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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Krzysztofa Michalskiego pt.
,»Opracowanie systemu oceny efektywnosci komplekséw nukleazy Cas9, na
przykladzie kierunkowanej mutagenezy genu ABA8’OH-1 zwigzanego ze
spoczynkiem nasion u pszenicy i pszenzyta”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Laboratorium Kontroli
Genetycznie Modyfikowanych Organizméw Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin-
Panstwowy Instytut Badawczy w Radzikowie. Promotorem pracy jest Pan Prof. dr hab. inz.
Janusz Zimny, za$ promotorem pomocniczym Pani dr inz. Anna Linkiewicz. Promotorzy
pracy i ich zespdt badawczy od lat zajmuja si¢ biotechnologia zbéz. Niniejsza praca doktorska
wpisuje sie w gtowne nurty badawcze tego zespotu i dotyczy opracowania efektywnej
metodyki edytowania genoéw z wykorzystaniem technologii CRISPR/Cas u poliploidalnych
gatunkéw zb6z. Wykonanie pracy byto mozliwe dzigki dostepowi do warsztatu badawczego
Zespotu i duzemu doswiadczeniu w zakresie kultur in vitro, a takze dzigki wspolpracy z
zagranicznym zespotem z IPK Gatersleben w Niemczech. Doktorant przeprowadzil swe prace
z wykorzystaniem heksaploidalnej odmiany pszenzyta "Bogo’ i odmiany ‘Svilena’
heksaploidalnej pszenicy zwyczajnej, wybierajac do edytowania gen kodujacy hydroksylaze
kwasu abscysynowego, w skrocie ABA8’OH-1. Czasami Doktorant stosuje uproszczony skrot
nazwy genu ABA8 OHI, na przyktad w pierwszej publikacji. Enzym ten rozklada kwas
abscysynowy w ziarniakach zb6z, co prowadzi do przerwania spoczynku nasion i skutkuje ich
kielkowaniem, jezeli proces ten zachodzi przed zniwami, wowczas dochodzi do porastania
ziarna, co negatywnie wplywa na plony. Tak wigc prace Doktoranta wpisujg si¢ w szersze
badania, ktorych celem jest uzyskanie zb6z odpornych na porastanie.

Podjeta przez Doktoranta tematyka pracy jest bardzo ciekawa i dotyczy rozwoju edytowania
gendw - nowej technologii ukierunkowanej mutagenezy. Edytowanie genow jest zlozonym
wieloetapowym dziataniem: pierwszym etapem prac jest wytypowanie genu do edycji i
zaprojektowanie gRNA naprowadzajacego nukleazg¢ Cas na gen docelowy, drugim
przygotowanie odpowiednich konstrukeji genowych, a trzecim wykonanie edycji i uzyskanie
roslin z wyedytowanym genem docelowym. W przypadku zb6z, ze wzgledu na trudng
metodyke regeneracji roslin, ten ostatni etap wymaga duzych nakladéw pracy. Tak wigc
podjecie badan nad opracowaniem skutecznej metodyki sprawdzania konstrukcji genowych
Cas9/gRNA uwazam za w pelni uzasadnione, a szczeg6lnie w przypadku heksaploidalnych
zbdz, takich jak pszenzyto i pszenica, u ktorych geny docelowe wystepuja w postaci
homeologéw. Taki system pozwala wskazac te konstrukcje Cas9/gRNA, ktore beda
gwarantowaly skuteczng edycje gendw i beda pozwalaty na ograniczenie prac zwigzanych z
uzyskaniem roélin. Za szczegdlnie nowatorska, uwazam czgs$¢ pracy dotyczaca pszenzyta. Jak
dotychczas nie ma doniesien na temat skutecznego edytowania genéw u tego gatunku,
ktorego znaczenie gospodarcze stale wzrasta.
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Przedstawiona mi do oceny praca doktorska jest zbiorem trzech publikacji, ktére sa
uzupelnione o spis tresci, wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskie;j,
streszczenia, stownik skrotow, przeglad literatury, cel badan i hipoteze¢ badawcza, materialy i
metody, omdéwienie wynikow, podsumowanie wynikow, wnioski 1 spis literatury. Wszystkie
publikacje stanowiace rozprawe sg wieloautorskie i Autor przedstawil oSwiadczenia
wspotautorow. Pierwsze dwie publikacje maja charakter prac badawczych, zas trzecia jest
pracg przegladowa. Publikacje badawcze zostaly opublikowane w latach 2021 i1 2023, praca
przegladowa zostala takze opublikowana w 2023 roku. Dwie prace badawcze, ktore stanowig
zasadniczg cze$¢ rozprawy doktorskiej, zostaty opublikowane w pismie International Journal
of Molecular Sciences (IF=6.208, 140 pkt MEiN), za$ praca przegladowa w pismie Trends in
Plant Science (IF=22.012, 200 pkt MEiN). Doktorant jest pierwszym Autorem prac
badawczych. Z informacji podanych w publikacjach i o§wiadczeniach wspétautorow wynika,
ze Doktorant byt glownym wykonawca badan i autorem pierwszych wersji manuskryptow. W
przypadku pracy przegladowej Doktorant jest wspotautorem dwdch podrozdziatow tej pracy,
a dostarczone o$wiadczenia Doktoranta i czterech wspotautorow, w tym Autora
korespondencyjnego. potwierdzaja, ze Doktorant przygotowal pierwsze wersje tych
podrozdziatow. W pracy doktorskiej zawarta jest informacja o tym, ze badania zostaty
wykonane w ramach zadania 13, realizowanego w programie Badan Podstawowych na Rzecz
Postepu Biologicznego w Produkcji Roslinnej w latach 2014-2020, finansowanego przez
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Realizacja pracy byla tez dofinansowana z Dotacji
dla Mlodych IHAR-PIB 2018, a praca przegladowa powstata w wyniku migdzynarodowej
wspoOtpracy w ramach programu COST Action PlantEd.

Wprowadzenie do pracy stanowi przeglad literatury, ktory jest krotki i syntetyczny. W trzech
podrozdziatach Autor oméwil ogdlnie problematyke porastania pszenzyta i pszenicy, role
genu ABA8’OH-1 w spoczynku nasion i technologi¢ edytowania gendw u roslin. Autor
dobrze wywazyl zakres tresci tego podrozdziatu, tak ze tresci te sa uzupetnione i poglebione
w szczegotowych przegladach literatury publikacji badawczych i w pracy przegladowe;.

W kolejnym podrozdziale Doktorant przedstawil cel pracy, zakres przeprowadzonych badan i
hipoteze badawcza. Cel pracy jest dobrze przedstawiony, natomiast hipoteza badawcza
moglaby by¢ lepiej sformutowana pod wzgledem stylistycznym, gdyz obecnie nie wynika z
niej to, ze dotyczy edytowania genow.

W pierwszym etapie swych badan Autor skupil si¢ na opracowaniu systemu oceny
konstruktow Cas9/gRNA na potrzeby edycji genéw u pszenzyta. Autor zastosowat trzy typy
konstruktow i trzy strategie ich oceny. Pierwsza z nich byla strategia bioinformatyczna, ktéra
nie wymaga prowadzenia prac laboratoryjnych i jest rutynowo stosowana. Strategia ta posiada
jednak szereg ograniczen, a przede wszystkim nie uwzglednia kontekstu genomu gatunku
docelowego, co jest bardzo wazne w przypadku gatunkéw poliploidalnych. Druga strategia,
ktorg Autor opracowat jest oparta o ekspresje przejsciowa gendéw w lisciach jeczmienia: genu
docelowego pszenzyta w fuzji z niefunkcjonalnym genem biatka GFP, genu reporterowego
kodujacego biatko Cherry i konstrukcji Cas9/gRNA. Taki uktad pozwala oceni¢ w sposéb
iloSciowy efektywnos¢ edycji, ktora skutkuje odzyskaniem funkcji przez gen kodujacy GFP i
nabyciem zielonej fluorescencji przez komoérki gdzie doszlo do edycji. Opracowanie tej
metodyki dla pszenzyta byto mozliwe dzigki nawigzaniu przez Doktoranta wspotpracy z
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zespolem dr. Jochena Kumlehna z IPK Gaterslaben w Niemczech. W trzeciej strategii
Doktorant wykorzystat te same konstrukcje Cas9/gRNA do transfekcji protoplastow
pszenzyta. Bylo to mozliwe dzigki opracowaniu efektywnej metodyki izolacji protoplastow
dla pszenzyta. Efektywnos¢ ukierunkowanej mutagenezy analizowano metodami opartymi o
amplifikacje rejonu docelowego i zastosowanie endonukleazy T7E1 lub glebokiego
sekwencjonowania amplikonow - ta druga metoda okazala si¢ bardziej informatywna.

Tu cheiatbym podkresli¢, ze wyniki dotyczace prac nad pszenzytem sg bardzo dobrze
zestawione i opracowane pod wzgledem statystycznym, a praca w ktorej je opublikowano jest
bardzo dobrze napisana. Podczas czytania czg¢sci wynikowej tej pracy nasuwaly mi si¢ rozne
pytania i praktycznie na wszystkie znalaztem odpowiedzi w bardzo dobrze poprowadzonej,
wyczerpujacej i jednoczesnie krytycznej dyskusji. W moim odczuciu najwazniejszym
wynikiem tych prac jest stwierdzenie, ze biatko TREX poprawia efektywnos¢ edycji.
Zwiekszenie wydajnosci edycji jest niewatpliwie korzystne, ale pojawia si¢ pytanie, czy
dtuzsze delegacje generowane z wykorzystaniem tego systemu moga mie¢ wpltyw na
stabilno$¢ genetyczng roslin z wyedytowanym genem docelowym? Ciekawi mnie tez, czy
Doktorant zna inne elementy konstrukcji genowych, ktére mozna wykorzysta¢ w celu
poprawienia efektywnosci edycji genu docelowego.

W drugim etapie swych badan Autor skupit si¢ nad opracowaniem systemu testowania
konstrukcji Cas9/gRNA na potrzeby edycji genow u heksaploidalnej pszenicy, wykorzystujgc
konstrukcje testowane wczesniej ma pszenzycie. Szkoda, ze w tej czgsci pracy nie zostaly
wykorzystane konstrukcje z endonukleazg TREX, byloby to warto§ciowym potwierdzeniem
wynikéw uzyskanych dla pszenzyta. Dla pszenicy Autor opracowal system oparty o
zawiesiny komérkowe i stabilng transformacje z wykorzystaniem Agrobacterium tumefaciens,
obecnie Rhizobium radiobacter. Weryfikacja miejsc edycji i off-target zostala wykonana na
poziomie linii kalusowych za pomoca PCR i sekwencjonowania amplikonéw metoda
Sangera. Opracowany system jest stosunkowo prosty, ale wymaga dobrego opanowania
kultur tkankowych pszenicy i jest czasochtonny. Uzyskane wyniki pokazaty, ze efektywnos¢
edycji byla zalezna od lokalizacji subgenomowej genu docelowego, inaczej niz w przypadku
pszenzyta, gdzie tak nie bylo. Autor zauwaza, ze ta roznica pomigdzy pszenzytem i pszenicg
moze wynikaé z tego. ze transfekcja protoplastow zastosowana u pszenzyta jest bardziej
wydajna niz transformacja z wykorzystaniem A.tumefaciens zastosowana dla pszenicy lub z
roznej organizacji subgenomowej chromatyny u tych gatunkéw. Autor wskazal takze, ze
bardziej skuteczne jest prowadzenie selekcji stransformowanych komérek w obecnosci
fosfinotriciny w poréwnaniu z higromycyna. W moim odczuciu stwierdzenie dotyczace
selekcji nie jest zbyt nowatorskie, gdyz od dawna uwaza sig, ze u zb6z system oparty o
fosfinotricine lub bialafos jest bardziej skuteczny niz systemy oparte o antybiotyki.

Jestem ciekawy dlaczego w doswiadczeniach nad pszenica Autor wykorzystal odmiang
‘Svilena’ i jaka byta ploidalnos¢ kalusa uzyskanego w kulturach pylnikow, ktory
wykorzystano do zainicjowania zawiesiny komorkowej poddawanej transformacji. Czy kalus
ten i zawiesina byly haploidalne? Czy podjeto probe regeneracji roslin z uzyskanych linii
komorkowych z wyedytowanym genem kodujacym hydroksylaze kwasu abscysynowego?

Zwienczeniem prac badawczych Doktoranta byto przygotowanie dwoch podrozdziatlow do
pracy przegladowej podsumowujacej osiagnigcia technologii CRISPR/Cas. Doktorant
przygotowal pierwsze wersje tych podrozdziatlow. Podrozdziaty te dobrze wkomponowuja si¢
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w calg prace przedstawiajgca najwazniejsze osiagnigcia technologii CRISPR/Cas i
wskazujaca kierunki jej dalszego doskonalenia. Praca ta zostata opublikowana w uznanym
opiniotworczym pismie *Trends in Plant Science’ publikujacym prace dotyczace najbardziej
aktualnych kierunkow badan nad roslinami. W pierwszym podrozdziale przedstawione
zostaly metody oceny efektywnosci konstrukcji Cas/gRNA, a w drugim nowe nukleazy
opracowane na potrzeby edytowania genéw u roslin. Na uwage zastuguje szczegolowe
zestawienie tabelaryczne tych nukleaz. Uwazam, ze podrozdzialy te sg bardzo dobrym
zwieficzeniem pracy badawczej Doktoranta, a udziat Doktoranta w przygotowaniu tak waznej
pracy przegladowej, w gronie mi¢dzynarodowych ekspertow, uznaje za Jego duze
osiggnigcie.

Autor przedstawil pie¢ wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych badan. Wnioski te sa
zgodne z celem pracy i weryfikujg postawiong hipotez¢ badawcza. Mysle, ze wniosek
pierwszy moglby by¢ lepiej sformulowany i wskazywac najlepsza konstrukcje genowa do
wykorzystania w dalszych pracach nad uzyskaniem pszenzyta i pszenicy odpornych na
porastanie. Ponadto w numeracj¢ wnioskow wkradt si¢ blad edytorski, wniosek 3 jest
oznaczony literg *i’, a w moim odczuciu powinien by¢ oznaczony liczbg ‘3.

Podsumowujgc, stwierdzam ze Doktorant wykazat si¢ szerokim spektrum umiejetnosci 1
znajomoscia szeregu metod badawczych, ktore skutecznie wykorzystat aby osiagna¢ cel swej
pracy doktorskiej. Potrafit skutecznie wykorzystac i polaczy¢ metody inzynierii genetycznej,
genetyki molekularnej, mikroskopii i bioinformatyki z zaawansowanymi technikami kultur
tkankowych i komérkowych. Realizujac swa prace doktorska pokazat, Zze potrafi prowadzic
badania i skutecznie publikowa¢ ich wyniki. Ponadto pokazal, ze jest otwarty na nowe
wyzwania i potrafi pracowa¢ w migdzynarodowym srodowisku naukowym. Uwazam, ze
Doktorant jest $wietnie przygotowany do prowadzenia prac badawczych w obszarze
wspolczesnej biotechnologii roslin.

Whiosek koncowy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. Krzysztofa Michalskiego pt.
..Opracowanie systemu oceny efektywnosci kompleksow nukleazy Cas9, na przykladzie
kierunkowanej mutagenezy genu ABA8 OH-1 zwigzanego ze spoczynkiem nasion u pszenicy
i pszenzyta™ spelnia kryteria okres$lone w art.13 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), uwzgledniajac rozporzadzenie MNiSW z dnia 19 stycznia 2018 roku w sprawie
trybu i warunk6w przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie profesora (Dz.U. z 2018 r. poz. 261). zgodnie
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). W zwiazku z powyzszym wnioskuje¢ do Rady
Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Radzikowie o dopuszczenie mgr. Krzysztofa Michalskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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