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1. Ocena formalna

Praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Inzynierii Genetycznej Instytutu Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin- PIB w Radzikowie. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Wactaw Orczyk, a
promotorem pomocniczym dr Marta Dmochowska-Boguta. Rozprawa ma charakter monografii
naukowej liczacej 126 stron. Jest podzielona na rozdziaty pt.: Wprowadzenie, Przeglad literatury,
Materiat, Metody, Wyniki i Dyskusja oraz Podsumowanie i wnioski. Ponadto zawiera streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, spis literatury i objaénienia skrotow. W rozdziatach zastosowano
podziat na podrozdziaty, co znacznie podnosi przejrzystos¢ pracy. Omowienie zagadnien |
wynikéw pracy jest zaopatrzone w 36 rycin i 11 tabel, ktdre w sposob jasny i logiczny ilustrujg
tresci pracy. S3 one wykonane bardzo starannie. Podobnie, duza staranno$¢ o kompleksowe
opracowanie tematu charakteryzuje cata prace. W pracy znajdujg sie odniesienia do bogate]
literatury przedmiotu, tj. 172 pozycje cytowan, obejmujace najnowsze osiggnigcia nauki
$wiatowe]j w zakresie stosowanych nowoczesnych narzedzi i tematycznie zwigzanych kierunkow
badawczych. Tekst pracy jest bardzo dobry, jasny i logiczny oraz dopracowany pod wzgledem
redakcyjnym, dzieki czemu odbidr pracy jest utatwiony, pomimo iz przedstawia ona bardzo
ztozone, wysoce specjalistyczne i bogate pojgciowo zagadnienia naukowe oraz posiada bardzo
rozbudowang nowoczesng metodyke.

Podsumowujgc ocene formalng pracy nalezy stwierdzi¢, ze zawiera ona wszystkie niezbgdne
elementy rozprawy naukowej, pozwalajace wiaéciwie oceni¢ jej warto$¢ merytoryczng i
znaczenie dla nauki.



2. Ocena merytoryczna

Praca reprezentuje dyscypline agronomia w specjalnosci genetyka molekularna i inzynieria
genetyczna roélin. Badany materiat roslinny to jeczmien uprawny, a wigc bardzo istotna dla
$wiatowego rolnictwa rosdlina podlegajaca ciggtemu doskonaleniu i selekcji coraz bardziej
nowoczesnymi metodami hodowli. Jeczmien zajmuje takze znaczaca pozycje w krajowej
produkcji rolniczej. Praca stanowi probe rozeznania mozliwoéci zastosowania nowoczesnych
narzedzi inzynierii genetycznej dla wskazania nowych kierunkéw i strategii poprawy wartosci
gospodarczej jeczmienia jarego w zakresie odpornoéci na stres zasolenia, plonowania i
parametréw morfologicznych.

Obiektem badan jest gen HvGSK1.1 kodujacy biatko kinaze syntazy glikogenu i bedacy
gtéwnym negatywnym regulatorem sygnatu rozwojowego ptyngcego od grupy fitohormonow
brassinosteroiddw (BR). Opierajac sig na analizie prac opublikowanych w literaturze Swiatowej, a
szczegdlinie na wynikach weczesniejszych badai przeprowadzonych u Arabidopsis, ryzu i
jeczmienia, postawiono na wstepie pracy bardzo jasng i uzasadniong hipoteze badawcza, iz
wyciszenie badanego genu skutkowa¢ powinno zwigkszeniem biomasy i tolerancji jeczmienia na
zasolenie. Cel pracy zostal réwniez bardzo precyzyjnie okreslony jako wykazanie stopnia
uzaleznienia: tolerancji na zasolenie i cech uzytkowych jeczmienia od aktywnosci wspomnianego
genu. Cafa praca i jej poszczegolne etapy sg konsekwentnie podporzadkowane rzetelnej i
metodycznej realizacji tego bardzo ambitnego celu. Przeglad literatury bardzo starannie
wprowadza w zagadnienie jakie obejmuje praca doktorska. Doktorantka przedstawia w nim rolg
brassinosteroiddow w  ksztattowaniu cech rozwojowych roslin, charakteryzuje szczegéfowo
molekularny mechanizm $ciezki sygnatowej tych fitohormondw oraz przedstawia znaczenie i
strukture rodziny gendw GSK u jeczmienia bedacych gtownym obiektem badan. Nalezy zwrdcic¢
uwage na fakt iz charakterystyke sekwencji gendw HvGSK i ich ekspresji wykonano w
macierzystym Zaktadzie Inzynierii Genetycznej, przy znaczacym udziale Doktorantki (Groszyk i in.
2018). Rownie precyzyjnie przedstawiono w przegladzie literatury nowoczesne metody badawcze
inzynierii genetycznej, pozwalajgce na wyciszenie i redagowanie genow, oparte o stosunkowo
niedawno odkryte mechanizmy molekularne interferencji RNA (RNAI) oraz CRiSPR.

O duzej skali przeprowadzonych prac $wiadczy bardzo duza ztozono$¢ zastosowanych
materiatéw i metod badawczych doktadnie i jasno omoéwionych na 21 stronach. Podejscie do
rozwigzania tematu badawczego jest bardzo ambitne, gdyz zastosowano dwie nowoczesne
technologie wyciszania genéw wykorzystujace mechanizm interferencji RNA (RNAi) oraz
ukierunkowanej mutagenezy i edytowania genomu (CRISPR/Cas9). Na materiaty skfadaja sie
odmiana Golden Promise i linie transgeniczne jeczmienia jarego, szczepy bakteryjne uzyte do
transformacji i klonowania, plazmidy, media do kultur in vitro roslin, uprawy hydroponicznej,
media do kultur bakteryjnych, startery uzyte do PCR i oligonukleotydy uzyte jako guide RNA.
Wszystkie materiaty sg szczegétowo opisane, w tym w formie tabel; z podaniem niezbednych
sekwencji. W czeéci Metody zawarty jest szczegdtowy opis ogdétem 37 zastosowanych metod i
procedur badawczych z zakresu genetyki molekularnej, inzynierii genetycznej i kultur in vitro oraz
zasady pomiaru cech roslin takich jak biomasa 14-dniowych siewek, wzgledna zawarto$¢ wody,
kat nachylenia liscia. Opisano tez zasady opracowania statystycznego wynikéw, ktdére nie budzg
watpliwosci.



Wyniki pracy sa opisane na 31 stronach w sposob bardzo szczegbtowy i uporzadkowany,
przez co powstaje starannie udokumentowany obraz doswiadczalnych efektéw zatozonych
eksperymentéw. Zaréwno tabele jak i ryciny sa prezentowane w sposob jasny, nie budzacy
watpliwosci interpretacyjnych. Interpretacja uzyskanych wynikow przedstawiona w ich opisie jest
wtasciwa. Wyniki sg jednoznaczne, sugerujq istotny pozytywny wplyw wyciszenia genu HvGSK1.1
na parametry plonotwdrcze jak: biomasa roélin w fazie siewki, wielkos¢ ziarniakow, masa tysigca
ziarniakéw, uwodnienie tkanki liscia, diugos$¢ liscia flagowego oraz na wiekszg odpornos¢ na
sasolenie. Duze znaczenie wyciszenia genu HvGSK1.1 dla zwigkszenia sygnatu Sciezki
oddziatywania brassinosteroidéw na rozwdj rosliny pokazalo takze do$wiadczenie wykazujace
wzrost kata odchylenia liscia od pionu. Potwierdzito ono tym samym wyniki doswiadczen z
analogicznym genem wykonanych na ryzu. Interesujgcym dopefnieniem obrazu roli genu
HvGSK1.1 byto oznaczenie ekspresji jego paralogéw z tej samej rodziny genowej w liniach
transgenicznych i skorelowanie jej z biomasa siewek i masa tysigca ziarniakow. Zaobserwowane
skorelowanie ekspresji paralogdéw wyjasniono zadziataniem odrebnego mechanizmu regulacji
genetycznej, wykluczajgc jednoczesnie bezposredni wptyw kasety wyciszajacej na te geny ze
wzgledu na roznicge w ich sekwencji. Jest to oczywiécie mozliwa interpretacja, lecz wymaga ona
dodatkowych dowodoéw eksperymentalnych. Natomiast bardzo wyraznie wykazano ujemng
korelacje ekspresji genéw HVGSK z biomasg, masq tysigca ziarniakow i wzgledna zawartoscia
wody.

W pracy podjeto takze probe ukierunkowanej mutagenezy w obrebie genu HvGSK1.1 przy
pomocy systemu CRISPR/Cas9. W tym celu do odpowiedniego wektora CRISPR/CasS
wprowadzono edytowany fragment sekwencji eksonu pigtego genu HvGSK1.1 i potwierdzono jej
obecnoé¢ w transformowanych bakteriach E. coli., stosujac reakcje PCR. Zweryfikowany plazmid
wprowadzono do odpowiedniego szczepu Agrobacterium tumefaciens i przeprowadzono
transformacje niedojrzatych zarodkéw jeczmienia w liczhie 1800 tarczek zarodkowych, ktére
poddano regeneracji w kulturze in vitro. Uzyskano 57 ro$lin Ty z odrgbnych zarodkow
somatycznych, z czego 50 zidentyfikowano jako rosliny transgeniczne. Wsrdd rosdlin To
zidentyfikowano 5 roslin homozygotycznych z mutacjg, 14 roslin heterozygotycznych i 10 roslin
biallelicznych lub o charakterze chimer. Do analizy sekwencyjnej metodg NGS wybrano
potomstwo Ty rosliny #VI118 zidentyfikowanej jako bialleliczna lub chimera. W 66 roslinach T, na
88 badanych uzyskano potwierdzenie istnienia mutacji wygenerowanej metodg CRISPR/Cas9.
Wiekszo$¢ mutacji to delecje lub insercje skutkujace zmiang ramki odczytu i przedwczesnym
kodonem stop, a wiec wytgczeniem genu HVGSK1.1 z funkcjonowania. Petna charakterystyka
sekwencyjna mutantéw T, potwierdzita ich zrdznicowany charakter oraz wykazata iz kaseta
CRISPR/Cas9 w pierwotnych mutantach moze generowac dalsze zmiany mutacyjne w nastepnych
pokoleniach. Przeprowadzone badania stwarzajg okazje do zapoznania sig¢ z mechanizmami
molekularnymi zachodzacymi przy edycji genomu metoda CRISPR/Cas9 i to wtasnie czyni z nich
duze osiagniecie naukowe. Potwierdzajg takze mozliwoé¢ wytaczania dziatalnosci genu HVGSK,
czyli docelowy efekt tej metody stwarzajacy mozliwoé¢ zwiekszenia efektywnosci szlaku
sygnatowego ze strony brassinosteroiddw, a tym samym podwyzszajacy parametry rozwojowe
jeczmienia w warunkach normalnych i w warunkach zasolenia.

Dyskusja wynikéw zostata stusznie podzielona na podrozdziaty odpowiadajace poszczegolnym
zagadnieniom, przez co omawiane tresci sg dobrze uporzadkowane. Autorka podkreslita w wielu
miejscach zgodnos¢ uzyskanych przez nig wynikéw z danymi literaturowymi odnoszacymi sie



gtéwnie do ryzu. Wskazata, iz uzyskane wyniki potwierdzajg stuszno$¢ hipotezy badawczej
zawartej we wstepie pracy. Widac takze wyraznie, ze uzyskane wyniki oraz zastosowane metody
doprowadzity do osiggnigcia zatozonego celu pracy i okazaty sie wynikami wysoce pozytywnymi.
Do czeéci tekstu Dyskusji zawartej na stronach 105-107 mam zasadniczg uwage techniczna.
Reprezentuje on raczej omoéwienie wynikow anizeli Dyskusje i stad powinien by¢ zamieszczony w
poprzedzajacym rozdziale.

W rozdziale ,Podsumowanie i wnioski” znajdujemy 13 konstatacji, ktére dobrze i
wyczerpujaco podkreslaja znaczenie i wymowe osiggnietych wynikow.

Z obowiazku recenzenta mam kilka uwag i pytan do Autorki Rozprawy.

1. Nazwa enzymu, ktérego kodujgcy gen byt badany, sugeruje jego jeszcze inne role w roslinie
niz ta, bedgca w zainteresowaniu Autorki. Czy istnieje wiedza o jego innym znaczeniu?

2. Uproszczony poglad na edytowanie genu metoda CRISPR/Cas9 zaktada utworzenie w
nakierowanym miejscu $cisle okreslonej zmiany w sekwencji DNA. Wyniki pracy pokazujg, ze
mamy do czynienia ze zréznicowanymi zmianami w badanym odcinku genu oraz z
generowaniem kolejnych mutacji w nastepnych pokoleniach. Jak widzi Pani ten problem w
aspekcie zastosowan praktycznych tej metody?

3. Prosze o poréwnanie perspektyw zastosowan w praktyce hodowlanej roslin uprawnych
metod RNAi i CRISPR/Cas9.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Yuliyi Kloc spefnia pod wzgledem
formalnym i merytorycznym wymogi dotyczace rozpraw doktorskich wedtug 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 w zwigzku z art.179 ustawy z 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1669)

Oceniana rozprawa doktorska stanowi bardzo cenne naukowo opracowanie waznego dla
dyscypliny agronomia, zagadnienia jakim jest znalezienie nowych podstaw genetycznych
doskonalenia roélin uprawnych. W swojej pracy Doktorantka wykazata duze umiejetnosci
warsztatowe w dziedzinie nauk rolniczych - stosowania réznorodnych metod inzynierii
genetycznej, kultur in vitro i genetyki molekularnej. Postugujac sie sprawnie tymi narzedziami
nowoczesnej nauki otrzymata pozytywne wyniki, potwierdzajace zatozong hipoteze badawczy, .
ktére moga wraz z otrzymanymi cennymi i unikatowymi materiatami roslinnymi stanowi¢ baze
dalszych badan, a takze doprowadzi¢ do doskonalenia metod i materiatow badawczych.

Whnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB w
Radzikowie o dopuszczenie mgr Yuliyi Kloc do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na nowatorski charakter badan, wybitne walory poznawcze i opanowanie petnego
sakresu warsztatu naukowego w zakresie nowoczesnych metod inzynierii genetycznej roslin
wnosze do Rady Naukowej Instytutu o wyréznienie mgr Yuliyi Kloc i jej pracy doktorskiej
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stosowng nagroda.



