Krakéw, 10.08.2020 r.

.Prof. dr hab. inz. lwona Zur
Instytut Fizjologii Roslin im. Franciszka Gérskiego
Polska Akademia Nauk w Krakowie

RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Grzyb

pt. ,Cytomorfologiczne i fizjologiczne przemiany lezgce u podstaw nabywania
embriogenicznej kompetencji przez eksplantaty paproci drzewiastej Cyathea delgadii
Sternb.” ’

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Anny Mikuly (promotor) i dr Justyny Wrébel-Marek
(promotor pomocniczy) w Centrum Zachowania Réznorodnosci Biologicznej Polskiej Akademii
Nauk Ogrdéd Botaniczny w Powsinie.

Ocena formaina

Rozprawa doktorska zostata opracowana zgodnie z wytycznymi wynikajgcymi z Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki i jej nowelizacji z dnia 3 lipca 2018 r. (art. 179 ust. 1).

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska skfada sie z dwdch czesci. Autoreferatu,
liczacego 31 stron i obejmujacego wykaz dorobku naukowego, streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, wstep, hipoteze badawczg i cel pracy, opis materiatéw i metod, omdwienie
uzyskanych. wynikéw i posumowanie badan. Autoreferat zawiera réwniez opis dalszych
planow badawczych i spis cytowanej literatury. Czesé drugg stanowi cykl czterech
opublikowanych artykutéw naukowych oraz os$wiadczenia doktorantki i wspotautorow o
charakterze i zakresie pracy w poszczegélnych publikacjach.

W skfad rozprawy wchodzg trzy prace oryginalne opublikowane w latach 2017-2019
oraz jedna praca oryginalna przyjeta do druku w roku 2020. Prace zostaty opublikowane w
czasopismach o wysokich wspdfczynnikach oddziatywania (ang. impact factor, IF)
wynoszgcych od 1,364 do 3,929 (taczny IF=9,883). We wszystkich pracach mgr Matgorzata
Grzyb jest pierwszym autorem, a jej wkiad w ich powstawanie byt zasadniczy, obejmujac:
wspotudziat w opracowywaniu koncepcji analiz, przygotowywanie materiatu roslinnego,
udziat w eksperymentach, analizie i opracowywaniu wynikéw oraz w przygotowywaniu
manuskryptow do publikacji. Wykaz dorobku naukowego zawiera liste pozostatych publikacji



oryginalnych, rozdziatéw monografii naukowych oraz prezentacji na konferencjach krajowych
i migdzynarodowych. Cato$¢ uzupetnia wykaz realizowanych projektéw badawczych, odbytych
szkolen i stazy naukowych oraz uzyskanych nagréd.

Oceng merytoryczna

Przedtozona do recenzji rozprawa stanowi cyk! publikacji dotyczacych procesu embriogenezy
somatycznej (ang. somatic embryogenesis, SE) i czynnikéw warunkujacych kompetencje
komdrek epidermy jednego z gatunkdw paproci drzewiastej (Cyathea delgadii Sternb.). Temat
pracy doktorskiej jest niezwykle interesujacy ze wzglgdu na unikalny model eksperymentalny
pozwalajagcy na uzyskanie szeregu nowych informacji dotyczacych muin. roli czynnikéw
hormonalnych i sygnalizacji miedzykomérkowej w indukcji procesu SE.

Oryginalne artykuty naukowe skfadajace sig na rozprawe doktorskg s3 tematycznie spéjne, a
tytut rozprawy jest adekwatny do przedmiotu badan. Ze wzgledu na fakt, iz opublikowane
prace zostaly uprzednio poddane ocenie przez edytora i recenzentow, niniejsza recenzja
koncentruje sie na ocenie autoreferatu, bedgcego autorskim podsumowaniem uzyskanych
wynikow.

Streszczenie rozprawy zawiera najwazniejsze informacje dotyczgce celu pracy i
uzyskanych wynikéw. Tego rodzaju posumowanie powinno byé syntetyczne jednak w mojej
opinii niektore fragmenty tej czesci rozprawy s zbyt ogéinikowe, brakuje np. informacji o
rodzaju zastosowanych inhibitoréw transportu i biosyntezy hormondw, zastosowanych
modyfikacji kultury eksplantatéw czy opisu zmian strukturalnych zachodzacych w komérkach
epidermy i kory zwigzanych z indukcja SE.

Czterostronicowy wstep rozprawy obejmuje syntetyczny przeglad historii badan

poswigconych procesowi SE oraz opis uwarunkowar hormonalnych i symplastowe]j
komunikacji miedzykomérkowej rozwazanych jako elementy regulujgce uruchamianie tego
procesu. Ostatni podrozdziat przedstawia unikalny model eksperymentalny jaki stanowi
tropikalna papro¢ drzewiasta - Cyathea delgadii, ze wzgledu na indukcje procesu SE bez
udziatu egzogennych substancji wzrostowych oraz uwarunkowanie drogi rozwoju zarodkdéw
somatycznych od warunkdéw $wietinych w jakich rozwijaja sie rosliny donorowe.
Ta czgsc rozprawy réwniez w niektorych aspektach jest zbyt ogélnikowa, np. ze wzgledu na
specyfike modelu eksperymentalnego pozadane byloby zamieszczenie przegladu danych
dotyczacych potenciainej roli $wiatta, weglowodandéw oraz czynnikéw stresowych (zwtaszcza
stresu osmotycznego) w indukcji SE. Interesujgcy bytby réwniez bardziej szczegétowy opis
komunikacji symplastowej, np. rodzaju transportu i regulacji przepustowosci plasmodesm:.
Nieadekwatny jest tez tytut jednego z podrozdziatéw — ,4.1. Fizjologiczne aspekty indukcji SE”
— ktory, w rzeczywistosci odnosi sie jedynie do regulacji hormonainej. Co wiecej, ze wzgledu
na zakres badan, rozdziat ten powinien réwniez zawiera¢ informacje na temat zastosowanych
inhibitoréw syntezy i transportu substancji wzrostowych.

Hipoteza badawcza i cele pracy zostaly prawidtowo, jasno sformutowane i
przedstawione w sposéb nie budzacy zastrzezen.



Kolejny rozdziat rozprawy zawiera opis materiafu roslinnego stanowigcego obiekt

badari oraz zastosowanych metod badawczych. Niestety schemat przeprowadzonych
eksperymentdw przedstawiono jedynie graficznie, na stosunkowo trudnej do interpretacji
rycinie, nie ulatwiajagcej zrozumienia szczegétéw metodycznych poszczegoinych
eksperymentéw. W tekicie tego rozdziatu brak natomiast szeregu dosé istotnych informacji
np. po jakim czasie kultury wykonywano analizy biochemiczne i prowadzono obserwacje
mikroskopowe. Tylko z zatgczonej ryciny wynika rowniez, iz w badaniach zastosowano
~ inkubacje eksplantatéw w roztworze sacharozy oraz desykacje eksplantatéw w przeptywie
sterylnego powietrza. Zwyczajowo tez, wprowadzane parametry, w tym wypadku
wspdtezynnik zdolnosci do produkcji somatycznych zarodkdw, powinny zostaé zdefiniowane.
Podobnie, watpliwosci budzi opis analizy statystycznej, gdyz wiarygodnosé sredniej uzyskana
z ,minimum 2 powtorzen biologicznych” moze byé istotnie réina, w zaleznosci od tego co
rozumiemy pod pojeciem ,powtérzenia biologicznego”, ktére réwniez powinno by¢ wyraznie
zdefiniowane.
W odniesieniu do tego rozdziatu rodzi sie te pytanie natury merytorycznej: czy pomiar
zawartos¢ tylko kwasu indolilo-3-octowego (IAA)} sposréd endogennych auksyn byt
przemyslany i zamierzony? Wprawdzie aktywnos$¢ pozostatych endogennych auksyn jest
znaczaco nizsza lub nawet poddawana w watpliwos¢ {jak ma to miejsce w przypadku kwasu _
indolilo-3—mastowego) jednak ich udziatu w procesie indukcji SE i réznicowania zarodkéw
somatycznych nie mozna catkowicie wykluczy¢.

Czes¢ rozprawy prezentujgca uzyskane wyniki réwniez w wielu miejscach jest zbyt
ogodlnikowa, zmuszajgc czytelnika do poszukiwania dodatkowych informacji w zatgczonych
publikacjach. Generalnie brak informacji o dynamice rozwoju zarodkéw somatycznych
Cyathea delgadii: czyli opisu zmian cytomorfologicznych zachodzacych w komdrkach
epidermy eksplantatéw, w trakcie analizowanego (nieco réznego w poszczegdlnych
eksperymentach) okresu kultury in vitro. Innymi stowy, z tekstu autoreferatu nie wynika czy
obserwowanym zmianom na poziomie fizjologicznym i metabolicznym towarzyszg kolejne
etapy rozwoju zarodkdw somatycznych.

Zastosowany model badawczy umozliwit poréwnanie réwnowagi hormonainej oraz
zawartosci wybranych weglowodandw w esplantatach inicjalnych o zréznicowanym poziomie
kompetencji do indukcji rozwoju embriogenicznego oraz monitorowanie zmian zachodzacych
w pierwszych etapach rozwoju zarodka somatycznego. Uzyskane dane, zamieszczone w
publikacji 1 majg charakter nowatorski, poszerzajac zakres wiedzy dotyczgcej mechanizmu
indukcji SE u roslin zarodnikowych. Moje zastrzezenia budzi jedynie sformutowanie drugiego
wniosku, gdyz $cidle rzecz biorgc etiolacja nie powoduje ,obnizenia” czy ,poniesienia”
poziomu analizowanych hormonéw czy cukréw — co moina byloby stwierdzié analizujac
dynamike zmian zachodzacych w czasie. W tym wypadku, nie znajac poziomu wyjsciowego, a
poréwnujac poziom akumulacji badanych substancji pomiedzy réinymi eksplantatami
mozemy jedynie stwierdzi¢, iz zawarto$¢ analizowanych substancii jest nizsza lub wyisza w
tkankach etiolowanych w poréwnaniu do tkanek nie-etiolowanych.



Zarzut zbytniej ogdlnosci dotyczy zwilaszcza opisu wynikéw przedstawionych w
publikacji 2, w ktérym Autorka rozprawy catkowicie pomineta wptyw traktowania stosunkowo
szerokim zakresem stezert inhibitoréw biosyntezy i transportu substancji wzrostowych na
efektywno$¢ procesu SE, skupiajgc sie jedynie na wynikach uzyskanych dla najwyzszych
stezen. Co wigcej, réwniez w tym przypadku opis wptywu zastosowanych inhibitoréw: na
poziom endogennych fitohormondw, réwnowage hormonaling i zawartoéé cukréw jest bardzo
pobiezny. Jako fizjologa moje powaine zastrzezenia budzi réwniez sprowadzenie roli kwasu
salicylowego do roli inhibitora etylenu, z pominieciem jego gtdwnej funkcji — udziatu w
reakcjach obronnych inicjowanych w odpowiedzi na réinego typu stresy srodowiskowe.
Wprawdzie hormon ten jest zwigzany gtéwnie z odpowiedzig roslin na stres biotyczny,
jednakze spora liczba doniesiert postuluje jego udziat réwniesz w odpowiedzi na réznego typu
abiotyczne czynniki stresowe m. in. stres osmotyczny, susze czy stres temperaturowy.
Oddziatywanie kw. salicylowego jest najprawdopodobniej zwigzane z aktywacjg gendw
kodujgcych czynniki antyoksydacyjne zaangazowane w usuwanie reaktywnych form tlenu,
ktore to coraz czeéciej uwazane sg za substancje sygnalne indukujgce proces embriogenezy w
warunkach in vitro.

Bardzo interesujgce wyniki uzyskano w badaniach dotyczacych komunikacji
symplastowe]j komdrek eksplantatéw ogonka liéciowego Cyathea delgadii w trakcie indukcji
SE i wstepnych fazach formowania zarodka somatycznego (publikacja 3). Wykazanie, iz
uzyskaniu kompetencji komérek eksplantatéw, a nastepnie inicjacji réznicowania zarodka
somatycznego towarzyszy ograniczenie komunikacji symplastowej jest istothym
uzupetnieniem wiedzy dotyczacej mechanizmu indukcji i regulacji SE. Ponownie jednak
uwazam, iz ze wzgledu na zastosowane interesujgce metody badawczej bardziej szczegdiowy
opis i graficzne przedstawienie schematu eksperymentu i jego wynikow (analogicznie do grafik
zamieszczonych w publikacji) bytyby duzym ufatwieniem i znaczaco podniosty czytelnosé
niniejszej rozprawy.

Ze wzgledu na przedmiot badan dotyczacy wplywu rodzaju eksplantatu i czynnikow
stresogennych na inicjacje jedno- lub wielokomérkowej drogi rozwoju zarodkow
somatycznych wyniki przedstawione w publikacji 4, w mojej opinii powinny by¢ omdwione w
pierwszym podrozdziale tej czesci rozprawy. Najistotniejszym osiggnieciem tej czesci prac
badawczych jest udowodnienie, iz za pomoca stresu osmotycznego mozna sterowad
sposobem inicjacji zarodkéw somatycznych, zmieniajac droge rozwoju z wielo- na
jednokomdrkows. Istotnym  skutkiem ubocznym, o charakterze aplikacyjnym, jest
podniesienie efektywnosci procesu SE.

W czgsci podsumowujacej badania Autorka przedstawita syntetyczny opis zagadnier
stanowigcych temat rozprawy oraz uzyskane rezultaty. Ta czesé rozprawy zostata poprawnie
sformufowana potwierdzajgc osiagniecie zatozonych celéw i wiarygodng weryfikacje hipotezy
badawczej. Autorka zatgczyta réwniez plany dalszych badan, ktére wydajg sie uzasadnione w
Swietle uzyskanych dotychczas wynikéw;

Korficowa cze$¢ rozprawy zawiera spis literatury obejmujgcy 59 pozycji, w wiekszosci z
ostatniej dekady $wiadczgc o dobrym przygotowaniu merytorycznym Autorki.



Praca napisana jest poprawng polszczyzng, w sposéb jasny i przystepny.

Podsumowujgc stwierdzam, ze prace eksperymentaine stanowigce przedmiot niniejszej
rozprawy zostaty prawidtowo zaplanowane i rzetelnie przeprowadzone, a uzyskane wyniki sg
oryginaine i wnoszg nowe, wazne informacje w dziedzinie stanowiace] przedmiot badar. Co
wigcej, niektdre z uzyskanych wynikéw maja potencjat aplikacyjny i mogg zostaé wykorzystane
do opracowania bardziej efektywnych metod mikrorozmnazania, by¢ moze nie tylko dia
gatunku bedgcego obiektem badan.
Przedstawione w recenzji uwagi krytyczne dotyczg gtéwnie zbyt pobieznego przedstawienia
problematyki badawczej oraz metodyki i wynikéw poszczegdinych eksperymentéw, co nie
umniejsza wartosci merytorycznej recenzowanej pracy.

W mojej ocenie rozprawa spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz w
art.179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. W zwigzku z powyzszym whioskuje do Rady instytutu
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Sigskiego w Katowicach o
dopuszczenie mgr Matgorzaty Grzyb do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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