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Opis formalny rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Pachoty zostata wykonana pod
kierunkiem Pana dr hab. Piotra Bednarka w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roélin (IHAR-PIB)
w Radzikowie. Promotorem pomocniczym rozprawy byta Pani dr hab. Renata Orlowska. Rozprawe
stanowig cztery, spéjne tematycznie artykuty, z ktorych jeden opublikowany zostat w roku 2020, a
trzy w 2022, Wszystkie prace ukazaly si¢ w miedzynarodowych czasopismach naukowych z listy
JCR: Electronic Journal of Biotechnology (publikacja P1), Plant Cell Tissue and Organ Culture
(publikacja P2), Journal of Applied Genetics (publikacja P3) i Cereal Research Communication
(praca P4). Sumaryczny wspétezynnik oddziatywania (IF) wymienionych wyzej czasopism z roku
publikacji artykutu wynosi 9,445, co odpowiada 330 punktom MEIN wg punktacji obowigzujacej w
roku wydania pracy. Pani Katarzyna Pachota jest jedynym autorem jednej publikacji (P4), pozostate
trzy prace sg wieloautorskie, przy czym w dwoch pracach Doktorantka jest pierwszym autorem (P2
i P3). Do dokumentacji wigczono o$wiadczenia wspdtautorow artykulow, ktére jednoznacznie
wskazuja na dominujaca role Doktorantki (80-90%) w przeprowadzeniu opisanych w dwoéch
publikacjach badar i Jej znaczgcy udziat w przygotowaniu publikacji do druku. Jedynie w jednej
publikacji (P1) Kandydatka ocenita swoj wkiad na 10%. Zestawienie prezentowanych publikacji tak,
aby tworzyly jedna rozprawe doktorska nie budzi moich zadnych watpliwosci, gdyz dotycza one
analizy zmiennosci wygenerowanej w kulturach in vifro wybranych gatunkow zbdz w odniesieniu do
warunkéw kultury in vitro i jej typu (androgeneza i somatyczna embriogeneza). Ich wybdér w petni
odpowiada tytutowi dysertacji, w skiad ktérej wchodza, poza publikacjami, nastepujace rozdzialy:
streszczenie rozprawy w jezyku polskim i angielskim, przeglad literatury, przedstawienie hipotez
badawczych i celu badan, oméwienie wyboru materiatu i metod badawezych, oméwienie wybranych
wynikéw badan wraz z ich dyskusja, podsumowanie uzyskanych wynikow i wnioski oraz
bibliografia.

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Pachoty jest kompleksowa analiza wplywu warunkow
kultury in vitro (sktadu pozywek i czasu trwania kultury) na wydajnosc regeneracji roslin i poziom zmian
genetycznych i epigenetycznych indukowanych w procesie androgenezy i somatycznej embriogenezy u
regenerantéw pszenzyta (xTriticosecale ssp. Wittmack ex. A. Camus). Zmiennoéé indukowana w kulturze
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in vitro (ang. tissue culture induced variation), zwana tez, w zaleznoéci od rodzaju eksplantatu, zmiennoécia
somaklonalng lub gametoklonalng, juz od kilkudziesieciu lat jest przedmiotem wielu badan genetycznych i
molekularnych. Zmiany generowane w kulturze in vifro moga by¢ uzytecznym zrédiem zmiennosei
genetycznej, szczegdlnie dla rodlin uprawnych rozmnazanych wegetatywnie, lecz moga takze byé niepozadane
dla hodowecdw, jesli ich podlozem sg zmiany cytologiczne, czesto prowadzace do zmniejszenia plonowania
roslin. Dodatkowym problemem jest fakt, Ze czgé¢é zmian ma charakter epigenetyczny, prowadzac do zmian
poziomu metylacji DNA i ekspresji gendw, Stad koniecznoéé precyzyjnego okreslenia typéw i poziomu zmian
indukowanych w réznych typach kultur in vitro dla réZnych gatunkéw roslin uprawnych, a takze poszukiwania
czynnikéw dotyczacych samej kultury in vitro, ktére moga wplywaé na poziom i rodzaj zmian u regenerantéw,
Zespol Pana prof. dr hab. Piotra Bednarka w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roélin - Pafstwowym
Instytucie Badawezym w Radzikowie jest jednym z najwazniejszych odrodkéw zajmujacych sie tematyka
genetycznej i epigenetycznej zmiennosci indukowanej w kulturze in vitro, a wykonana pod kierunkiem
profesora Bednarka rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Pachoty stanowi nowy rozdzial tych waznych
merytorycznie badan.

Cele pracy, szczegélowe hipotezy badaweze, obiekt badan i zastosowane metody badawcze

Gtéwnym celem badan prowadzonych przez Doktorantke bylo ustalenie, jak warunki kultury in vitro,
ze szczegolnym uwzglednieniem zréznicowanego stezenia jonéw miedzi i srebra oraz czasu inkubacji
eksplantatow na pozywkach indukujgeych, wptywaja na poziom i rodzaj zmiennosci indukowanej in
viiro u regenerantow pszenzyta uzyskanych na drodze androgenezy i embriogenezy somatycznej, Dla
osiggnigcia tego celu Autorka w pierwszym etapie pracy przeprowadzita eksperymenty majgce na
celu optymalizacje warunkéw kultury pylnikowej zaréwno dla pszenzyta jak i dwoch innych
gatunkow zbdz tj. jeczmienia i pszenicy.

Doktorantka sformutowala szereg szczegélowych hipotez badawczych, ktére weryfikowala w

starannie zaplanowanych doswiadczeniach. Hipotezy te zakladaty, ze:

— Stezenia jonéw miedzi i srebra w pozywce indukujacej oraz czas trwania kultur in vitro mogg
wplywac na wydajnos¢ regeneracji zielonych roglin w kulturze pylnikowej pszenzyta, jeczmienia
1 pszenicy;

— Warunki kultur in vitro, w tym st¢zenia jonéw miedzi i srebra w pozywcee indukujgcej oraz czas
trwania kultury in vitro, moga wplywaé na poziom zmiennoéci genetycznej i epigenetycznej u
regenerantow pszenZyta wyprowadzanych na drodze androgenezy i somatyczne; embriogenezy,
W tym na poziom zmian w obrgbie poszezegélnych kontekstow sekwencyjnych (CG, CHG,
CHH);

— Poziom i rodzaj zmiennoéci u roslin pszenzyta zregenerowanych z kultur pylnikowych

(androgeneza) i z kultur niedojrzatych zarodkéw (somatyczna embriogeneza) rézni sie w
zalezno$ci od zastosowanego eksplantatu.

Podstawowym obiektem badari Doktorantki bylo przede wszystkim pszenzyto (xTriticosecale SSp.
Wittmack ex. A. Camus), ktére ze wzgledu na liczne korzystne cechy, jak silnie rozwiniety system
korzeniowy, niskie wymagania glebowe, odpornoéé na susze, zimotrwalosé czy odporno$é¢ na
wigkszos¢ choréb grzybowych, jest waznym gatunkiem zboza, ktére moze zastapi¢ pszenice na
glebach slabej jakosci. Zaréwno areat jak i produkeja pszenzyta w Europie wzrosty w ciggu ostatnich
trzydziestu lat odpowiednio, 3- i 4-krotnie, a Polska jest jednym z gléwnych producentéw tego zboza
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w Europie. Mimo licznych zastosowan pszenzyta, hodowla tego gatunku napotyka na trudnosei
zwigzane przede wszystkim z waska pula genowa pszenicy i zyta wykorzystanych do krzyzowana
przy jego tworzeniu. W swych eksperymentach mgr K. Pachota wykorzystala heksaploidalng
odmiang pszenzyta ozimego ‘T28/2" pochodzaca z odmian ‘Mungis’® * ‘Presto’. Oprocz pszenZyta,
w badaniach nad optymalizacjg warunkéw kultury pylnikowej Doktorantka wykorzystala takze
jgczmien (Hordeum vulgare L.) odmiany jarej ‘NAD2’ i pszenice (Triticum aestivum L.) ozimej
odmiany ‘Svilena’.

Nalezy podkreéli¢, ze do wszystkich eksperymentéw jako rosliny donorowe do kultur in vitro
Autorka wykorzystala generatywne potomstwo podwojonych haploidow uzyskanych na drodze
androgenezy wszystkich wymienionych powyzej genotypow. Zapewnilo to pelng homozygotycznosé
materiatu wyjéciowego i umozliwilo wyeliminowanie ewentualnej zmiennoéci w eksplantatach, jako
#rodla zmian obserwowanych uregenerantéw. Za wazne zalozenie tej pracy uwazam wykorzystanie
tego samego genotypu i tej samej procedury do uzyskania rodlin donorowych dla kultury pylnikowej
1 kultury niedojrzalych zarodkéw pszenzyta, co ma duze znaczenie przy poréwnaniu poziomu zmian
indukowanych w obu systemach. Dla oszacowania rodzaju i poziomu zmian indukowanych w
kulturach zastosowano opracowana w zespole Pana dr hab. Piotra Bednarka metode metAFLP
(methylation sensitive amplified fragment length polymorphism), ktéra pozwala na jednoczesng
analizg zmian w sekwencjach DNA oraz zmian o charakterze epigenetycznym, zwiazanych z
metylacja/demetylacja DNA. W badaniach Doktorantki zastosowano dodatkows modyfikacje tej
metody, pozwalajgcg na wykrycie zmian w zaleznoéci od kontekstu sekwencyjnego DNA, w jakiej
moze wystgpi¢ cytozyna: CG, CHG i CHH gdzie Hto A, T lub C.

Zarbwno dobor materialu badan, jak i zastosowanych metod badawczych, oceniam jako bardzo odpowiedni,
co pozwolito Doktorantce zrealizowaé zalozone cele.

Najwazniejsze uzyskane wyniki

W rozprawie przedstawiono wyniki starannie zaplanowanych analiz, dotyczacych optymalizacji warunkéw
kultury pylnikowej dla pszenzyta, jeczmienia i pszenicy, a nastepnie okreslenia wphywu stezenia jonow miedzi
i srebra w pozywee indukujacej oraz czasu inkubacji eksplantatéw na poziom zmiennosci indukowanej in vitro
u regenerantow pszenzyta, Doktorantka uzyskata szereg interesujacych wynikéw, a za najwazniejsze z nich
uwazam:

1. Wykazanie, ze suplementacja pozywki indukujacej okreslonymi stezeniami jonéw Cu?* i Ag'
oraz dobdr odpowiedniego czasu inkubacji pylnikéw na pozywce indukujacej skutkuje
podniesieniem czgstotliwosci zielonych regenerantéw w kulturach pylnikowych jeczmienia i
pszenicy i pszenzyta.

2. Ustalenie, ze zoptymalizowane warunki kultury pylnikowej powoduja u jeczmienia i pszenicy
zwigkszenie stosunku zielonych do albinotycznych regenerantéw, natomiast optymalizacja
stezenia jonéw Cu' i Ag+ oraz czasu trwania kultury nie ma wplywu na ten stosunek u
pszenzyta.

3. Wykazanie, ze regeneranty pszeniyta uzyskane zaréwno na drodze androgenezy, jak i
somatycznej embriogenezy charakteryzujg si¢ wysokim poziomem zmian wywolanych w
kulturze in vitro ($rednio 51% i 45% dla regenerantéw z kultur pylnikowych i kultur niedojrzatych
zarodkow, odpowiednio).

4. Ustalenie, ze niezaleznie od zastosowanego systemu kultury in vitre, podstawows przyczyna
zmiennosci obserwowanej u regeneratéw pszenzyta sa zmiany o charakterze genetycznym, czyli
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zmiany sekwencji DNA (ok. 84%), natomiast zmiany we wzorach metylacji DNA, zachodzg ze
znacznie nizsza czestotliwoscig. e

5. Wykazanie, ze wéréd zmian epigenetycznych, w obu systemach regeneracji czestotliwosc
procesu demetylacji jest wyzsza niz metylacji de novo, przy czym u regenerantow z kultur
niedojrzatych zarodkéw roznica miedzy tymi w procesami jest kilkukrotnie wyzsza niz u roslin
uzyskanych z kultur pylnikowych.

6. Stwierdzenie, Ze poziom zmian indukowanych w warunkach kultury in vifro pszenzyta zalezy od
kontekstu sekwencyjnego, w jakim wystepuje cytozyna: CG, CHG i CHH oraz od rodzaju
kultury. U regenerantéw uzyskanych na drodze androgenezy najwyzszy poziom zmienno$ci
obserwowano w obszarach symetrycznych kontekstéw CG i CHG i byla to zmiennosé
sekwencyjna, natomiast kontekst asymetryczny CHH charakteryzowal si¢ nizszym poziomem
zmiennosci. W procesie somatycznej embriogenezy najnizszy poziom zmiennosci odnotowano
dla sekwencji CG.

7. Wykazanie, ze demetylacja cytozyny zachodzi najczeéciej w kontekscie CHG zaréwno w
warunkach kultury pylnikowej, jak i w kulturach niedojrzatych zarodkéw, przy czym jej poziom
w procesie somatycznej embriogenezy jest WyZszy. Natomiast metylacja de nove rézni oba
systemy regeneracji - w androgenezie proces ten dotyczy najezeséciej sekwencji CHG, podczas
gdy w somatycznej embriogenezie jest to asymetryczna sekwencja CHH, a w kontekscie CG
metylaja de novo w ogéle nie ma miejsca.

8. Ustalenie, ze warunki kultury in vitro wplywaja na poziom zmian genetycznych i poszczegdlnych
typoéw zmian epigenetycznych u regenerantéw pszenzyta otrzymanych na drodze androgenezy i
somatycznej embriogenezy. Jedynie czestotliwo$¢ demetylacji w procesie androgenezy i
metylacji de novo w procesie somatycznej embriogenezy byla niezalezna od badanych w pracy
czynnikéw (stezenia jonéw miedzi i srebra oraz diugosei inkubacji eksplantatow na pozywee
indukujacej).

9. Wykazanie istotnej zaleznodci migdzy stezeniem jonow miedzi w pozywce indukujace] a
poziomem zmian genetycznych i epigenetycznych indukowanych in vifro w obu rodzajach kultur
pszenzyta badanych w pracy. Najwyzszy poziom zmian obserwowano przy niskim stgzeniu
jonéw miedzi w pozywce indukujacej dla obu badanych systemow regeneracji pszenzyta.

Komentarze, pytania i uwagi

Przedstawiong do recenzji pracg oceniam wysoko. Wywéd poprowadzony jest logicznie, do$wiadczenia
dobrze zaplanowane i wykonane. Nie mam zadnych wickszych zastrzezef do rozprawy, a postawione ponizej
pytania wynikaja jedynie z mojej ciekawosei i checi przedyskutowania niektérych zagadnien z Doktorantkg.
Publikacje wehodzace w sklad rozprawy, przed opublikowaniem w czasopismach naukowych podlegaly juz
analizie recenzentéw i uzyskaty ich pozytywne opinie, stad moje pytania dotycza gléwnie pozostalych czedci
roZprawy.

— Za jeden z najciekawszych aspektow bada Doktorantki uwazam analizg poziomu zmian genetycznych i
wzoréw metylacji DNA u regenerantéw pszenzyta W zaleznosci od kontekstu sekwencji w jakiej
wystepuje cytozyna i typu regenerac]i (androveneza vs. somatyczna embriogeneza). Niestety, w pracy nie
przedstawiono bezposredniego poréwnania tych dwéch procesow regeneracji pod wzglgdem zmian
indukowanych w okreslonych kontekstach sekwencyjnych cytozyny. Wykresy zamieszczone zardwno w
rozprawie, jak i w publikacji P4, ze wzgledu na jednoczesne uwzglednianie czynnikow dotyezgcych zmian
w stezeniach jonow metali i dhugosci indukeji eksplantatéw, sa mato czytelne. Analize statystyczng
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sktadowych zmiennosci indukowanej in vitro (zmiennos$¢ sekwencyjna i zmiany wzordw metylacji) w
zalesnosdci od kontekstu wystepowania cytozyny, przedstawiono osobno dla androgenezy w Tabeli 3 w
publikacji P2 i somatycznej embriogenezy w Tabeli 5 publikacji P3. Szkoda, ze Doktorantka nie zestawita
tych wynikéw razem w swojej dysertacji. Z poréwnania tych tabel, a takze z analizy poziomu zmiennoSci
w poszczeg6lnych kombinacjach analizowanych w pracy czynnikéw (stezenie jondw miedzi i srebra oraz
czas indukcji eksplantatéw - warianty T1-T9) moZna wyciggnaé wniosek, Ze rodzaj kultury i kontekst
sekwencyjny mialy znacznie wickszy wplyw na poziom i typ indukowanych in vifro zmian niz
podkreglane przez Doktorantke stezenie jonéw Cu'?, Réznice migdzy poszczegdlnymi wariantami T1-T9
pod wzgledem poziomu zmiennoéci indukowanej in vitro byly najczesciej nieistotne lub bardzo niewielkie
(ponizej 1% zmian). Natomiast réznice migdzy procesami androgenezy i embriogenezy somatycznej
dotyczace zmian wzoru metylacji w okreslonych kontekstach cytozyny byly nawet kilkukrotne. W tym
miejscu cheiatabym poprosi¢é Doktorantke o interpretacje wniosku przedstawionego w Rozprawie na
stronie 58: ,Analiza poziomu zmiennosci sekwencyjnej w zaleznosci od poziomu Cu* w rotnych
kontekstach pokazala, ze w CG i CHH rdznica miedzy regenerantami uzyskanymi w A i SE byla tylko
ilosciowa, n ' igzana z CHG imowala nizsze wartosci w SE niz w A, co moze dotyczyé
innego sposobu ustanawiania metylacji w rdznych kontekstach sekwencji”.
Nie znalaztam informacji, co stanowilo jedno powtérzenie biologiczne w poszezegdlnych
dodwiadczeniach?

Doktoranta ustalita, ktore stezenia jonéw Cu™ i Ag® oraz jaka dlugos¢ indukcji pylnikéw na pozywce
indukujacej jest optymalny dla uzyskania najwyZszej liczby zielonmych regenerantow i najlepszego
stosunku roslin zielonych do albinotycznych u jeczmienia, pszenicy i pszenzyta. Nalezy tu nadmieni¢, ze
optymalizacja tych parametréw dotyczyla tylko badanych w pracy genotypéw (po jednej odmianie dia
kazdego gatunku) i konkretnych pozywek indukujacych (takze po jednej dla kazdego gatunku). W tym
miejscu cheialabym zapytaé Doktorantke czym kierowata sie przy wyborze pozywek indukujacych oraz
stezeri Cu'? i Ag" wykorzystanych w do$wiadezeniach (publikacja P1 eksperyment 1)?

Czy mozna powiedziec, ze optymalizacja warunkéw kultury in vitro metods Tauchiego si¢ powiodla?
Poréwnanie wynikéw uzyskanych w pracy P1 w eksperymencie 1 (optymalizujacym) i eksperymencie 2
(weryfikujacym) pokazuje, ze jedynie dla pszenzyta wykazano statystycznie istotne roznice migdzy
czestotliwoécia zielonych regenerantéw uzyskanych w zoptymalizowanych warunkach kultury in vitro a
kontrolg. U jeczmienia i pszenicy w eksperymencie weryfikujgcym réznice te nie byly istotne
statystycznie, cho¢ w eksperymencie optymalizujgcym wykazano istotno$é roznic. Jak moina
zinterpretowa te wyniki? W jaki sposéb wybrano warunki optymalne do doswiadczenia weryfikujgeego,
ktére dla jeczmienia byly inne niz stosowane w eksperymencie optymalizujgcym?

Czy wszystkie regeneranty pszenzyta pochodzace z kultur niedojrzatych zarodkéw powstaty na drodze
embriogenezy somatycznej, a nie organogenezy, jesli obserwowano takze tworzenie sig kalusa, a roslinki
przenoszono na pozywke ukorzeniajaca?

W publikacji P1 stwierdzenie, ze zaproponowana optymalizacja warunkéw kultury pylnikowej nie ma
wplywu na poziom spontanicznej diploidyzacji u zadnego z badanych gatunkéw. W tym miejscu
cheialabym poprosié Doktorantke o wyjasnienie, jakie sg najwazniejsze mechanizmy spontanicznej
diploidyzacji w procesie androgenezy u zb6z?

Jakie stgzenia jondw srebra w pozywce indukujacej badano w procesie somatycznej embriogenezy
pszenzyta? W publikacji P3 przedstawiono 0, 10 i 60 pM, natomiast w Rozprawie (Tabela 2) to 0,2 i 10
phL

W sklad rozprawy wchodzi przeglad literatury, w ktérym Doktorantka zawarla, migdzy innymi opis
biochemicznych i molekularnych aspektéw zmiennosei indukowanej w warunkach kultury in vitro, oraz
metod badania poziomu i rodzajéw tej zmiennosci. Rozdzial ten oparty jest o analize bogatej literatury
przedmiotu, lecz brakuje mi w nim wyraznego odréznienia badan o charakterze juz raczej historycznym
(prace z ubieglego wieku) od najnowszych osiagnigé dotyczacych genetycznych i molekularnych podstaw
zjawiska somaklonalnej zmiennosci. Generalnie, w spisie literatury zawierajacy az 316 pozycji zaledwie
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1/3 pochodzi z ostatnich 10 lat. Mysle, ze jezeli Doktorantka chcialaby przygotowaé ten rozdziat jako
prace przegladows na temat zmiennodci indukowanej w kulturze in vitro, powinna wyraZnie rozroznic
dane dotyczace historii badafn nad zmiennoscia somaklonalng od ostatnich osiggnigé w wyjasnianiu
mechanizméw lezacych u podstaw tego zjawiska.

Powyisze komentarze i pytania do Doktorantki nie wplywajg na moja wysoka opinie o merytorycznej wartosci
rozprawy mgr Katarzyny Pachoty.

Whiosek koficowy

Podsumowujac, pragng stwierdzié, ze rozprawa Pani mgr Katarzyny Pachoty spelnia wszelkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim, zawarte w Ustawie z dnia 14 marca 2003r. ,,O stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zmianami w zwigzku z art,
179 ust. 3 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 — przepisy wprowadzajace Ustawe prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669). Doktorantka wykazala sie bardzo dobrg znajomoscig literatury naukowej
dotyczacej problematyki jej badan, umiejetnodcig stawiania hipotez naukowych, planowania eksperymentéw
1 stosowania wlasciwych metod badawezych, Przedstawione badania reprezentujg wysoki poziom naukowy i
wnoszg nowe i wazne treSci do ogdlnej wiedzy na temat mechanizméw zmiennosci genetycznej i
epigenetycznej indukowanej w kulturach in vitre rolin. Biorge powyzsze pod uwage, zwracam sig do Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z wnioskiem o dopuszezenie Pani
mgr Katarzyny Anny Pachoty do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Iwona Szarejko
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