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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Moronczyk pt. Rola acetylacji histonow w

epigenetycznej regulacji somatycznej embriogenezy u Arabidopsis thaliana

Przedstawiona do oceny rozprawy doktorskiej obejmuje :
1. autoreferat rozprawy,
2. publikacje wchodzace w sktad rozprawy,
3. oswiadczenia wspétautoréw o wspétudziale w tworzeniu publikacii.

Autoreferat przygotowany zostat na podstawie 4 publikacji opisujacych badania
zrealizowane pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Matgorzaty Gaj na Wydziale Nauk
Przyrodniczych w Katowicach, w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska,
Zespole Genetyki i Biotechnologii Somatycznych Komérek Roslin.

W skiad tego opracowania wchodzg: Wprowadzenie, Cel pracy doktorskiej, Materiat i
metody, Wyniki i dyskusja, Podsumowanie i perspektywy, Literatura, Wnioski, Streszczenie
w jezyku polskim i angielskim.

Ponizej wykaz 4 spéjnych publikacji wchodzacych w sklad rozprawy opublikowanych w
Jezyku angielskim w renomowanych czasopismach migdzynarodowych o wysokim
wspélczynniku oddzialywania (IF) i punktacji MEiN:

1. Moronczyk J., Braszewska A., Wojcikowska B., Chwiatkowska K., Nowak K., Wojcik

- AM., Kwasniewski M., Gaj M.D. 2022. Insights into the histone acetylation-mediated
regulation of the transcription factor genes that control the embryogenic transition in the
somatic cells of Arabidopsis. Cells 11: 863 (IF2020- 6,600; MEiN-140)

2. Wojcikowska B., Botor M., Moronczyk J., Wojcik A.M., Nodzynski T., Karcz J., Gaj
M.D. 2018. Trichostatin A triggers an embryogenic transition in Arabidopsis explants via an
auxin-related pathway. Frontiers in Plant Science 9:1353 (IF2021-5,753; MEIiN-100)

3. Nowak K., Moronczyk J., Wojcik A.M., Gaj M.D. 2020. AGL15 controls the
embryogenic reprogramming of somatic cells in Arabidopsis through the histone acetylation-
mediated repression of the miRNA biogenesis genes. International Journal of Molecular
Sciences 21: 6733 (IF2020-5,924; MEiN-140)



4. Nowak K., Moroniczyk J., Grzyb M., Szczygiet-Sommer A., Gaj M.D. 2022. miR172
regulates WUS during somatic embryogenesis in Arabidopsis via AP2. Cells 11: 718 (IF2020

-6,600; MEiN-140).

Znaczenie naukowe rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Jolanty Moroniczyk to kolejne, niezwykle wazne osiggniecie
zdobyte pod opiekg naukowa Pani prof. dr hab. Matgorzaty Gaj od wielu lat zglebiajace;j
tajniki molekularnych mechanizmow warunkujgcych tranzycje komorek somatycznych w
komérki embriogenne. Identyfikacja genéw lezacych u podstaw zdolnosci komérek
somatycznych eksplantéw do zmiany ich programu rozwojowego i tworzenia zarodk6w ma
nie tylko znaczenie poznawcze, ale réwniez stanowi podstawg do wykorzystania tej wiedzy w
praktyce w celu optymalizacji metod produkeji sztucznych nasion wielu gatunkéw roslin o
znaczeniu gospodarczym. Jest to kolejna praca, ktéra dostarcza nowej wiedzy o regulacji
wspomnianego procesu na poziomie epigenetycznym. Do tej pory poznane sg 3 tzw. ,filary
epigenetyczne” kontrolujace indukcje SE - metylacja DNA, dziatanie miRNA oraz
potranslacyjana modyfikacja histonow. Rozprawa mgr Joanny Moroniczyk poswigcona jest
wyjasnieniu roli acetylacji histonéw (Hac) w procesie indukcji SE u Arabidopsis thaliana.
Uktadem badawczym zastosowanym w recenzowanej pracy doktorskiej jest kultura
embriogenna Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotypy Col-0 i Ws-2 oraz mutanty insercyjne
i linie transgeniczne z nadekspresjg lub interferencyjnym wyciszeniem ekspresji genow.
Badania zwigzane z acetylacjg histonéw Doktorantka przeprowadzita na poziomie globalne;j i
genowo-specyficznej chromatyny. Analizowata podczas indukcji SE globalne zmiany w
poziomie Hac (metoda ELISA ) oraz wykonata analizy czasowo-przestrzennego wzoru Hac
(analiza immunohistochemiczna). Podj ¢la si¢ rowniez oceny zaangazowania
acetylotransferaz (HAT) i deacetylaz (HDAC) histonéw podczas indukcji SE poprzez (a)
zbadanie ekspresji genéw HAT i HDAC kodujgcych te enzymy jak i (b) aktywnosci tych
enzymow (metoda Elisa), (¢) ocene zdolnosci do embriogenezy u mutantéw (hat/hdac i linii
transgenicznych dla wybranych genéw HAT/HDAC (13 mutantéw insercyjnych w genach
HAT oraz 14 mutantéw w genach HDAC , 2 linie z wyciszeniem genéw HDAG6 i HDA19 czyli
HDAG6:RNAi, HDA19:RNAi) oraz (d) okreslenie roli wytypowanych sposrod gendw HAT
(HAG1/GCNS) i gendw HDAC (HDAI 9) w regulacji SE-TFs (LECI, LEC2, BBM) podczas
indukcji SE. Doktorantka podjela si¢ réwniez genowo-specyficznej analizy acetylacji

dotyczacej wybranych rejonéw chromatyny powigzanych z genami kodujgcymi TF o



kluczowej roli w indukcji SE (SE-TFstj. LECI, LEC2, FUS3, BBM. AGLI 5, WUS, MYBI118)
oraz gen6w docelowych dla TFs .tj. AGAMOUS-LIKE]S (AGL15)- geny zaangazowane w
biosyntez¢ miRNA : DICER-LIKE] (DCL1), SERRATE i HUAENHANCER] (HEN1)oraz
APETALA2 (AP2) kontrolujacego WUS (TE).

Reasumujgc, badania wykonane przez doktorantke dostarczyty nowych, interesujgcych
wynikéw, ktére zostaly opublikowane we wspotautorstwie w renomowanych
mig¢dzynarodowych czasopismach co swiadezy o wysokiej wartoéci tych wynikoéw. Sg to
prace wspotautorskie, i pomimo, ze doktorantka jak i wspétautorzy nie podali procentowego
udzialu w powstaniu tych prac to biorac pod uwage pozycje Doktorantki w 4 publikacjach (
pierwsza w pub.1 , druga w pub.3 i 4 oraz trzecia w pub.2) oraz oswiadczen Doktorantki i
wspolautoréw uwazam, ze jej udziat w powstaniu tych prac jest bardzo duzy. Pani mgr
Joanna Moronczyk uczestniczylta w opracowaniu koncepcji badan ( publikacja 3 i 1), zbierata
materiat do badari i wykonala te badania (analiza aktywnosci enzymow HAT, HDAC metoda
ELISA; badania molekularne ChIP-gPCR (wdrozyta ta metode); RNA-seq; analizy ekspresji
wielu gendw kodujacych acetylotransferazy i deacylazy, a takze czynniki transkrypcyije
zwigzane z indukcjg SE; analizy odpowiedzi embriogennej ekspantéw na obecnogé TSA,
NAA,IAA; barwienie kultur eksplantéw barwnikami Sudan Red 7B i NBT). Uzyskane wyniki
analizowata i opracowywata. Wspétuezestniczyla w przygotowaniu manuskryptu publikacji

nrli3.
Najwazniejsze osiggniecie, ktore mozna przypisa¢ Doktorantce to:

e wykazanie w komérkach somatycznych eksplantéw Arabidopsis thaliana podczas ich
tranzycji do komérek embriogennych globalnych i genowo- specyficznych zmian w
acetylacji H3; obecnosé 2,4-D jak i trichostatyny A (inhibitor HDAC) podczas
indukcji SE i wyzszy poziom H3ac w poréwnaniu do kultury kontrolnej,
nieembriogennej, sugeruje ich role w przeciwdziataniu deacetylacji histonéw; spadek
H3ac pod nieobecnosé wymienionych zwigzkéw w kulturze nieembriogenne;j
(kontrola) Autorka tlumaczy reakcja komérek na stres zwigzany z kulturg in vitro.
Reasumujac acetylacja H3 jest niezbgdna dla indukcji SE.

* Zlokalizowanie, dzieki zastosowaniu metody immunohistochemicznej, w
niedojrzatych zarodkach zygotycznych stuzacych do indukcji SE, , sygnalow
fluorescencji zwigzanych z Hac; sygnaly te byly skumulowane w merystemach

apikalnych SAM i RAM oraz w wigzkach przewodzacych, natomiast w liscieniach w
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ktérych gtdwnie ma miejsce indukcja SE sygnaly te byly rozproszone co moze
sugerowac, ze tylko te komorki przechodzg tranzycje do komérek embriogennych;

* wykazanie, ze w kulturze embriogennej zaindukowanej obecnoscia TSA ma miejsce
podwyzszona ekspresja genéw LECI, LEC2, FUS3 i MYBI118, ktorej towarzyszy
podwyzszony poziom acetylacji histonéw H3 (H3 K9/K14ac) oraz H4
(H4K5/K8/K12/K16ac), co swiadezy o udziale Hac w epigenetycznej kontroli wyzej
wymienionych genow kodujacych czynniki transkrypcyjne zwigzane z indukcjg SE.
Brak zmian w poziomie H3ac/H4ac podczas SE indukowanej auksyna, pomimo
podwyzszonego poziomu ekspresji tych genéw nie wyklucza udziatu Hac w regulacji
transkrypcji SE-TFs , poniewaz zmiany w Hac mogly wystepowaé w innych, niz
badane, rejonach chromatyny.

* wykazanie, ze Hac uczestniczy w regulacji ekspresji genéw docelowych dla SE-TF S,
w tym dla kontrolowanych przez AGL15 i zaangazowanych w biogenez¢ miRNA
genow DCL i SERRATE oraz kontrolowanego przez AP2 genu WUS.

Ocena opracowania autoreferatu

Konstrukcja opracowania (autoreferatu) Przygotowanego na podstawie wymienionych
publikacji jest wlasciwa i ulatwia czytelnikowi zapoznanie sie z osiggnigciami Doktorantki,
W podrozdziale Wprowadzenie w sposoéb przejrzysty przedstawita na podstawie prawidtowo
zgromadzonej, obszerne;j, literatury role czynnikéw transkrypcyjnych bioragcych udziat w
procesie indukceji SE u roslin oraz ich regulacje przez czynniki epigenetyczne. Najwiecej
uwagi poswigcila i shusznie procesom epigenetycznym zwigzanych z modyfikacjg histonéw w
wyniku acetylacji tych biatek; acetylacja histonéw do przedmiot tej rozprawy. Analizujac
zawartos¢ rozdziatu Material i Metody stwierdzam, ze Doktorantka wlozyta ogromy wktad
w celu zrealizowania postawionych celéw, opanowala nie tylko zmudne techniki stosowane w
kulturach in vitro ( szczegOllnie u Arabidopsis), ale doskonale postuguje sie technikami
immunohistochemicznymi, ELISA i molekularnymi w tym jak pisata w o$wiadezeniu

wdrozyta metode i przeprowadzita analizy ChiP-qPCR.

Rozdziat Wyniki i dyskusja w sposob zwiezly i rzeczowy obrazuje nam dokonania
Doktorantki na tle wynikéw badar uzyskanych w innych o$rodkach. Znajduje si¢ w tym
rozdziale sporo usterek stylistycznych [niektére z nich -np. str.19. podniesiona ekspresja
genow; str. 22. podniesiona odpowiedz embriogeniczna ( podnosi¢ mozna cigzary), str.24-



wyniki badan dostarczyly eksperymentalnych dowodéw, a czy mogly by¢

nieeksperymentalne w tego typu badaniach); itp.]

Bardzo cenny jest rozdzial Podsumowanie i perspektywy- podsumowanie zawiera model
ilustrujacy uzyskane wyniki badan oraz co uwazam za godne pochwaty perspektywy. Ten
podrozdziat $wiadczg o tym, ze Doktorantka jest $wiadoma swoich dokonan i jednoczesnie

ma wizje dalszych badan, a wige predyspozycje do dalszej pracy naukowej.
W podrozdziale Wnioski razi sformutowanie wniosku 1.1. Jak indukcja moze skutkowac ?
Whiosek 2.1- powinna by¢ silna akumulacja sygnatu.

Te uwagi nie majg oczywiscie wptywu na moja wysokg oceng recenzowanej rozprawy, mogg

jedynie by¢ przydatne w przysziosci przy redagowaniu tekstu naukowego w jezyku polskim.

Whiosek koncowy

Przedstawiong do oceny rozprawe doktorskg Pani mgr Joanny Moronczyk
obejmujgcg autoreferat i cykl publikacji wechodzaeych w jej sklad oceniam bardzo
wysoko. Wnosi ona nowe informacje dotyczace procesow indukcji embriogenezy
somatycznej u Arabidopsis thaliana na poziomie epigenetycznym zwigzanych z

acetylacja histonow.

Rozprawa spelnia wymagania okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst
jednolity: Dz. U. 2017, poz. 1789), w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018
roku: Przepisy wprowadzajjce ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
2018, poz. 1669), a zatem wnioskuj¢ do Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i
Ochrony Srodowiska o dopuszczenie mgr Joanny Moronczyk do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac pod uwage warto$¢ naukowg otrzymanych wynikéw, fakt ich
opublikowania w renomowanych czasopismach migdzynarodowych wnioskuj¢ o

wyroéznienie rozprawy stosowng nagrodg.
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