorka stosuje jezyk bogaty
w terminologie naukowg oraz poprawnie uzywa regut pisowni. Praca jest takze bardzo
starannie przygotowana pod wzgledem redaktorskim.

Uwagi i pytania

W rozprawie zdarzajg sie pojedyncze skréty my$lowe np. moim zdaniem zbyt
pobiezne, uproszczone i niejasne jest oméwienie efektywnosci transformacji i efektywnoéci
selekcji transformantéw (str. 11). Autorka pomimo duzej starannoéci nie uniknela btedéw
wynikajgcych z uzycia niewta$ciwej terminologii lub sformutowar kolokwialnych takich jak:
kruche komoérki (str. 6) czy sztuczne otrzymywanie mieszanicéw (str. 196), antybiotyk
bialofos (str. 8) - Bialofos jest herbicydem, analiza przejiciowa (str. 8) ~ zapewne chodzito
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o ekspresje przejéciowa, stosowanie liczby pojedynczej Jkaroten” przy opisywaniu produktow
biosyntezy szlaku karotenoidowego, hodowla roslin (str. 32, 61) - zamiast uprawa roslin,
uzywanie stowa prazek (str. 35, 91, 143) - zamiast produkt PCR lub amplikon, marchewka
(str. 195) - zamiast marchew, FSH (str. 195) - zamiast F3H. Zastanawia takze konsekwentne
(z wyjatkiem jednego miejsca) uzywanie okredlenia kopia genuy, a nie allel. Niedociggnigcia te
maja charakter epizodyczny i nie wptywaja na pozytywna oceng catej rozprawy.

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

1. Czy w kolekeji 5000 mutantéw B. distachyon Bd21 (str. 12} insercje T-DNA faktycznie
byly w petni losowe tj. réwnomiernie roztozone w catym genomie ?

2. Jaki sposéb mogtaby Doktorantka zaproponowacl aby czasowo wigczac i wytgczal
aktywnos¢ locus Phl (str 22} 7

3. W kilku miejscach rozprawy pojawiaja sie sformutowania moéwigce, ze gen PDS jest
zaangazowany w proces biosyntezy chlorofilu. Prositbym Doktorantke o oméwienie jaki
jest zwigzek pomiedzy ekspresjg genu PDS a wystepowaniem albinotycznego fenotypu
roélin.

4. Przy uzyciu testu z wykorzystaniem protoplastow potwierdzono edycje, ktéra zaszia przy
uzyciu tylko jednego z pieciu testowanych wektoréw, podczas gdy w dalszych badaniach
potwierdzono, ze wszystkie wektory byty skuteczne. Prosze o komentarz dotyczacy
zasadnoéci stosowania w przysziosci tak mato wiarygodnego testu?

5. Zaledwie kilka genetycznie modyfikowanych roslin zostato zidentyfikowanych w obrebie
populacji potencjalnych transformantow. Prositbym o komentarz dotyczacy skutecznosci
systemu selekcji transformantow zastosowanego w pracy doktorskiej.

6. Wsréd uzyskanych mutantéw nie zidentyfikowano roélin chimerycznych, prositbym
o informacje ile klonéw amplifikowanych fragmentéw genéw docelowych poddawano
sekwencjonowaniu i ile z nich byto dobrej jakoéci oraz czy brak identyfikacji chimer
mogto by¢ spowodowane zbyt matg liczba sekwencjonowanych produktow.

Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa jest wartoSciowym opracowaniem naukowym stanowigcym
oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Calo$¢ badan jest logicznie zaplanowana
{ zrealizowana z uzyciem wiasciwych metod w celu uzyskania zakladanych celdéw, a wyniki
poszerzaja dotychczasowa wiedze. Przedstawiona rozprawa wskazuje takze, ze mgr Karolina
Hus wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng w dyscyplinie biologia oraz umiejetnosc
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 pézniejszymi zmianami z dnia 18.03.2011 roku (Dz. U. Nr 84,
poz.455), w zwigzku z art. 179 ustl Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669)
i wnioskuje o jej dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Krakow, 20 sierpnia 2020 4 prof. dr hab. Rafat Baranski



