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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Zaranek
pt. ,Badania nad przetamaniem latencji podziatowej, rozwojem kolonii komérkowych
oraz regeneracja roslin w kulturach protoplastow Fagopyrum esculentum Moench.
oraz Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.”

Wprowadzenie

Regeneracja roslin in vitro z protoplastéw zostata opisana do$¢ dawno i otworzyta szerokie
mozliwosci prowadzenia badan zaréwno podstawowych jak i stosowanych. Protokoty
regeneracji roslin z protoplastow otwierajg nowe mozliwosci badania morfogenezy roslin,

a jednoczes$nie stanowig punkt wyjscia do opracowywania biotechnologicznych metod
doskonalenia roslin uprawnych. W ostatnim czasie potrzeba dysponowania takimi
protokotami jest coraz wieksza, poniewaz umozliwiajg one stosowanie technologii
edytowania genow w uktfadzie gdzie kompleksy biatkowo-rybonukleinowe sg dostarczane
bezposrednio do protoplastéw, z ktérych nastepnie regenerowane sg rosliny. Jak dotychczas
nie opracowano powtarzalnych i wydajnych protokotéw regeneracji roslin z protoplastéow dla
uprawnych gatunkow gryki - gryki tatarki i gryki zwyczajnej. Stad tez podjeta przez
Kandydatke tematyka badawcza, dotyczgca kultur protoplastow gryki, jest w petni
uzasadniona. Tematyka rozprawy wpisuje sie w aktualne trendy badawcze i jednoczesnie
stanowi podwaliny pod rozwéj metod biotechnologicznych na potrzeby doskonalenia gryki.
Nalezy podkresdli¢, ze gryka zwyczajna wpisuje sie gteboko w polska tradycje i kulture
kulinarng, a jednoczesnie jest gatunkiem o stosunkowo niewielkiej zmiennosci genetyczne;j.
Drugi badany gatunek, gryka tatarka, nie jest w Polsce uprawiana, ale ze wzgledu na szereg
ciekawych cech jest uznawana za potencjalny gatunek uprawny w bliskiej przysztosci.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani magister inzynier Magdaleny Zaranek,
dotyczaca kultur protoplastéw gryki, zostata wykonana w Instytucie Biologii Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego

w Katowicach. Praca zostata wykonana pod kierunkiem Pana doktora habilitowanego
Aleksandra Betekhitna, profesora Uniwersytetu Slgskiego i Pani doktor habilitowane;j

Ewy Grzebelus, profesor Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottgtaja w Krakowie.
Badania wykonane w ramach pracy wpisujg sie w prace nad biotechnologig gryki
prowadzone przez zespo6t Profesora Betekhitna jak tez w prace nad poznawaniem
uwarunkowan zdolnosci do regeneracji roslin in vitro prowadzone przez zespét Pani Profesor
Grzebelus. Nalezy podkresli¢, ze wspoétpraca promotordw i wzajemnie uzupetniajgce sie
kompetencje naukowe przetozyty sie na wysoki poziom badan wykonanych w ramach
ocenianej rozprawy.




Dane formalne rozprawy

Rozprawa jest przygotowana w formie zbioru opublikowanych i powigzanych tematycznie
artykutéw naukowych (cykl prac). W jej sktad wchodzg trzy oryginalne wspétautorskie prace,
opublikowane w uznanych pismach naukowych ujetych w wykazie ministra. Prace te zostaty
opublikowane w latach 2023-2025. Dwie prace zostaty opublikowane w piSmie BMC Plant
Biology, a trzecia w Plant Cell Tissue and Organ Culture. Sumaryczny wspoétczynnik
oddziatywania tych prac jest wysoki i wynosi 10.9, a liczba punktéw ministerialnych wynosi
380. Kandydatka jest pierwszym autorem w dwdch pracach (P1i P3) i pierwszym
rownorzednym autorem w trzeciej pracy (P2). Prace stanowigce rozprawe Kandydatka
poprzedzita wstepem i uzasadnieniem podjecia tematyki badawczej, przedstawita hipotezy i
cele badawcze, krétko omoéwita materiaty i metodyke badan, a takze wyniki zawarte w
poszczegolnych publikacjach, a na zakoriczenie przedstawita podsumowanie i wnioski oraz
zatgczyta bibliografie. Rozprawa liczy 98 stron, a Kandydatka odwotuje sie do 100 pozycji
literaturowych. Do rozprawy dotgczono streszczenia i komplet oswiadczen wspétautoréw
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy. Z oswiadczen wynika, ze wktad Kandydatki w
badania byt wiodacy i merytorycznie znaczacy - Kandydatka opracowywata i optymalizowata
metodyke badan, wykonata wiekszos$¢ prac badawczych, wykonywata obserwacje,
analizowata i interpretowata otrzymane wyniki, uczestniczyta w przygotowaniu pierwszych i
ostatecznych wersji manuskryptow. Oswiadczenia wspétautoréow publikacji sg zgodne z
oswiadczeniami Kandydatki, a takze z informacjami zamieszczonymi w poszczegdlnych
publikacjach. W rozprawie, a takze w poszczegdlnych publikacjach stanowigcych rozprawe,
zamieszczono informacje o tym, ze badania zostaty wykonane w ramach projektu OPUS19
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. Ponadto, czes¢ badan byta wykonana w
ramach trzymiesiecznego stazu zagranicznego, ktéry Kandydatka odbyta na Uniwersytecie
Paul Sabatier w Tuluzie, we Francji. W pracy przedstawiono tez informacje o tym, ze wyniki
badan uzyskane w ramach realizacji pracy byty prezentowane na czterech konferencjach —
trzech krajowych i jednej zagranicznej. Na podkreslenie zastuguje to, ze trzykrotnie byty to
prezentacje ustne, a tylko jeden raz poster. Dodatkowo, w pracy zamieszczono informacje,
ze Kandydatka jest wspotautorkg podrozdziatu na temat metodyki prowadzenia kultur
protoplastow gryki w monografii wydanej w 2024 roku przez wydawnictwo Springer.

Ocena rozprawy

Wstep do rozprawy stanowi wprowadzenie literaturowe, w ktérym Kandydatka przedstawita
gryke i jej znaczenie uzytkowe, omowita kultury protoplastow, proces biogenezy Sciany
komdrkowej oraz najwazniejsze czynniki transkrypcyjne i biatka zwigzane z embriogeneza.
Wprowadzenie zostato zilustrowane dwiema autorskimi rycinami, przedstawiajgcymi typy
kalusow i ogdlny schemat regeneracji roslin z protoplastéw. Troche zabrakto mi schematu
ilustrujgcego budowe Sciany komorkowej (podrozdziat 6.3). Taki schemat utatwitby
zrozumienie wynikéw zawartych w publikacji P3. Wprowadzenie jest napisane dos¢ ogdlinie,
ale wobec tego, ze jest uzupetnione szczegétowymi przeglgdami literatury zawartymi w
poszczegdlnych artykutach stanowigcych rozprawe, jest w zupetnosci wystarczajgce.




W kolejnych rozdziatach pracy Kandydatka przedstawita uzasadnienie podjecia tematu
badawczego, a nastepnie zdefiniowata hipotezy i cele badawcze pracy. Hipotezy sg dobrze
sformutowane, cho¢ w moim odczuciu hipotezy druga i czwarta, dotyczgce czynnikow
wptywajgcych na zdolnosci rozwojowe protoplastéw, mogtyby by¢ potaczone.

W rozdziale materiaty i metody Kandydatka przedstawita wykorzystywane materiaty,

a nastepnie metody badawcze. Bardziej szczegétowo materiaty i metody sg opisane w
poszczegolnych publikacjach. Na podkreslenie zastuguje wykorzystanie polskiej odmiany
gryki zwyczajnej, a w przypadku gryki tatarki, ktora nie jest w Polsce uprawiana, odmiany
uprawianej w Europie srodkowo-wschodniej. W swej pracy Kandydatka wykorzystata szereg
metod, ktére obejmowaty techniki kultur in vitro, techniki mikroskopowe w potaczeniu

z immunodetekcjg, analizy ekspresji gendw i analizy proteomiczne w potgczeniu z analizami
statystycznymi i bioinformatycznymi. Nalezy podkresli¢, ze Kandydatka stosowata trudne
metody, wymagajace duzej precyzji i dbatosci o szczegdty techniczne. Punktem wyjscia

dla poszczegdlnych doswiadczen byto wyizolowanie dobrej jakosci zywotnych protoplastow
i zatozenie z tych protoplastow kultur wolnych od mikroorganizmoéw. Tak wiec wykonanie
doswiadczen wymagato od Kandydatki bardzo dobrego przygotowania warsztatowego.

Zasadniczg czesc rozprawy stanowig trzy wieloautorskie publikacje naukowe, ktdre zostaty
opublikowane w uznanych pismach o zasiegu miedzynarodowym. Prace te sg spdjne
tematycznie i przedstawiajg nowe protokoty regeneracji roslin z protoplastow gryki, a takze
dostarczajg nowej wiedzy na temat proceséw zachodzgcych we wczesnych etapach
regeneracji roslin gryki na drodze somatycznej embriogenezy.

Wykonane w pierwszym etapie prace byty ukierunkowane na opracowanie protokotu izolacji
protoplastow i regeneracji roslin z tych protoplastéw dla gryki tatarki. Punktem wyjscia byt
protokdt opracowany wczesniej dla marchwi. Testowano pozyskiwanie protoplastow

z roznych typdéw kalusa i hypokotyli, stosujac rézne kombinacje enzymow, regulatoréw
wzrostu i innych czynnikéw wptywajacych na izolacje, immobilizacje i podziaty protoplastow
oraz komadrek kalusa. To pozwolito na opracowanie wydajnego protokotu izolacji
protoplastéw, inicjacji kalusa i finalnie regeneracji roslin. Kluczowe w tych pracach byto
wykorzystanie do pozyskiwania protoplastow kalusa o wysokim potencjale regeneracyjnym
oraz zastosowanie sulfokiny do przetamywania latencji podziatowej. Ponadto, wazne byto
dobranie czynnika zestalajgcego podtoze oraz optymalnej kombinacji fitohormondw.
Pomocne okazaty sie wykonane analizy histologiczne, ktére pozwolity wnioskowaé o
procesach morfogenetycznych zachodzgcych w rozwijajgcym sie kalusie, co pomogto w
ustaleniu warunkow regeneracji roslin. Kandydatka systematycznie przedyskutowata
uzyskane wyniki wskazujac, ze jest to pierwszy opublikowany protokét regeneracji roslin

z protoplastow gryki tatarki (publikacja P1). Opracowanie protokotu izolacji protoplastéw

z gryki tatarki i regeneracji roslin z tych protoplastow niewatpliwie duzy sukces Kandydatki,
bedacy nastepstwem dobrze zaplanowanych doswiadczen i systematycznego badania
czynnikdw wptywajgcych na kulture protoplastow.




W drugim etapie prac Kandydatka podjeta udang prébe opracowania protokotu regeneracji
roslin z protoplastéw gryki zwyczajnej. Podobnie jak w przypadku gryki tatarki udato sie
opracowac wydajny protokoét izolacji protoplastéw i regeneracje roslin. Ponownie, kluczowe
okazato sie wytypowanie do izolacji protoplastow kalusa o wysokim potencjale
regeneracyjnym i zastosowanie sulfokiny do przetamania latencji podziatowej. Ponadto,

w przypadku tego gatunku wazne byto wykazanie, ze tidiazuron skutecznie indukuje
somatyczng embriogeneze (publikacja P2). Dyskutujgc uzyskane wyniki Kandydatka odniosta
sie wczesdniejszych prac, w tym witasnej pracy dotyczacej gryki tatarki. Wskazata tez, ze po raz
pierwszy dla gryki zwyczajnej opracowano protokét regeneracji roslin z protoplastéw
pozyskiwanych z embriogennego kalusa, wczesniej bowiem znany byt tylko protokot
regeneracji roslin z protoplastéow pozyskiwanych z hypokotyli.

W ostatnim etapie badan, bedacym zwienczeniem wczesniejszych prac, Kandydatka mogta
poréwnac procesy zachodzgce we wczesnych etapach regeneracji roslin z protoplastow gryki
zwyczajnej i gryki tatarki. Badania zostaty wykonane dla kaluséw uzyskanych z protoplastow,
w 5, 30i 50 dniu po izolacji protoplastow. Kandydatka wykonata analizy histologiczne Sciany
komadrkowej, zbadata ekspresje wybranych genéw kodujacych biatka zwigzane z regeneracja
roslin in vitro i przeprowadzita analizy poréwnawcze proteomu. W tej czesci badan nalezy
podkresli¢ wysoka jakos¢ analiz histologicznych, w ktérych zastosowano rézne sposoby
immunodetekcji sktadnikow $ciany komdrkowej, to pozwolito wnioskowac o jej przebudowie
we wczesnych etapach procesu regeneracji roslin. Jezeli chodzi o analize ekspresji roznych
grup gendw zaangazowanych w procesy regeneracji to mam tutaj pewien niedosyt

- troche szkoda, ze Kandydatka, dysponujgc odpowiednimi materiatami, nie wykonata
profilowania transkryptomicznego. To pozwolitoby catosciowo rozpoznac geny
zaangazowane we wczesne etapy regeneracji roslin gryki in vitro, i by¢ moze zidentyfikowac
nowe geny, kluczowe dla regeneracji roslin in vitro na drodze somatycznej embriogenezy.
Analizy proteomiczne ujawnity, ze w kalusach gryki, na stosunkowo wysokim poziomie
ulegaty akumulacji biatka z grupy LEA, a takze endochitynazy, zwigzane z embriogenezg,

co wykazywano wczesniej u innych gatunkow (publikacja P3). Wyniki tej czesci badan zostaty
bardzo dobrze opublikowane, s3 to pierwsze prace pozwalajgce zrozumiec kluczowe procesy
zachodzgce we wczesnych etapach regeneracji roslin w kulturach protoplastéw gryki.

W kolejnym rozdziale rozprawy Kandydatka przedstawita podsumowanie najwazniejszych
wynikow badan. W moim odczuciu ten rozdziat nie jest potrzebny, gdyz Kandydatka
przedstawita podsumowania wynikdw poszczegdlnych publikacji, a ponadto w pracy
zamieszczone sg streszczenia rozprawy.

W ostatnim rozdziale pracy Kandydata przedstawita siedem wnioskéw wynikajacych

z przeprowadzonych badan. Wnioski te sg zgodne z celami pracy i weryfikujg postawione
hipotezy badawcze. W moim odczuciu niektére wnioski majg charakter podsumowania

i mysle ze mogtby byc lepiej sformutowane (wnioski 2, 4 i 5).




Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Magdaleny
Zaranek dostarcza nowej wiedzy na temat proceséw zachodzgcych w procesie regeneracji
roslin z izolowanych protoplastéw dwdch gatunkdéw gryki, a wymiernym wynikiem pracy
sg protokoty regeneracji roslin z protoplastéw. Kandydatka wykonata szereg doswiadczen,
ktore wymagaty Swietnego przygotowania warsztatowego, szczegdlnie w zakresie inicjacji
i prowadzenia kultur protoplastéw, ale takze nowoczesnych metod mikroskopii i genomiki
funkcjonalnej. Wykonane doswiadczenia pozwolity Kandydatce zweryfikowac¢ postawione
hipotezy i osiggnac cele pracy. Praca jest na bardzo wysokim poziomie merytorycznym,

a wyniki sg Swietnie udokumentowane. Nalezy podkresli¢, ze praca jest bardzo dobrze
przygotowana pod wzgledem edytorskim. Nie mam zadnych watpliwosci, ze Kandydatka
posiada umiejetnosci pozwalajgce na samodzielne prowadzenie badan naukowych.

Pytania do Kandydatki

Wyniki badan Kandydatki zostaty opublikowane w uznanych pismach naukowych i przeszty
proces recenzowania. Sg bardzo dobrze opracowane i dogtebnie przedyskutowane.

W zwigzku z tym mam do Kandydatki pytania o charakterze dyskusyjno-polemicznym:

(1) We wprowadzeniu wymieniono kluczowe czynniki transakcyjne zwigzane z nabywaniem
kompetencji embriogennych przez rosliny. Ostatnie badania wskazujg na role czynnikéw
transkrypcyjnych z rodziny WOX (WUSCHEL-related homeobox). Czy takie czynniki moga
by¢ zaangazowane w nabywanie kompetencji embriogennych w kulturach in vitro gryki?

(2) W pracy Kandydatka odnosi sie do wykorzystania ”stabilnego genetycznie” kalusa gryki,
miedzy innymi w pierwszej hipotezie badawczej i publikacji P1. Jak nalezy rozumiec
pojecie stabilnosci genetycznej kalusa? Jakie warunki powinny by¢ spetnione, aby mozna
byto uznac, ze dany kalus jest genetycznie stabilny?

(3) Podczas opracowywania protokotéw regeneracji roslin gryki kluczowe okazato sie
zastosowanie fitosulfokiny. W jaki sposdb ten zwigzek zostat odkryty? Jaka jest specyfika
jego budowy? Czy znany jest doktadny mechanizm molekularny dziatania fitosulfokiny?

Whniosek korncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Magdaleny
Zaranek pt. "Badania nad przetamaniem latencji podziatowej, rozwojem kolonii
komorkowych oraz regeneracjg roslin w kulturach protoplastéw Fagopyrum esculentum
Moench. oraz Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.” w petni spetnia wymogi formalne stawiane
rozprawom doktorskim zawarte w art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 r Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571). Wnioskuje zatem do Rady Naukowe;j
Instytutu Biologii Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach
o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw postepowania doktorskiego. Jednoczesnie,
w zwigzku z uzyskaniem przez Kandydatke oryginalnych wynikdw badan ktére zostaty
opublikowane w renomowanych pismach naukowych, wnosze o wyréznienie rozprawy.

Prof. dr hab. Grzegorz Bartoszewski
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