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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Grzyb
pt. ,,Cytomorfologiczne i fizjologiczne przemiany lezace u podstaw nabywania embriogenicznej
kompetencji przez eksplantaty paproci drzewiastej Cyathea delgadii Sternb.”

Podstawe formalng do wykonania recenzji stanowi pismo Prodziekana ds. Nauki i Wspdlpracy z
Zagranicg Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, powierzajgce mi
obowigzki recenzenta na podstawie uchwaly Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska z dnia 18 czerwca 2020 roku. _

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Ogrodzie Botanicznym Polskiej
Akademii Nauk w Centrum Zachowania Réznorodnosci Biologicznej w Powsinie, pod kierunkiem
Prof. dr hab. Anny Mikuty i dr Justyny Wrdbel.

Informacje formalne

Rozprawg stanowi jednotematyczny cykl czterech wieloautorskich publikacji oryginalnych,
opublikowanych w latach 2017-2020, opatrzonych krotkim oméwieniem w jezyku polskim.
Wszystkie prace, ktére weszly w sklad rozprawy, zostaly opublikowane w czasopismach o zasiegu
migdzynarodowym, znajdujgcych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR): dwie publikacje
ukazaty si¢ w czasopiSmie Plant Cell, Tissue and Organ Culture oraz po jednej w Acta Physiologiae
Plantarum i Plant and Cell Physiology. Sg to renomowane czasopisma z dziedziny Plant Science, w
ktérych artykuly przyjete do druku zostaly poddane skrupulatnym i rzetelnym recenzjom przez grono
migdzynarodowych ekspertow w rygorystycznym procesie redakcyjnym. Sumaryczny impact factor
tych publikacji, zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi 9.883, a liczba punktéw MNiSW to 295. W
kazdym z artykutéw Doktorantka jest pierwszg Autorka. Na podstawie o§wiadczen wspotautoréw
mozna rowniez wnioskowag, Ze jest ona Autorka wiodacg, ktéra wykonata cze$é do§wiadczalng
pracy, jak rowniez napisala pierwsze wersje manuskryptow i kazdorazowo miata przypisany status
autora korespondencyjnego, co $wiadczy o bardzo duzych umiejetnosciach Autorki redagowania
tekstéw naukowych. Udzial Pani mgr Grzyb obejmowat bowiem wyprowadzenie embriogennych
kultur C. delgadii, przygotowanie materiatu do analiz, wykonanie badan, wizualizacje wynikow
analiz strukturalnych i fizjologicznych oraz opracowanie wynikéw. Oczywisty jest zatem
indywidualny i wyodrebniony wklad kandydatki do stopnia doktora przy opracowywaniu koncepcji,
wykonaniu czgsci eksperymentalnej oraz interpretacji wynikéw tych prac, co jest zgodne z zapisami
w Ustawie o stopniach naukowych 1 tytule naukowym. Prace badawcze byty finansowane w ramach
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dwoch grantéw pozyskanych ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki, w tym w ramach projektu
PRELUDIUM, ktérego Doktorantka byta kierownikiem oraz ze $rodkéw na dziatalnosé statutowa
PAN OB-CZRB w Powsinie, co zostato odpowiednio odnotowane w rozprawie.

- Ukdad rozprawy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Grzyb jest zgodny z zasadami przyjetymi dla tego
typu opracowan, za$ na podkreslenie zashuguje bardzo duza staranno$é przygotowania rozprawy.
Tytut pracy jest adekwatny, w pelni oddaje tres¢ i cele rozprawy. Cel zostal jasno i zwiezle
sformulowany, hipotezy badawcze wynikaja z opisu realizowanych zadat w ramach kolejnych
artykutéw naukowych. Wyniki badan zostaty oméwione wnikliwie i umiejetnie. Cytowania zostaly
zastosowane prawidlowo, cytowane prace bardzo dobrze odzwierciedlaja aktualny stan wiedzy,
ponadto ich dobér oraz liczba sa odpowiednie. Wszystkie formalne kwestie, zwigzane z pisaniem
pracy i przedstawieniem wynikéw badan wlasnych, nie budzg zastrzezen. Jezyk: pracy jest przejrzysty
a zastosowana terminologia naukowa jest prawidtowa.

Ocena merytoryczna

Somatyczna embriogeneza, obok organogenezy w warunkach in vitro, jest skutecznym narzedziem
biotechnologicznym do masowej produkcji wielu roslin o charakterze uzytkowym. Przedstawiona do
recenzji praca doktorska podejmuje trudny temat uwarunkowan zwiazanych z nabywaniem lub/i
pobudzaniem embriogenicznego potencjatu przez eksplantaty paproci drzewiastej Cyathea delgadii
na poziomie strukturalnym, fizjologicznych zaleznosci oraz symplastowej komunikacji.
Przedstawione wyniki s3 w duzej mierze nowatorskie, uzyskane dzicki stworzeniu unikalnego
systemu eksperymentalnego dla paproci, modelu roznicowania zarodkéw somatycznych z
pojedynczej komorki epidermy eksplantatu ogonka lisciowego lub tez z grupy komoérek fragmentu
migdzywezla, indukowanych na pozywkach bez dodatku roslinnych regulatoréw wzrostu. C. delgadii,
uzyta podczas badan, jest jedynym jak dotad gatunkiem paproci, dla ktérego opisano zdolnosé
rozmnazania na drodze somatycznej embriogenezy. Dla tego ukladu okre$lono warunki prowadzenia
kultury w celu sterowania wydajnoscia procesu somatycznej embriogenezy. Co wiecej, proces ten
przebiega na drodze bezpodredniej, z pominigciem fazy kalusa. Doktorantka, wykorzystujac ten
wezesnie] opracowany model badawczy, skupila sie na analizie symptoméw towarzyszacych
konwersji komérki somatycznej eksplantatu w stan embriogeniczny oraz zwigzanych z wczesnym
etapem réznicowania zarodka somatycznego u badanego gatunku paproci. Badania te stanowig
przyktad niezwykle rzadko podejmowanych zagadnien wezesnej indukcji somatycznej embriogenezy,
co jest dodatkowym walorem ocenianej pracy. Doktorantka wykorzystala niezwykla zdolno$é
eksplantatow C. delgadii do wzrostu bez regulatoréw wzrostu w pozywce, do analiz hormonalnej
regulacji embriogenezy w warunkach in vitro.

Autorka przedstawita hipotezy badawcze oraz cel wraz z lista najwazniejszych wynikéw uzyskanych
podczas realizacji pracy doktorskiej. Zalozono, ze ,podstawa uzyskiwania embriogenicznego
charakteru przez eksplantaty C. delgadii jest odpowiednia endogenna réwnowaga hormonalna, za$
wejscie pojedynczych komorek somatycznych na droge somatycznej embriogenezy jest regulowane
ograniczeniem symplastowej laczno$ci pomiedzy komoérkami eksplantatu”. Hipotezg t¢ Autorka
sukcesywnie 1 z powodzeniem zweryfikowata pozytywnie. Analizom poddano eksplantaty ogonkéw
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lisciowych i miedzywezli, pochodzace z etiolowanych sporofitow C. delgadii oraz ogonkéw
pobieranych z nieetiolowanych roslin. W kolejnych publikacjach oryginalnych Doktorantka nakresla
cykl charakterystycznych i specyficznych przemian zachodzacych podezas analiz modelu
jednokomérkowego pochodzenia zarodkéw somatycznych z epidermy ogonkow lisciowych
badanego gatunku paproci. Na uwage zashuguje ogrom analizowanych rezultatéw i jednoczesnie
klarowna ich prezentacja, rzeczowa analiza oraz trafne spostrzezenia w kazdym z przedstawionych
artykutow.

W pierwszej pracy eksperymentalnej (Grzybiin. 2017, Plant Cell Tissue and Organ Culture) okreslono
poziom endogennych hormonéw i cukréw w eksplantatach zdolnych i niezdolnych do indukcji
somatycznej embriogenezy, jak réwniez dynamike zmian w poziomie endogennych hormondw i
cukréw w trakcie 14-dniowej kultury eksplantatéw zdolnych do wytworzenia zarodkow. Stwierdzono,
7e poziom endogennych cukréw i badanych fitohormonow (auksyny, cytokininy, ABA) jest zalezny
od warunkéw $wietlnych, w ktérych przebywaty rogliny donorowe. Etiolacja roslin donorowych
powoduje obnizenie zawartoéci endogennego ABA i cukrow (glukozy, fruktozy i sacharozy) oraz
zwickszenie poziomu endogennej auksyny IAA i kilku badanych cytokinin. Co ciekawe od tych
warunkow zalezy takze uruchomienie zdolnosci/kompetencji eksplantatu do formowania zarodkow
somatycznych. Wydaje si¢ bowiem, ze to brak $wiatla podczas prowadzenia kultury staje sig
kluczowym elementem sterujacym morfogenezg in vifro, zapewniajgc odpowiedni balans
koncentracji poszczegdlnych hormonéw, czynigc tym samym jedynie etiolowany eksplantat zdolnym |
do indukcji somatycznej embriogenezy. Czy zatem mozna t¢ zdolnos¢ potencjalnie wykorzysta¢ na
wezesnym etapie indukcji somatycznej embriogenezy poprzez odpowiednie sterowanie dodatkami
regulatoréw wzrostu, na przyklad przez zmiany zawartosci auksyn/cytokinin/cukréw, co moze by¢
swoistym przelgcznikiem programu réznicowania komorki i wejscia na szlak indukcji embriogenezy?
Co wiecej, czy tego rodzaju zabiegi moga by¢ potencjalnie zastosowane dla nieetiolowanych
eksplantatéw, aby nabyty charakteru embriogenicznego? W literaturze przedmiotu funkcjonujg dwa
opisywane typy procesOw angazujace ,,zaindukowane embriogenicznie zdeterminowane komoérki”
IEDC (z ang. Induced Embryogenic Determined Cells), jak to ma miejsce podczas embriogenezy
somatycznej posredniej, dla odréznienia od tych, ktére juz pierwotnie taka kompetencj¢ posiadaty,
czyli gdy zarodki somatyczne formuja si¢ bezposrednio tylko z tych komorek roélinnych, ktore sg
kompetentne juz w momencie izolowania z rosliny macierzystej, czyli z ,,proembriogenicznie
zdeterminowanych komérek” PEDCs (z ang. Pre-Embryogenically Determined Cells). Jakie jest
sdanie Autorki na ten temat w kontekécie wiasnych badaf? Rzeczywiscie to brak $wiatla, a nie
zastosowana pozywka, pobudzat tylko komorki i tak predysponowane do réznicowania zarodkow, ale
czy potencjalnie mozemy tez wlgczy¢ w to inne czynniki?

Kolejna praca (Grzyb i in., 2018, Acta Physiologiae Plantarum) stanowi kontynuacj¢ podjetych
badaf, a jej gtéwnym celem byto okreslenie wptywu jaki wywieraja inhibitory transportu i biosyntezy
hormonéw na indukcje somatycznej embriogenezy. Zastosowane inhibitory transportu auksyny (TIBA),
biosyntezy ABA (fluridon) i biosyntezy etylenu (kwas salicylowy) calkowicie hamowaly formowanie
zarodkéw somatycznych, przypuszczalnie poprzez zmiany poziomu endogennych hormonéw w trakcie
inicjalnej kultury eksplantatéw ogonkéw lisciowych C. delgadii, a w konsekwencji zaburzenie poziomu
fitohormondw skutkowato takze zmiang zawartosci endogennych cukréw (glukozy, fruktozy, sacharozy).
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Skutkiem tego typu zaburzen réwnowagi hormonalnej jest uniemozliwienie przekierowania programu
rozwojowego komorek somatycznych w kierunku somatycznej embriogenezy i w efekcie zahamowanie
tworzenia zarodkdw somatycznych. ,
W najnowszej publikacji z 2020 roku (Grzyb i in., 2020, Plamt & Cell Physiology) Autorka
przeanalizowata zmiany w komunikacji symplastowej komérek inicjalnego eksplantatu ogonka w czasie
wezesnej indukeji somatycznej embriogenezy jak i wszystkie etapy postepujacej izolacji symplastowe;j
podczas formowania sie i dojrzewania zarodka somatycznego paproci C. delgadii. Byto to mozliwe dzieki
zastosowaniu mikroskopii konfokalnej i specyficznych niskoczasteczkowych fluorochroméw transportu
symplastowego, tj.: HPTS czy fluoresceina. Dodatkowo wzbogacono to analizami ultrastruktury komoérki
epidermy, tuz przed wystapieniem jej pierwszych podziatéw. Uzyskana dokumentacja fotograficzna jest
bardzo dobrej jakosci, a jako Recenzent prac naukowych zyczylabym sobie otrzymywaé prace o tak
wysokiej jakosci obrazdw i mikrografii. Doktorantka jednoznacznie wykazala, ze warunkiem wyzwolenia
“embriogenicznej kompetencji jest wlasnie ograniczenie symplastowe] tacznosci pomiedzy komorkami
eksplantatu. Chciatabym w tym miejscu zapytaé Autorke, czy w literaturze przedmiotu przedstawiane sg
takze wyniki badafn obrazujace mozliwo$¢ symplastycznej komunikacji podczas innych typéw
morfogenezy in vitro, np. podczas organogenezy bezposredniej, w wyniku ktérej formowane sa paki,
majace polgczenie waskularne z eksplantatem pierwotnym? Zapewne jest to znakomita metoda,
pozwalajagca na odkrycie wezesnych etapéw dyferencjacji poszezegdlnych regionéw/tkanek pakow.
Nasuwa mi si¢ jeszcze pytanie metodyczne dotyczace tej pracy, jako, ze Autorka badala zywotnos$¢
komérek podczas prowadzenia kultur z zastosowaniem jodku propidyny i roztworu bigkitu Ewansa, jakie
byly kryteria doboru wlasnie tej metody, a nie innych dostgpnych i réwnie skutecznych w przypadku
materialu rodlinnego? Czy chodzito tylko o mozliwo$¢ ich niezaki6conej wizualizacji (po FDA) i
rejestracji?

W ostatniej pracy (Grzyb i Mikuta, 2019, Plant Cell Tissue and Organ Culture) Doktorantka podjeta si¢
analizy wplywu typu eksplantatu, rozmiaréw donorowego lifcia, egzogennej sacharozy i desykacji
powietrznej na pochodzenie zarodkdw somatycznych i efektywnosé somatycznej embriogenezy u paproci
C. delgadii. Wszystkie badane czynniki wplywaly istotnie na zmiang programu rozwojowego podczas
inicjacji kultur i tworzenie zarodkéw. Jednakze kluczowe wydaje si¢ w tym aspekcie pochodzenie
materiatu donorowego bedacego zrédtem eksplantatéw. Eksplantat pierwotny istotnie wptywa bowiem na
efektywnos¢ somatycznej embriogenezy, co wigcej zarodki somatyczne otrzymane na eksplantacie
ogonka byly inicjowane podzialami pojedynczych komoérek epidermy, zas w przypadku migdzywezli
powstawaty poprzez jednoczesne podziaty wielu sgsiadujacych komérek epidermy i kory pierwotnej, co
jednak wecale nie zwiekszato ogélnej efektywnosci embriogenezy. Co niezwykle interesujace, 45-
minutowe traktowanie roztworem sacharozy spowodowalo az 4-krotne zwigkszenie efektywnosci
somatyczne]j embriogenezy w przypadku kultur migdzyweZli, za$ zahamowanie formowania zarodkow na
eksplantatach ogonkéw. Na podstawie analiz mikroskopowych Autorka interpretuje zwigkszenie
efektywnosei procesu somatycznej embriogenezy uzyskiwanego na migdzywezlach jako efekt zmiany
drogi réznicowania somatycznych zarodkéw z wielo- w jednokomérkows, czyli analogiczng do
uzyskiwanej na eksplantatach z pojedynczych komérek epidermy ogonk6w lisciowych. Nasuwa si¢ zatem
pytanie dlaczego traktowanie roztworem sacharozy ogonkéw powodowato zahamowanie réznicowania
zarodkéw somatycznych? Prosze Doktorantke o probg wyjasnienia tego stanu rzeczy, zwlaszcza, ze
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jednym z wynikéw publikacji nr 1 bylo nagle 6-krotne zwigkszenie koncentracji sacharozy w széstym
dniu kultury, traktowane jako ,,przetgcznik” dla wejscia na szlak somatycznej embriogenezy.

Wszystkie przytoczone powyze] prace sg bardzo dobrze napisane, w ktérych wstep z przegladem
literatury jest oméwieniem i usystematyzowaniem dotychczasowej wiedzy z przedmiotu badan.
Wyniki sg oryginalne i zawieraja element nowatorski. Na uwage zastuguje umiejetnos¢ dyskusji
uzyskanych wynikéw badan i zestawienia ich z danymi literaturowymi, co nie jest proste, biorge pod
uwage mnogos$¢ badanych czynnikéw i rzadki model eksperymentalny. Cytowane prace zostaly
dobrane prawidiowo 1 wskazujg na bardzo dobrg znajomos¢ literatury przedmiotu. Autorka dochodzi
do kluczowych, jasno sprecyzowanych wnioskOw, wskazujgc czynniki decydujgce o mozliwosci
nabywania/uruchomienia kompetencji embriogenicznej, jak i uzyskiwania w pelni uformowanych i
funkcjonalnych zarodkéw somatycznych. Tego rodzaju wnioski i usystematyzowanie wynikéw
znajduja sie na koncu dyskusji kazdej z przedstawionych w rozprawie publikacji. Na uznanie
zastuguje fakt, ze wyniki dodatkowo podparte sg dobrze dobranymi i przeprowadzonymi testami
statystycznymi, takimi jak analizy wariancji, test t-studenta, test typu post-hoc LSD Fishera.
Polskojezyczne omoéwienie zamieszczone w pracy doktorskiej jest zakonczone rozdzialem
zatytulowanym ,,Dalsze plany badawcze”, w ktorym Doktorantka nakresla potencjalne mozliwosci
wykorzystania opracowanych w zespole badawczym Ogrodu Botanicznego PAN w Powsinie dwoch
niezaleznych modeli inicjacji somatycznej embriogenezy z embriogenicznie zdeterminowanych komorek
u C. delgadii (z pojedynczych komérek eksplantatn ogonka lub z wielu komorek eksplantatu
migdzywezla). Szczegdlnie interesujgce i dosé trudne wydaje si¢ wyznakowanie w epidermie eksplantatu
komérek zdolnych i niezdolnych do somatycznej embriogenezy, zanim pojawia sig ich pierwsze podziaty
komérkowe dajace poczatek réznicowaniu si¢ zarodkéw somatycznych. Biorgc pod uwage jednak
wysokie kompetencje, bardzo dobre przygotowanie merytoryczne i rozlegla wspotprace w zakresie analiz
mikroskopowych, jestem pewna, ze Doktorantka sprosta temu wyzwaniu bez probleméw.

Whuiosek koncowy

Podsumowujgc, warto$é merytoryczng rozprawy, znaczenie uzyskanych wynikow oraz kompetencije
Doktorantki oceniam bardzo wysoko. Przedstawione nieliczne zapytania s3 podyktowane checia
pobudzenia dyskusji i poznania opinii Doktorantki, za§ w niczym nie umniejszajg wartosci
prezentowanej dysertacji. Uwazam, ze jest ona bardzo dobrym opracowaniem naukowym i wnosi
nowe, istotne odkrycia, pozwalajace lepiej pozna¢ proces somatycznej embriogenezy u paproci C.
delgadii oraz wskazaé jego gtéwne mechanizmy. Biorac powyzsze pod uwage nalezy stwierdziC, ze
podjeto badania w waznej dziedzinie nauki, istotne zardOwno z poznawczego, jak 1 praktycznego
punktu widzenia, jako ze uzyskana wiedza w zakresie czynnikow indukujacych somatyczng
embriogeneze moze poszerzy¢ praktyczne wykorzystanie tego procesu np. u ro$lin, u ktérych zazwyczaj
ta wysoce efektywna droga regeneracji jest trudna do zainicjowania. Przedstawiona do oceny praca
doktorska dowodzi, ze Pani mgr Malgorzata Grzyb posiadta umiejetno$¢ stawiania probleméw
badawczych, planowania badad i formulowania hipotez wraz z ich weryfikacja a takze
konfrontowania wynikéw badan wiasnych z tymi uzyskanymi przez inne zespoty badaczy.
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Przyjeta i zaprezentowana forma dysertacji spetnia wymagania stawiane eksperymentalnym pracom
doktorskim w my$l Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity Dz. U. z 2017 roku, poz. 1789). Uwzgledniajac
rowniez przepisy prawne zawarte w art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. — Przepisy wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, przedkladam Wysokiej Radzie Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach wniosek o dopuszczenie
mgr Malgorzaty Grzyb do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, celem nadania stopnia doktora w
dziedzinie i dyscyplinie okre$lonej w przepisach wydanych na podstawie art. 5 ust. 3 tej ustawy.
Jednoczesnie, biorge pod uwage bardzo wysoki poziom recenzowanej rozprawy, warto$é naukows,
jako$¢ 1 oryginalno$¢ przeprowadzonych badan wnioskuje o uhonorowanie i wyréznienie rozprawy
doktorskiej mgr Matgorzaty Grzyb stosowng nagroda.

Poznan, 20.07.2020 Agnieszka Bagniewska-Zadworna
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