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Ocena merytoryczna

Zastosowane metody badawcze jako przejaw nowatorskosci i
innowacyjnosci pracy doktorskiej

Obiektami badan byty dwa gatunki, Fagopyrum esculentum (gryka zwyczajna)
oraz F. tataricum (gryka tatarka). Doktorantka zastosowata bardzo szeroki
wachlarz zaawansowanych metod. W celu optymalizacji hodowli
protoplastow uzyta réznych kombinacji enzymow trawiennych oraz
zoptymalizowata sktady pozywek, w tym stezenia cytokinin i dodatki, takie jak
PSK (peptydowy roslinny hormon), inhibitory syntezy fenoli (AOA, AOPP,
OBHA, AIP) i adsorbenty (PVP). Przeprowadzita elektrofuzje protoplastéw w
celu uzyskania komorek mieszanca somatycznego, ktére nastepnie
selekcjonowano przy uzyciu mikromanipulatora. Analize rekonstrukcji Sciany
komérkowej heterokarionta i protoplastéw rodzicielskich przeprowadzono za
pomocg immunobarwien wykorzystujgc zestaw siedmiu przeciwciat
skierowanych przeciwko réznym epitopom (biatka arabinogalaktanowe,
ekstensyna, ksyloglukan, pektyny) oraz stosujgc barwienie celulozy.
Dodatkowo, wykorzystano cytometrie przeptywowg do okreslenia stopnia
ploidalnosci roslin, a takze metody kalorymetryczne oraz chromatografii
cieczowej (HPLC) do identyfikacji zwigzkéw fenolowych. Wykonano takze
niecelowang analize metabolomiczng za pomocg spektrometrii mas z jonizacjg
elektrosprejem o wysokiej rozdzielczosci i analize ekspresji gendw zwigzanych
z embriogenezg somatyczng przy uzyciu ilosciowej reakcji tancuchowej
polimerazy. Nadrzednym celem wszystkich przeprowadzonych badan byto
opracowanie i optymalizacja protokotéw hodowli in vitro dla gryki, co ma
postuzy¢ jako podstawa do m.in. modyfikacji genetycznych i pozyskiwania
nowych odmian.
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Nowe, znaczace dla nauki wyniki uzyskane w pracy doktorskiej L

Badania nad gryka tatarkg skupity sie na optymalizacji hodowli protoplastow i tel: 12 664 B7 95
kalusa, a takze na szczegdtowej analizie wplywu inhibitoréw fenoli. h
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ktéry ulegat brgzowieniu i ktérego zdolnosci regeneracyjne malaty z wiekiem
(cho¢ nie do konca wynika to z publikacji 1) inhibitory PAL (enzym szlaku
fenylopropanoidowego), takie jak AIP i adsorbenty fenoli, takie jak PVP,
wykazaty bezposredni wptyw na regeneracje kalusa. AIP okazat sie szczegdlnie
skuteczny, redukujac poziom zwigzkéw fenolowych, co zapobiegato
brgzowieniu kalusa i poprawiato jego zywotnosé. Traktowanie AIP prowadzito
do obnizenia stresu oksydacyjnego oraz do wzrostu poziomu ekspresji
kluczowych genéw (LEC2, BBM, WUS), ktére sg zwigzane z embriogenezg
somatyczng. Zoptymalizowane warunki pozwolity na uzyskanie diploidéw,
podczas gdy niektére inne dodatki prowadzity do powstawania tetraploidow.

Z kolei badania nad grykg zwyczajng koncentrowaty sie na opracowaniu
wydajnego i szybkiego protokotu regeneracji z protoplastéow, co dotad byto
duzym wyzwaniem, ze wzgledu na dtugi czas potrzebny do uzyskania roslin.
Szczegdlnie wazne dla nauk podstawowych wyniki to: wyzszos$¢ kalusa
embriogennego z niedojrzatych zarodkéw nad kalusem z hipokotyli. Fakt
zastosowania TDZ do podfoza regeneracyjnego znaczgco przyspieszyt proces
regeneracji, skracajgc czas uzyskania roslin z mikrokalusa do zaledwie
trzech miesiecy, w poréwnaniu do 9-18 miesiecy w poprzednich badaniach.
Istotny okazat sie dodatek PSK do podtoza hodowlanego jako kluczowy dla
zainicjowania podziatow komoérkowych w protoplastach, podczas gdy
adsorbenty fenoli (takie jak PVP) nie miaty znaczgcego wplywu na ten etap
rozwoju. Opracowanie tego protokotu, w potgczeniu z protokotem dla gryki
tatarki, postuzyto jako podstawa do pomysinego przeprowadzenia elektrofuzji
protoplastow obu gatunkow, co umozliwito uzyskanie heterokariontéw.

Uzyskane wyniki i zastosowane metody $wiadczg o bardzo wysokim poziomie
merytorycznym przedstawionej do oceny pracy.

Uwagi merytoryczne do pracy doktorskiej

Z tytutu funkcji recenzenta podejmuje sie dyskusji z Doktorantkg. O ile w
publikacji | gestos¢ protoplastow oraz wydajnos¢ ich podziatbw sg bardzo
dobrze udokumentowane, to procesy regeneracji duzo gorzej. Owszem opisane
i zobrazowane sg kolejne kroki prowadzgce do uzyskania roslin, ale bez
zadnych danych liczbowych. Gtéwnym i jedynym udziatem Doktorantki w
publikacji | byta optymalizacja medium regeneracyjnego dla gryki tatarki. Te
wyniki nie sg jednak opisane w pracy. Wiadomo tylko, ze jest to medium z
uzyciem cytokinin. Zwykle medium regeneracyjne zawiera rowniez auksyny.
Skad byto wiadomo, ze nie nalezy uzywac auksyn u obu gatunkéw. Réwniez
auksyny nie zostaty uzyte do ukorzeniania. Prosze o wyjasnienie - dlaczego.
Zwykle réwniez regeneracja na drodze organogenezy wymaga innych pozywek
niz w przypadku uzyskiwania roslin na drodze somatycznej embriogenezy. Czy
oba gatunki gryki sg zatem optymalnym systemem do badan in vitro, skoro w
kalusie sg komorki ukierunkowane na rézne procesy rozwojowe?

Zastanawia mnie réwniez fakt skad Doktorantka wie, ze przedstawiane
na zdjeciu 2 (s.17), Ryc. 7 (publikacja ) oraz Ryc. 4 (publikacja 1) komoérki, sg
komérkami zawierajgcymi zwigzki fenolowe. Z artykutdw nie wynika by byty
robione barwienia na zwigzki fenolowe. Czy dobrze rozumiem, Ze jest to
whnioskowanie na podstawie obserwacji morfologicznych kalusa tj. widoczne
brgzowienie komorek oraz oparte o informacje podawane przez innych
autorow? Uwazam, ze jesli wskazywana jest doktadna lokalizacja i identyfikacja
tych komdérek, to obecnos$¢ zwigzkoéw fenolowych powinna zostaé wykazana
inng metodg barwienia niz tylko btekit toluidyny. Zwlaszcza, ze w ramach
dalszych badan dodawane sg rézne substancje tj. adsorbenty fenoli czy
inhibitory obnizajgce poziom zwigzkéw fenolowych, a takze badana jest
zawartosc¢ tych zwigzkéw metodg chromatografii cieczowej.
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Nieco dyskusyjny jest dla mnie tytut artykutu |: “Promotive effect of
phytosulfokine ....". W mojej ocenie wptyw PSK na kalus jest nieistotny
statystycznie jak wynika z Ryc. 5, chociaz wida¢ pewng tendencje wzrostowa.
Z kolei dla hipokotyli nie ma przedstawionego wariantu samej pozywki, tylko z
dodatkiem PSK, s3g za to przedstawione wyniki dla pozywki PSK z dodatkami,
co nie pozwala oceni¢ jak dziata samo PSK (Ryc. 6, publikacja Il). Uwazam, ze
ewidentny wptyw PSK na zdolnosci do proliferacji komorek wystepuje u gryki
zwyczajnej, nie tatarki, co wynika z Ryc. 3 (publikacja Il). Prosze Doktorantke o
komentarz w tej sprawie.

W odniesieniu do publikacji Il — czy kontynuowano rozwoj
heterokariontow? Czy uzyskano rosliny na drodze somatycznej hybrydyzaciji?
W tym miejscu trzeba zaznaczyC, ze wizualizacje 3D opracowane przez
Doktorantke sg zachwycajgce i obejmujg az 42 przestrzenne rekonstrukcje
rozmieszczenia poszczegoélnych epitopow.

W przypadku publikacji 1V, w ocenie recenzentki wniosek
(zamieszczony w streszczeniu i dyskusiji), ze AIP poprawia zdolnosci
regeneracyjne u gryki tatarki jest na wyrost. Na podstawie przedstawionych
wynikow na stronie 7. publikacji, nie mozna stwierdzi¢, ze zastosowane zwigzki
wpltywajg na wydajnos¢ podziatdw protoplastéw. Wprawdzie tzw.“plating
efficiency” w przypadku traktowania 10 pM AIP jest o 6% wyzsze od kontroli,
ale jest to nieistotne statystycznie. Réwniez, mimo ze podana jest masa
kaluséw uzyskanych z rozwijajgcych sie protoplastéw, to jest ona mniejsza od
kontroli (Ryc. 2). Ponadto nie ma zadnych danych liczbowych dotyczacych
liczby uzyskanych wierzchotkow przybyszowych/eksplantat.

Ocena formalna pracy doktorskiej

W odniesieniu do wymogoéw art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571) przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska powinna byé: 1) zbiorem opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutdw naukowych, 2) oryginalnym rozwigzaniem problemu
naukowego oraz 3) prezentowa¢ ogdlng wiedze teoretyczng kandydatki w
dyscyplinie oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
Pani mgr Pérez Pérez jako prace doktorskg przedstawita cykl czterech spojnych
tematycznie artykutdow, w ktoérych opracowata i szczegétowo opisata modele
hodowli dwdéch gatunkéw gryki oparte o kultury protoplastéw, ktére to modele
potencjalnie mogg by¢ wykorzystywane w réznych programach hodowlanych
majgcych na celu ulepszanie tych waznych ekonomicznie roslin. O ile punkty 1)
i 2) sg spetnione z nawigzka, o tyle mojg watpliwo$¢ budzi udziat Doktorantki w
tych bardzo szeroko zakrojonych badaniach. Bardzo dobrze, ze w publikacjach
[I-IV (w przeciwienstwie do publikacji I) Pani mgr Pérez Pérez odpowiadata juz
za wszystkie etapy prowadzenia kultur in vitro F. esculentum i F. tataricum, cho¢
zastanawia fakt, dlaczego w publikacji IlI, linie L1 prowadzita réwnorzedna
pierwsza autorka. Dlaczego réwniez w niektérych publikacjach (np. IlI)
Doktorantka nie uczestniczyta w opracowywaniu i pisaniu wynikow oraz
dyskusiji, a jedynie opisaniu (tgcznie ze schematami) materiatéw i metod. Z
punktu widzenia mtodego adepta nauki wazne jest by nie tylko zna¢ metody,
ale takze aby umie¢ kompilowa¢ wyniki i je interpretowac. Oczekiwatabym
wiekszego udziatu Doktorantki w pisaniu i interpretacji wynikdw (wersja
robocza) w artykutach skfadajgcych sie na rozprawe doktorska, a nie jedynie
wspotudziatu w pisaniu artykutdw, jak napisano w o$wiadczeniu do publikaciji
IV. Problem wspétautorstwa w publikacjach, zwtaszcza tych przedktadanych do
oceny w procedurach awansowych, jest skomplikowany. To przeciez wiasnie
dzieki dziataniom zespotowym, wspotautorstwu odbywa sie znaczgcy postep w
naukach biologicznych. W tym miejscu chce zaznaczyé, Zze gdyby oddzieli¢
wyniki uzyskane i opracowane przez Doktorantke od tych uzyskanych i
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opracowanych przez pozostatych wspétautoréw, catos¢ i tak stanowitaby
rozprawe doktorskg na bardzo dobrym poziomie. Gdyby wzig¢ pod uwage
wszystko, praca jest wybitna, na poziomie rozprawy habilitacyjnej. Szkoda
tylko, ze Doktorantka sposrdd zatgczonych publikacji nie wyekstrahowata, albo
przynajmniej nie podkreslita wynikow uzyskanych i opracowanych przez siebie.
Nie mniej jednak niniejsze uwagi nie umniejszajg wartosci pracy doktorskiej
Pani mgr Pérez Pérez, a sg raczej dywagacjg na temat potrzeby lepszego
podkreslania wtasnych osiggnie¢ w przypadku dorobku podlegajgcego ocenie
przy uzyskiwaniu stopni i tytutdw naukowych.

Odnoszac sie dalej do punktu 3) - napisany przez Doktorantke wstep
jest doskonatym wprowadzeniem do omawianej problematyki i Swiadczy o
bardzo dobrej znajomosci problemu i umiejetnoéci stawiania hipotez
badawczych. Przedstawione w opracowaniu czterech publikacji wyniki sg
napisane nieco lakoniczne i zmuszajg czytelnika do szczegétowego zapoznania
sie z publikacjami, poprzez chociazby to, Zze odnoszg go do tabel, rycin
przedstawionych w publikacjach. Nieco zabrakto mi chociaz krétkiego rozdziatu
podsumowujgcego cato$¢ wynikow uzyskanych w publikacjach I-IV,
syntetycznie spinajgcego wszystko. W moim przekonaniu dwustronnicowe
konkluzje (rozdzielone na poszczegodlne publikacje) pozostawiajg niedosyt.
Warte rozwazenia bytoby rowniez zamieszczenie publikacji i ich opiséw nie w
porzagdku chronologicznym (daty opublikowania), tylko tematycznym, na
przykfad potgczenie i wspolne opisanie wynikow publikacji 1'i IV.

Podsumowujgc pod wzgledem formalnym praca spetnia wszystkie wymogi
stawiane w przywotanej ustawie.

Ocena ogdlna pracy doktorskiej

Pod wzgledem merytorycznym niezwykle wysoko oceniam cykl prac sktadajacy
sie na rozprawe doktorskg Pani mgr Pérez Pérez. Tematycznie wpisujg sie one
w najbardziej aktualne trendy badawcze, wykorzystujg bardzo zaawansowane
techniki, prowadzg do waznych odkry¢ jak chocby uzyskanie
heterokariontéw F. tataricum + F. esculentum, czy opisanie zoptymalizowanych
protokotéw regeneracji obu gatunkéw. Szeroki wachlarz metod badawczych,
sposobdéw analizy wynikéw, ktéry poznata Doktorantka zapewnia Jej bardzo
dobre podstawy do dalszego samodzielnego prowadzenia badah naukowych
na swiatowym poziomie w przysziosci. Mimo uwag w kwestiach formalnych,
ktére odnoszg sie raczej do formy prezentacji wynikbw uwazam, ze
przedstawiona do oceny praca nie tylko spetnia wymogi art. 187 ustawy z dnia
18 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571),
ale takze zastuguje na wyréznienie. Zatem w obu sprawach tj. o dopuszczenie
do dalszych etapdow postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora w
dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne oraz
0 wyroznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Reneé Pérez Pérez, zwracam sie
do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach.
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