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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr. inz. Tomasza Oleszkiewicza

Tkanka kalusowa jako uklad modelowy do badania biosyntezy i akumulacji

karotenoidéw u marchwi uprawnej (Daucus carota L. subsp. sativus)

Przestawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr. inz. Tomasza Oleszkiewicza zostata
wykonana na Uniwersytecie Rolniczym im. Hugona KoHataja w Krakowie pod kierunkiem
prof. dr hab. Rafala Baranskiego. Badania przeprowadzono w ramach projektéw OPUS 5
kierowanego przez prof. dr hab. Rafala Baranskiego oraz Preludium 16 kierowanego przez
Doktoranta, finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki. Warto tez podkresli¢, ze w
trakcie realizacji pracy doktorskiej mgr inz. Oleszkiewicz otrzymat stypendium doktoranckie

finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w konkursic ETTUDA 78

Rozprawa doktorska jest oparta na trzech spOjnych tematycznie publikacjach, ktére

ukazaty si¢ w latach 2018-2021 (wg chronologii zamieszczenia ich w rozprawie):

1. Oleszkiewicz T., Klimek-Chodacka M., Milewska-Hendel A., Zubko M., Stréz D.,
Kurczynska E., Boba A., VSZOpa J., Baranski R., Unique chromoplast organization and
carotenoid gene expression in carotenoid-rich carrot callus. Planta 2018, 248, 1455-1471

https:/doi.org/10.1007/s00425-018-2988-5, IF2018: 3,060;
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2. Oleszkiewicz T., Kruczek M., Baranski R., Repression of carotenoid accumulation by
nitrogen and NH4+ supply in carrot callus cells jn vitro. Plants 2021, 10, 1813
https://doi.org/ 10.3390/plants10091813, 1F2020: 3,935;

3. Oleszkiewicz T., Klimek-Chodacka M., Kruczek M., Godel-Jedrychowska K., Sala
K., Milewska-Hendel A., Zubko M., Kurczynska E., Qi Y., Baranski R., Inhibition of
carotenoid biosynthesis by CRISPR/Cas9 triggers cell wall remodelling in carrot. International

Journal of Molecular Sciences 2021, 22, 6516 hgps;;;ﬁgi_.,gg;g_l_(ﬁfﬁ(ﬁﬂnﬁ?1265 16, 1F2020:
5,923.

Nalezy zaznaczy¢, ze publikacje wchodzace w  skiad rozprawy podlegaty juz
wnikliwemu procesowi merytorycznej recenzji przez niezaleznych recenzentow bedacych
ckspertami w ich tematyce, ktorzy docenili wartosé prezentowanych wynikéw. W zwigzku z
POWyZszym, w mojej recenzji koncentruje si¢ na 0gllnej ocenie badan przeprowadzonych

przez Doktoranta oraz formalnej ocenie rozprawy doktorskiej.

Pierwsza praca wchodzgca w sktad Tozprawy zostala opublikowana na tamach
czasopisma Planta, posiadajacego wg Clarivate wspotezynnik wplywu z roku opublikowania
pracy (IF2018) réwny 3,060 oraz liczb¢ punktow MEIN réwng 100. Kolejne pracy zostaty
zamieszczone w czasopismach grupy Molecular Diversity Preservation International (MDP]) i
opublikowane w czasopismach Plants (IF2020=3,935 i 70 punktéw MEIN) oraz International
Journal of Molecular Sciences (IF2020=5,923 i 140 punktéw MEiN). Suma punktow wg
MEIN za wyzej wymienione publikacje wynosi 310, a Sumaryczny wspoétczynnik wptywu -
prawie 13. We wszystkich pracach Doktorant jest pierwszym autorem, a w pracy nr 2 — takze
autorem  korespondencyjnym. Wszystkie przestawione publikacje maja charakter prac
eksperymentalnych. Dorobek punktacyjny oraz wysoki wspotezynnik wplywu swiadczg o
bardzo dobrym warsztacie naukowym Doktoranta. Wktad Pana mgr. inz. Oleszkiewicza w
przygotowanie publikacji sktadajacych sie na rozprawg doktorskg zostat okreslony w
oswiadczeniach wspotautordéw, ktore zostaly ujete na koncu rozprawy. Wktad Doktoranta w
powstanie tych prac uwazam za dobry, biorgc pod uwage jego pozycje wsrod autoréw. Jednak
W zwigzku z tym, ze publikacje sg autorstwem wiely 0s6b i nicktorzy wspotautorzy

deklarowali podobny wkiad, oczekiwatbym lepszego skonkretyzowania prac badawczych
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wykonanych przez Doktoranta. Dotyczy to szczegdlnie technik takich jak TEM,
immunocytochemia oraz przygotowania wektorow CRISPR/Cas9 z wklonowanym gRNA. Nie
Jest dla mnie jasna deklaracja jednego z autoréw, ktdry napisat, cytuje: ,,my contribution was
to provide knowledge and methodology for the construction of CRISPR vectors® oraz
"nadzorowatem tworzenie wektorow CRISPR/Cas9”. 7 tego co mi wiadomo, wektory sa
dostepne komercyjnie, a metodyka wklonowania w nie gRNA (bardzo szczegdtowa)

opublikowana zostata w Lowder et al. 2015 (doi: 10.1104/pp.15.00636). Prosz¢ Doktoranta o

komentarz w tej sprawie.

W pracy nr 3 pokazana zostata lokalizacja epitopow pektynowych, AGP i ekstensyn w
komorkach kalusa, - strzatkami zaznaczona zostala lokalizacja tych epitopéw w $cianie
komoérkowej. Na jakiej podstawie mozemy wnioskowac o lokalizacji tych epitopdw w $cianie
komorkowej, jesli nie zostato przeprowadzone rutynowe barwienie $ciany komorkowej za
pomocag, na przyktad, calcofluor czy tez fast red 239 Barwniki te pozwalajg wybarwi¢ celuloze
1 poméc w zrozumieniu lokalizacji tych epitopow. Prosze Doktoranta o komentarz w tej
sprawie. Pragne podkreslié, ze powyisze uwagi w Zaden sposéb nie umniejszaja waznej
roli mgr. inz. Oleszkiewicza w powstanie publikacji wchodzacych w skiad rozprawy

doktorskiej.

Rozprawa doktorska liczy 113 stron wraz z o$wiadczeniami wspotautorow publikacji.
Zawiera ona 12 rozdzialow: wykaz publikacji wchodzqcych w sktad rozprawy doktorskiej;
wykaz uzywanych skrétow; streszczenie w jezyku polskim i angielskim wsiep; cel; hipotezy i
zadania badawcze; materialy i metody; omdwienie wynikéw przeprowadzonych badan
(otrzymanie i charakterystyka modelowego kalusa o pomaranczowej barwie; wphyw skladu
pozywki mineralnej na akumulacje karotenoidéw w kalusie marchwi; rola paralogéw fitoenu w
pomarariczowym  kalusie marchwi); podsumowanie i wnioski: literatura;  publikacje

stanowiqce rozprawe doktorskg, oswiadczenia autoréw publikacji wehodzqcych w sklad pracy

doktorskiej.

Wstep zostal napisany w sposob przejrzysty i przystgpny. Ma prawidlowa strukture,
zawartos¢ merytoryczna tego rozdziatu zostata dobrze przemyslana. Doktorant charakteryzuje
marchew uprawng oraz ocenia waznos$¢ tego gatunku dla ludzkosci. Nastgpnie Doktorant

opisuje karotenoidy oraz mechanizm ich biosyntezy. Rozdzial zakonczony jest
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przedstawieniem mechanizmu dziatania techniki CRISPR oraz zastosowania tej techniki do

edycji genomow roslin,

zwigkszonej zawartosci karotenoidéw. Doktorant zastosowal w swoich pracach badawczych
szereg technik mikroskopowych, takich jak mikroskopia Jasnego pola, mikroskopia

polaryzacyijna i mikroskopia elektronowa. Za pomoca ultrasprawne; (UPLC) oraz wysoko

niezwykle wazny i perspektywiczny. Warto podkresli¢, ze eksperymenty na kalusie gatunku
rosliny modelowej w kulturze in vitro pozwolity na przeprowadzenie dodatkowych badan,
ktore wykraczaja poza zakres rozprawy  doktorskiej. Wspolpraca z Uniwersytetem
Jagiellonskim oraz Polska Akademig Nauk dala S7ans¢ na przeprowadzenie badafi j
opublikowaniu ich wynikow w prestizowych czasopismach, takich jak Spectra Acta - Pare 4-

Molecular and Biomolecular Spectroscopy (IF2018=2,653, MEiN=100 pkt.), Methods in

8. 40 ! wice
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Molecular Biology oraz Angewandte Chemie International  Edition (IF2019=12,102,

Jednej pracy pierwszym autorem.

Na koniec kieruj¢ do Doktoranta kilka pytan dotyczacych pracy, proszac o odpowiedz w

trakcie publicznej czegci obrony doktorskiej:

1. W pracy doktorskiej znajduje sie informacja, ze pomaranczowy kalus zawiera komorki

merystematyczne oraz embriogenne. W publikacji nr 1 napisane jest "Qur preliminary

porownujac go do eksplantatu? Jak dtugo w trakcie hodowl; kalusa utrzymuje sie tak mocna
barwa (kalus d-0) oraz wysoka zawartos¢ karotenoidow? Czy wraz z czasem trwania kultury

nastepuje utrata tego koloru i w konsekwencji spadek zawartosci karotenoidow?

3. W nawigzaniu do wniosku 8 "Calkowite zahamowanie akumulacji karotenoidow w
komoérkach kalusa marchwi powoduje zmiany w skladzie sciany komorkowej, zmniejszenie
zawartosci metylestryfikowanych pektyn oraz biatek arabinogalaktanowych, co wskazuje na
zwigzek miedzy metabolizmem karotenoidow 1 sktadem Sciany komorkowej." Chciatbym

zapytac, jakie inne techniki badan sciany komérkowej moze Doktorant Zaproponowac, zeby

4. W swojej pracy Doktorant zastosowat endonukleaze T7E1, Jednak zastosowanie tej
endonukleazy bylo poczatkowo uzywane do wykrywania mutacji off-target, ale test ten ma
stabg  czutos¢ (na przyktad nie moze wykry¢  mutacji off-target, ktore wystepuja z

czgstotliwoscia <1%). Poza tym zastosowanie tego testu na duza skalg nie jest oplacalne. Jakie
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wykorzystania aplikacyjnego?

Whiosek koncowy
W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca Pang mgr. inz.
Tomasza Oleszkiewicza pt. ., Tkanka kalusowa jako uktad modelowy do badania biosyntezy i

akumulacji karotenoidéw U marchwi uprawnej (Daucus carotq 1., subsp. sativus)” spetnia

wzgledu na warto$ciowe, nowatorskie j opublikowane wyniki Zwracam si¢ do Wysokiej

Rady o wyré6znienie ocenionej przeze mnie rozprawy doktorskiej.

Dr hab. Alexander Betekhtin, prof. US
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