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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Yuliyi Kloc pt.
“Poznanie funkcji biologicznej genu HvGSK jeczmienia (Hordeum vulgare L.)

Wprowadzenie

Doskonalenie cech uzytkowych roslin rolniczych jest obecnie kluczowe w kontekscie
zmian klimatycznych, idei likwidacji istniejgcego niedozywienia oraz wcigz powickszajgcej
si¢ populacji ludzi. Biotechnologia rolnicza dostarcza atrakcyjnych narzedzi wzbogacajacych
mozliwosci konwencjonalnej hodowli odmian w postaci transgenezy, czy ostatnio
mutagenezy ukierunkowanej narzedziami edycji genomu.

Przedstawiona do recenzji praca przedstawia analize efektéw zmian w ekspres;ji
waznego modutu szlaku sygnalowego brasinosteroidow, genu HvGSK, na parametry plonu i
tolerancj¢ na stres abiotyczny.

Swietny wybor zaréwno obiektu — jeczmienia, waznej rosliny zbozowej, oraz genu
HvGSK, kodujacego kinazg GSK3, ktora jako negatywny regulator szlaku sygnatowego
moglaby, w przypadku wyciszenia wzmocni¢ dziatanie brasinosteroidow, zardéwno w
aspekcie rozwojowym jak i reakcji na stres. Co wigcej, praca ta zapoczatkowuje analizy
porownawcze roslin otrzymanych poprzez klasyczng transgeneze wyciszajaca konstrukcjg
genowa (RNALI) z roslinami otrzymanymi poprzez ukierunkowang mutageneze narz¢dziami
opartymi o CRISPR/Cas9. Duzym walorem tej pracy jest odwazne poszukiwanie
podstawowych odpowiedzi naukowych poprzez zaawansowane badania na ro$linie
uzytkowej. Takie badania sg rzadziej wybierane ze wzgledu na zwykle dtuzszy okres
wegetacyjny, skomplikowane procedury transformacji genetycznej i co za tym idzie,
koniecznos¢ optymalizacji warunkow wielu doswiadczen. W efekcie pojawia sie czasem
koniecznos$¢ poréwnania obiektow otrzymanych na réznych etapach realizacji doktoratu, co
do ktérych zgromadzono nieproporcjonalne ilosci danych. Ten problem jest widoczny w
niniejszej pracy, rozumiem konieczno$¢ takiego podejscia i dalej nie bede tego punktowat.

Recenzowana praca jest wynikiem dziatalnosci doktorantki w dwdch projektach NCN
— Opus (jako wykonawca) i Preludium (jako kierownik). Praca konsekwentnie zmierza do
weryfikacji jasno postawionej hipotezy o zaleznosci wyciszenia negatywnego regulatora
Sciezki sygnatowej brasinosteroidow i poprawa kilku cech uzytkowych, w tym tolerancji na
zasolenie, masy tysigca ziarniakow i biomasy roslin. Cze$¢ wynikow zostato opublikowane w
wysokopunktowanym czasopismie IJMS, gdzie doktorantka jest pierwszg autorka.



Dane formalne o rozprawie

Praca jest napisana w jezyku polskim i ma format standardowej rozprawy doktorskiej
zawierajgcej wszystkie wymagane elementy. Rozprawa liczy 126 stron. W calej pracy znajdujg
sie cytowania 184 pozycji literaturowych, w tym ponad 30% (55) pozycji z ostatnich 5 lat.
Cytowane prace bardzo dobrze odzwierciedlaja aktualny stan wiedzy w interesujgcej tematyce,
a ich dobdr i ilo$¢ sa odpowiednie. Proporcje objetosci tekstu i figur pomiedzy ,,przegladem
literatury” - 26 str., ,,materialami i metodami” - 22 str., ,,wynikami” - 33 str. i ,,dyskusjg” - 15
str. s3 wywazone. W tekst wkomponowano 36 rycin i 11 tabel opatrzonych w informatywne
podpisy. Ryc 32 jest zbgdna bo nie wnosi nic nowego ponad stwierdzenie, ze wczesniej opisane
konstrukcje sa poprawne, co jasno opisano w tekscie — tu ciekawe byloby ewentualne
stwierdzenie, Zze inne rejony konstrukcji objete sekwencjonowaniem sg zachowane w stanie
niezmienionym (ale jesli nie ma zmian, to tez wystarczytoby skwitowaé¢ zdaniem w tekscie).
Mate zastrzezenia redakcyjne mam do tabel prezentujgcych oligonukleotydy — 6,7 i 8. Raz
kofice 5’ i 3’ sg opisane, a raz nie (w tej samej tabelce), zréznicowany rozmiar czcionki
sekwencji, nadmiarowe znaki, spacje.

Jezyk rozprawy jest przejrzysty bez powaznych bledow, a terminologia naukowa
zwykle profesjonalna (poza paroma potknigciami). Niemniej niektore fragmenty pracy wydaja
si¢ by¢ pisane w pospiechu, co skutkowato czasem niezrecznymi sformutowaniami. Jezyk
przegladu literatury, opisu materiatéw i metod, opisu wynikow, prowadzenia dyskusji i
wnioskéw — poprawne, merytorycznie ocenione dalej.

Ocena rozprawy

Tytul jest syntetyczny i oddaje ogolnie tre$¢ i cele rozprawy. W wielu rozprawach
doktorskich autorzy probuja bardziej uszczegotowi¢ tematyke — tutaj mozna by dodaé co$ o
cechach uzytkowych i brasinosteroidach. Niemniej istniejg rézne szkoty i komentarz ten nie
jest zarzutem. Zarzutem bedzie jednak pominigcie drugiego czionu nazwy botanicznej gatunku
— jeczmiefi zwyczajny. Przedstawiony w oddzielnym rozdziale cel, czy raczej sposéb
sformutowania celu i hipotezy badawczej nie sg optymalne. Cel jest zdefiniowany jako
weryfikacja hipotezy (jednej, ogélnej, méwigcej o zaleznosci tolerancji na zasolenie i
wybranych cech uzytkowych od dziatania kinazy GSK3) —to oczywiste. Ale patrzac na wyniki,
hipotez weryfikowanych w tej pracy jest duzo wigcej. Mozna by sformutowaé hipotezy o
trwatosci efektu wyciszenia, o mechanizmie wyciszania paralogéw, o preferencyjnej integracji
transgenu w pojedynczym miejscu, o tym w jakim stopniu bikinina symuluje efekt wyciszenia
HvGSKI.1 (lub na odwrét), czy w koficu o naturze mutacji wygenerowanych poprzez
CRISPR/Cas9 w tym genie. Cel, z kolei, moglby by¢ zdefiniowany bardziej ogélnie, jako
zbadanie efektu wyciszenia i ukierunkowanej mutagenezy negatywnego regulatora szlaku

sygnalowego brasinosteroidow. Jesli doktorantka ma w przysziosci zdobywaé srodki na
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badania, to umieje¢tno$¢ formutowania hipotez badawczych ma duze znaczenie i wymaga
jeszeze pewnego treningu.

Przeglad literatury jest najlepsza czgscig rozprawy. Jest $wietnym i dopracowanym
omOwieniem 1 usystematyzowaniem informacji o jeczmieniu, szlaku sygnalnym
brasinosteroidow, wptywie brasinosteroidow na biologi¢ roslin, kinazach GSK, wyciszaniu
gendw i edycji gendéw narzedziami CRISPR/Cas9. Drobne potkniecia to np.: str. 20 — domena
kinazowa, ktérej profil jest zdeponowany w bazie PROSITE pod nr rej. PS50011 zawiera w
sobie juz wzory PS00108 i PS00107 (a wymienione sg jakby byly trzy niezalezne domeny); str.
24 —na Ryc.4 nie wiadomo co reprezentuje wartos¢ 1,0 (100%) na wykresie; str. 33 -niezrgczne
sformutowanie ,,system proteasomow ubikwityny”; str. 34 — miRNA moze regulowaé geny nie
tylko potranskrypcyjnie; str. 38 cytowanie Doudna i Charpentier (2014) powinno by¢ z jedno
zdanie wczesniej, a akapit zaqczynajacy si¢ od ,,CRISPR/Cas9...” — wyglada jak z
automatycznego translatora (a zmiany SDNI1, 2 i 3 kompletnie niejasne).

Materialy i metody sa przedstawione profesjonalnie i zawierajg wszystkie niezbedne
informacje techniczne. Dobér materialow i metod jest jak najbardziej wiasciwy pod katem
wykonywanych eksperymentéw i wyrdéznia si¢ przejrzystoscig i plynnoscig opisu
wykonywanych procedur. Czytelnik odnosi wrazenie ze osoba wykonujgca i opisujaca
metodyke dobrze rozumie znaczenie otrzymywanych wynikéw. Potknigcia to: str. 42 —
(tabelka) mio-inozytol to nie jest witamina A, tiamina, to witamina B1, a nie cata grupa B; str.
52 i wiele miejsc w tej pracy — stosowaliScie metode RT-qPCR, a nie gqRT-PCR; str. 55 — z
opisu wynika Ze stosowaliscie sonde mieszana, specyficzng do wszystkich sekwencji obecnych
w plazmidzie, a nie 2 rodzaje sondy.

Rozdzial wyniki obejmuje tresciwy opis rezultatéw poczynajac od weryfikacji liczby
kopii transgenu w liniach otrzymanych w okresie przed doktoratem. Zastosowano metode
opartg o ilosciowy PCR wykazujac duzy udzial pojedynczych miejsc integracji i w pojedynczej
liczbie kopii, co jest kluczowe do wyciggania dalszych wnioskéw. Dalsze analizy wykonywano
na liniach homozygotycznych pokolenia T2 i T4, wykazujgc w znacznej liczbie linii stabilnosé
efektu wyciszenia genu docelowego. Pomimo, Ze linie otrzymano odstepie czasowym
poréwnanie poziomu wyciszenia mogloby by¢ zaprezentowane na jednej, zlozonej figurze
(potgczenie Ryc. 13 i 15). Bardzo ciekawym aspektem jest analiza ekspresji paralogéw w
liniach z wyciszonym HvGSKI w warunkach normalnych i w stresie podwyzszonego zasolenia.
Brakuje mi jednak dyskusji obejmujacej bezwzglgdny poziom ekspresji analizowanych
paralogéw, gdyz czesto si¢ zdarza, Ze paralog o ,,najciekawszym i najbardziej zaskakujacym”
profilu ekspresji jest wyrazany na bardzo niskim poziomie i jezeli jest kilka innych paralogéw
o zakonserwowanej funkcji, to obserwowane zmiany moga nie mie¢ biologicznego znaczenia.
Przy okazji prezentowania i dyskutowania tych wynikéw napotkatem lakoniczne stwierdzenie,
ze ze wzgledu na mate podobienstwo autorka nie spodziewa sie wyciszania krzyzowego
postulujge transkrypcyjng koregulacje. Brakuje tutaj dowodu w postaci poréwnania sekwencji
nukleotydowych, przynajmniej w rejonie gdzie sekwencja docelowa powinna si¢ znajdowag,




cho¢ nie mozna wykluczy¢ dziatania phasiRNA i wtedy dtuzsze dopasowanie sekwencji tez
mialoby sens.

Nastepnie analizowano parametry wzrostowe w warunkach normalnych i przy zasoleniu
200mM NaCl — biomasg, wzgledng zawarto$¢ wody, cechy morfologiczne (pokrdj, kat
nachylenia lisci i wielkos¢ liscia flagowego) i masg tysigca ziarniakow. Dla wszystkich cech i
poziomu ekspresji wybranych paralogéw wykonano analize korelacji Pearsona. Analiza
potwierdzita pewng zalezno$¢ ekspresji HvGSKI.1 z niektérymi paralogami oraz odwrotng
zalezno$¢ z MTZ, biomasg i RWC.

Ostatnia czg$¢ wynikow to opis projektowania i wykonania konstrukcji do
ukierunkowanej mutagenezy genu HvGSK przy pomocy nukleazy CRISPR/Cas9 oraz
transformacji genetycznej jeczmienia wraz z potwierdzeniem obecnosci transgenu w pokoleniu
TO i wstepng charakterystyka otrzymanych mutacji w pokoleniu T1 otrzymanym z jednej linii
#VIIL8. Bardzo dobrze wybrano tu szybkie metody weryfikacji mutacji (2 niezalezne metody),
w tym metodg z zastosowaniem endonukleazy T7EI Rownie dobrze wyglada charakterystyka
sekwencji amplikon6w kilkudziesigciu linii pokolenia T1. Zastanawia mnie tylko czy metody
te s juz tak powszechne, ze autorka zrezygnowala z cytowania literatury, skad metode
zaczerpnigto, czy tez s3 one nowymi autorskimi procedurami? Tutaj tez nie zgadzam si¢ na
nazywanie NGS metodg — jest to co najmniej grupa metod. Abstrahujagc od paru drobnych
potknie¢ z niecierpliwoscia bedg czekat na analizy funkcjonalne otrzymanych mutantéw. Te
drobiazgi to: str. 83 —,.docelowe gRNA”; str 93 — Ryc. 36 zapis sekwencji DNA od konca 3° —
tak si¢ nie robi, domyslng orientacja zapisu sekwencji jest 5> do 3’ i tylko w uzasadnionych
przypadkach mozemy zapisa¢ ni¢ komplementarng w wyraznym zaznaczeniem, ze po lewej
jest 3.

Duza czgs¢ wynikéw, to kolejne etapy procedury oceny roslin transgenicznych i
weryfikowania wyciszenia genu docelowego, ktore wykonane i zinterpretowane sg poprawnie,
wige nie wymagaja rozbudowanej dyskusji. W pewnych jednak punktach dyskusja jest bardzo
ciekawa, tym bardziej, Ze pomimo stosunkowo krotkiego okresu badan brasinosteroidéw, jest
kilkadziesigt bardzo ciekawych opracowan na rzodkiewniku i ryzu. W dyskusji autorka
wskazata tez plany dalszych analiz koncentrujgcych si¢ na kolekcji mutantéw CRISPR/Cas9,
w tym analizy efektow off-target i badanie roslin w warunkach polowych. Popieram ten
kierunek, cho¢ ciekawe bylyby tez analizy mechanizmu zaniku efektu wyciszenia genu
docelowego w niektérych liniach pokolenia T4, czy tez wyjasnienie mechanizmu koregulacji
paralogow HvGSK.

Kilka wniosk6w zdaniem recenzenta jest nieco niedopracowanych (cze$é niedociggnieé
wynika tu z bledéw wytknietych na wezeéniejszych etapach recenzji): 1. Nie w jednym locus,
a w pojedynczym locus. 3. Recenzent zrozumiat, ze sonda byta wyznakowanym plazmidem,
wigc hybrydyzujagce mate RNA sa komplementarne do konstrukeji wyciszajacej, a nie do
fragmentu genu docelowego (cho¢ to wysoce prawdopodobne). 4. Zanik wyciszania w
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poréwnaniu z czym? 6. ,\Niski” poziom podobienistwa kasety wyciszajgcej i paralogéw nie
zostal nigdzie w pracy udokumentowany.

Na koniec chcialbym aby doktorantka, oprécz ustosunkowania si¢ do wymienionych

potknig¢ omOwila nieco szerzej nastepujgce kwestie:

1. Na schemacie przedstawionym na Ryc. 1 kinaza BIN2 moze mieé lokalizacje
cytoplazmatyczg i jadrowa. Prosz¢ rozwina¢ temat lokalizacji tego bialka oraz czy
taki mechanizm moze tez by¢ obecny w HvGSK? Prosze tez wyjasni¢ dlaczego
lansuje Pani nazwe GSK a nie BIN?

2. Proszg przyblizy¢ na jakiej zasadzie NGS pozwala na analize dziesigtek/setek
mutacji w jednym genie i jak konstruowane sg sekwencjonowane biblioteki?

Podsumowanie

Recenzowana rozprawa jest wartosciowym opracowaniem z zakresu analizy
funkcjonalnej genu o centralnym znaczeniu dla przekaznictwa sygnalu hormonalnego
brasinosteroidéw. Praca potwierdza rowniez przydatnos$¢ manipulacji ekspresja kinazy HvGSK
celem poprawy niektérych cech uzytkowych. Opracowanie odzwierciedla wysokie
umiej¢tnosci techniczne, ogromna prace autorki i zawiera dobrej jakosci i nowatorskie wyniki.
Niezwykle cenne jest przekierowanie badan na analizy mutantéw wygenerowanych narzedziem
CRISPR/Cas9. Pomimo wskazania w recenzji paru niedociagnie¢, nie stanowig one istotnych
bledow rzeczowych i catg prace oceniam bardzo dobrze. Analiza tekstu dowodzi, ze autorka
jest dojrzatym badaczem godnym awansu naukowego.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Yuliyi Kloc spetnia pod
wzglgdem formalnym i merytorycznym wymogi dotyczace rozpraw doktorskich wedlug
ustawy z 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r., poz. 1789), oraz art.179 ustawy z 3 lipca 2018 r. pn.
»Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2018 r.,
poz. 1669). Na podstawie powyzszego zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin PIB w Radzikowie z prosbg o dopuszczenie Pani mgr Yuliyi Kloc do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

//Z/M‘m /;/4

Prof. dr hab. Marcin Filipecki

Katedra Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin
Instytut Biologii

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa
marcin_filipecki@sggw.edu.pl



