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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Magdaleny Zaranek
zatytulowane;:

»Badania nad przelamaniem latencji podzialowej, rozwojem kolonii
komorkowych oraz regeneracjg roslin w kulturach protoplastow
Fagopyrum esculentum Moench. oraz Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.”

Przedstawiona do recenzji praca zostata wykonana w Instytucie Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska na Wydziale Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, pod kierunkiem Pana Promotora dr hab.
Alexandra Betekhtina, prof. uczelni oraz Pani Promotor dr hab. inz. Ewy Grzebelus,

prof. uczelni.

OCENA PRACY

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska sktada si¢ ze zbioru trzech
artykutow naukowych wraz ze wspdlnym opisem w jezyku polskim, ktéry obejmuje
(wg Spisu tresci) nastepujace rozdzialy: Wstegp, Hipotezy i cele badawcze, Materiatly
i metody, Omowienie wynikow przeprowadzonych badan (zamieszczonych
w poszczegélnych publikacjach), Podsumowanie oraz Wnioski. Rozprawa jest
uzupetniona o wykaz uzywanych skrotow, streszczenie w jezyku angielskim
1 polskim, spis cytowanej literatury (Bibliografia), a takze oswiadczenia
wspotautorow artykutéw naukowych o ich wkiadzie w powstanie poszczegdlnych
publikacji. Wszystkie artykuty bedace podstawa rozprawy sg opublikowane w jezyku
angielskim w  czasopismach naukowych o zasiggu miedzynarodowym
1 indeksowanych w najwazniejszych bazach bibliometrycznych: Plant Cell, Tissue
and Organ Culture w roku 2023 (IF=2.3) i dwa artykuty w BMC Plant Biology
w roku 2023 oraz 2025 (IF=4,3). Tematyka badan zaprezentowana w artykufach jest
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spojna 1 dotyczy kultur protoplastéw wybranych gatunkéw Fagopyrum. Wszystkie
artykuty sg wieloautorskie, dlatego istotne byto okreslenie wtasnego wktadu Autorki
rozprawy w powstanie danej pracy. We wszystkich publikacjach Doktorantka jest
pierwszym Autorem, a jej indywidualny wklad byl znaczacy i polegal m.in. na
optymalizacji i przeprowadzeniu eksperymentéw, obserwacjach mikroskopowych,
przeprowadzeniu analiz statystycznych, opracowaniu wynikéw, przygotowaniu
pierwszej i udziatlu w powstaniu ostatecznej wersji manuskryptow. Podsumowujac,

przedstawiona rozprawa doktorska spetnia wymagania formalne.

Wartos¢ naukowa rozprawy

Poznanie mechanizméw regulujacych potencjal rozwojowy komorek
roslinnych ma istotne znaczenie dla badan podstawowych, jak i aplikacyjnych. Praca
doktorska przedstawia badania nad procesami, ktore zachodzg w kulturze
protoplastow podczas ich rozwoju, pierwszych podziatow komorkowych, a nastepnie
formowania kolonii komorkowych 1 kalusa o potencjale regeneracyjnym
u wybranych gatunkéw z rodzaju Fagopyrum. Przedstawiona do recenzji praca
dostarcza nowych istotnych i praktycznych danych na temat modyfikacji warunkow
kultury protoplastow w celu optymalizacji ich dalszego rozwoju. W pracy
przeanalizowano takze zmiany w sktadzie sciany komorkowej, jak réwniez zmiany
molekularne na poziomie proteomu oraz ekspresji gendw i czynnikow
transkrypcyjnych podczas pierwszych podziatow komorkowych, formowania kolonii
komorkowych, a nastgpnie minikalusa.

Czes¢ merytoryczna rozprawy obejmuje trzy publikacje naukowe (oznaczone
jako P1, P2 oraz P3) wymienione w rozdziale 2 zatytulowanym Wykaz publikacji
wchodzgcych w skiad rozprawy doktorskiej. Kolejny rozdziat, Wstgp wprowadza
w tematyke rozprawy. Nastgpnie Doktorantka formutuje Cele i hipotezy badawcze.
W kolejnym rozdziale Materialy i metody sa zebrane informacje
o materiale roslinnym i technikach zastosowanych w publikacjach P1, P2 oraz P3.
Najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej zostaly przedstawione w rozdziale
Omowienie wynikow prowadzonych badan, stanowigcym wilasciwg czesé rozprawy.
Rozdziat ten zostat podzielony na trzy podrozdzialy, z ktorych kazdy przybliza
poszczegolne publikacje: P1, P2 oraz P3. Kolejne rozdziaty to Podsumowanie oraz
Whnioski. Czg$¢ merytoryczna konczy Uzupelnienie (o pozostatym dorobku
naukowym Doktorantki), Bibliografia (obejmujaca ponad 80 pozycji) oraz

Oswiadczenia autorow.
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Wstep jest podzielony na kilka podrozdzialow, w ktérych Doktorantka
wyjasnia glowne zagadnienia dotyczace tematu jej rozprawy. Doktorantka opisuje
znaczenie gospodarcze i uzasadnia wyboOr materialu badawczego, czyli gryki
zwyczajnej, Fagopyrum esculentum 1 gryki tatarki, Fagopyrum tataricum,
ze szczegOlnym uwzglednieniem kalusa jako zrédta do otrzymania protoplastow.
Doktorantka przedstawia zagadnienia zwigzane z protoplastami roslinnymi,
koncentrujac si¢ zaréwno na specyfice warunkéw kultury in vitro, jak i na ich
zdolnosciach do plastycznosci rozwojowej. Ponadto przybliza temat zmian
w sktadzie chemicznym sciany komorkowej oraz ich wplyw na przebieg procesow
determinujgcych losy komorki. Wstep konczy przypomnienie o znaczeniu wybranych
czynnikow transkrypcyjnych i biatek zwiazanych z potencjatem embriogennym.

W Rozdziale 7 Doktorantka uzasadnia podjecie tematu badawczego,
natomiast w Rozdziale 8 formutuje hipotezy badawcze oraz wyznacza cele badawcze.
Rozdziat 9 to zwiezla prezentacja zastosowanego materiatu roslinnego i metod
badawczych w odniesieniu do kazdej publikacji (P1, P2 oraz P3).

Rozdziat 10 zatytutowany Omdéwienie wynikow prowadzonych badan jest
podzielony na trzy podrozdzialy, z ktorych kazdy zawiera artykul naukowy. Kazda
publikacja  jest poprzedzona  kilkustronicowym  omoéwieniem  wynikéw

przedstawionych w danym artykule.

Przedmiotem publikacji P1 jest kultura protoplastow F. tataricum. W pracy
przetestowano wiele wariantow kultury, od wyboru materiatu donorowego, poprzez
skfad mieszaniny do maceracji, rodzaj podloza do immobilizacji, skfad pozywki
bazowej. Efektem publikacji P1 jest po raz pierwszy uzyskana regeneracja z kultury
protoplastow gryki tatarki oraz udowodnienie pozytywnego wplywu fitosulfokiny

na rozwoj protoplastow tego gatunku.

Wyniki uzyskane w P1 staly si¢ przyczynkiem do przeprowadzenia badan
nad regeneracjg roslin F. esculentum metoda kultury protoplastow. Badania z tego
zakresu byly wprawdzie obiektem doniesien publikowanych od poczatku lat 80-tych
ubieglego wieku, jednak informacje o niskiej efektywnosci podziatéw komérkowych,
braku lub niskiej efektownosci regeneracji sktonity Doktorantke do podjecia prob nad
modyfikacjg procedur. W przypadku gryki zwyczajnej (podobnie jak u gryki tatarki)
Doktorantka z sukcesem zastosowata kalus jako zrodlo protoplastow, suplementacije
pozywki fitosulfoking oraz immobilizacje w agarozie. Publikacja P2 to zaréwno
protokot efektywnej regeneracji gryki zwyczajnej, jak i szczegdtowe wyniki badan

nad wptywem warunk6éw kultury na poszczegdlne etapy rozwoju protoplastow.
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Publikacje P1 i P2 ujawnily zmiany w przebiegu rozwoju minikalusa
1 regeneracji z protoplastow F. tataricum oraz F. esculentum. To sklonito
Doktorantke do bardziej wnikliwej analizy procesow zachodzacych w kulturze
protoplastow tych dwoch gatunkéw. Doktorantka wzieta pod uwage trzy punkty
czasowe: 5 dzien (pierwsze podziaty komodrkowe) i 15 dzieni (kolonie komorkowe).
W przypadku formowania mikrokalusa byt to 30 dzien kultury dla gryki zwyczajnej
oraz 50 dzien kultury dla gryki tatarki. Efektem analiz jest Publikacja 3, ktéra
prezentuje obszerne wyniki dotyczace rozmieszczenia skiadnikow  Sciany
komorkowej 1 zmian na poziomie molekularnym (proteomu oraz ekspresji wybranych
genow) podczas rozwoju kolonii komoérkowych z protoplastow gryki tatarki i gryki
zwyczajnej. Co ciekawe, czgs¢ wynikow uzyskanych z badan proteomicznych zostata

potwierdzona przez analiz¢ ekspresji genow, jak w przypadku viciliny.

W kolejnym Rozdziale 11 zatytutlowanym Podsumowanie Doktorantka
proponuje kierunki dalszych badan, w ktérych mozna wykorzysta¢ dane uzyskane
w prezentowanej pracy doktorskiej, a takze przybliza glowne osiggnigcia pracy
doktorskiej. Natomiast w rozdziale 12 Doktorantka wypunktowata wnioski, ktore

wysnutfa na podstawie przeprowadzonych badan.

Lektura rozprawy sktonita mnie do sformutowania nast¢pujgcych pytan pod
adresem Doktorantki:
1) Przedstawione badania s3 bardzo obszerne, obejmujg analizy histologiczne,
immunohistologiczne i molekularne. Na szczegdlng uwage zastugujg (zawarte
w publikacji P3) analizy dotyczace zmian w rozmieszczeniu sktadnikow sciany
komorkowej oraz obecnosci specyficznych biatek w koloniach komorkowych.
Stwierdzono m.in. obfitos¢ arabinogalaktanéw (nie tylko w scianie komorkowej),
natomiast dane proteomiczne wskazaly m.in. na obecno$¢ endochitynaz.
W literaturze mozna  znalezé¢  doniesienia  (doi: 10.1104/pp.112.203075,
doi.org/10.1016/j.plantsci.2020.110700), sugerujace, ze endochitynazy wplywaja na
rozpad arabinogalaktanéw, a uwolnione w ten sposob glukany petig kluczowa
funkcje¢ sygnatlowa w procesach rozwojowych, w tym somatycznej embriogenezy.
Czy Doktorantka mogtaby zaproponowa¢ eksperyment, ktory mogtby potwierdzi¢ lub
zaprzeczy¢ ewentualnej kluczowej roli endochitynaz w indukcji somatycznej
embriogenezy w kulturze protoplastow gryki? Tym bardziej, ze w dyskusji

w Publikacji P3 jest wzmianka o mozliwej roli endochitynaz w powstawaniu

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat Bialogii

Instytut Botaniki

ul. Gronostajowa 3
30-387 Krakow

tel.: 12 664 67 95

sekretariat.ih@uj.edu.pl

www.ib.uj.edu.pl




czasteczek sygnatowych, ktéore mogg mie¢ wplyw na formowanie zarodkow

somatycznych gryki.

2) Bardzo ciekawy wynik, ktory uzyskata Doktorantka dotyczy wzrostu kumulacji
biatek typowo zwigzanych z materialami zapasowymi nasion w koloniach
komorkowych. Taka strategia, wg Doktorantki: (...) moze wskazywa¢ na
przygotowanie kultury do zdarzenn somatycznej embriogenezy, (...)”. Waznym
zrodtem budulca i energii jest takze skrobia, ktorej kumulacja w eksplantatach wg
literatury (doi.org/10.1023/A:1022345011002, doi.org/10.1079/IVP2006827) moze
poprzedza¢c morfogenez¢, w tym somatyczng embriogeneze. Doktorantka
zaobserwowala ziarna skrobiowe w 50-dniowym mikrokalusie gryki tatarki
(Publikacja P3). Jak Doktorantka wytlumaczy brak wzmianki o takich obserwacjach
w publikacji P1? Ponadto, czy Doktorantka zaobserwowata ziarna skrobiowe
w mikrokalusie gryki zwyczajnej? Jesli nie, to z czego moze to wynika¢? Z wieku
kultury? Mikrokalus gryki zwyczajnej z publikacji P3 miat podobng wielkosé, jak

mikrokalus gryki tatarki, ale nieco inny wiek.

Uwagi krytyczne

Rozprawa jest napisana w sposob jasny i poprawny stylistycznie, ale w tak
obszernej pracy trudno unikna¢ drobnych btedow. Wsigp, strona 9: ,(...) pozwolito
na regeneracj¢ roslin w stosunkowo krotkim czasie tj. 2-5 miesigcy od momentu
regeneracji.” — zapewne Doktorantka miata na mysli ,,od momentu izolacji”. Wistep,
strona 19: ..U roslin jeno- jaki i dwulisciennych (...)”, powinno by¢ ,jedno- jak
1 dwulisciennych”.

W Rozdziale 12 zatytutowanym Wnioski, niektore z nich (jak np. Wniosek 2)
to niemal kopie zdan zamieszczonych w Podsumowaniu.

Zarowno w Podsumowaniu, jak i we Wnioskach brak odniesienia do
postawionych w Rozdziale 8 hipotez i celow badawczych. W mojej opinii
w rozdziale Wnioski oprocz wypunktowania najwazniejszych wynikéw i wnioskow,
Doktorantka powinna skonfrontowac je z hipotezami i celami badawczymi. Warto
rowniez scali¢ Rozdzialy 11 i 12 w celu unikniecia niepotrzebnych powtorzen.

Powyzsze uwagi, bardziej dotyczace kwestii redakcyjnych, nie umniejszajg

wartosci merytorycznej pracy, ktora oceniam bardzo wysoko.

Ocena koncowa:

W mojej opinii rozprawa Pani mgr inz. Magdaleny Zaranek stanowi wazny wkiad
naukowy w badania nad regeneracja roslin metodg kultur protoplastow.

Przedstawione badania sa obszerne, a zastosowane liczne zaawansowane techniki
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i uzyskane wyniki sg wysokiej jakosci i na miedzynarodowym poziomie, czego

dowodem jest ich opublikowanie w czasopismach naukowych z listy JCR.
Niewatpliwym atutem prezentowanej rozprawy jest fakt, ze jej wyniki sa cenne nie
tylko dla dalszych badan podstawowych, ale i aplikacyjnych w celu, np. poprawy
plonowania gryki. Ponadto, za najwazniejsze osiagnigcia rozprawy uwazam:

1) Wykazanie, ze kalus (morfogenny gryki tatarki oraz embriogenny gryki
zwyczajnej) jest lepszym materialem donorowym dla uzyskania regeneracji roslin
z kultury protoplastow, niz hypokotyle siewek.

2) Wykazanie pozytywnego wplywu immobilizacji protoplastow w niskotopliwe;
agarozie oraz suplementacji pozywki fitosulfoking na rozwoj kultury protoplastow
gryki.

3) Wykazanie korelacji migdzy rozmieszczeniem ekstensyn i tancuchow bocznych
ramnogalaktandbw w Scianie komorkowej, a roznicowaniem si¢  kolonii
komorkowych.

4) Wykazanie, ze w koloniach komoérkowych dochodzi do akumulacji biatek
zapasowych charakterystycznych dla nasion oraz biatek zwigzanych z somatyczng
embriogeneza, takich jak endochitynazy.

5) Wykazanie, ze w koloniach komorkowych dochodzi do wzrostu ekspresji
czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z regeneracja roslin oraz genow

zwigzanych z somatyczng embriogeneza.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Zaranek spefnia warunki okreslone w art. 187
ustawy 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.

.z 2018, poz. 1668 ze zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach
o dopuszczenie Pani mgr inz. Magdaleny Zaranek do dalszych etapow postepowania
o nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk scistych i1 przyrodniczych

w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ponadto, z uwagi na wysoka jakos¢ pracy oraz jej potencjal badawczy, wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr inz.

Magdaleny Zaranek.
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