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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Zaranek
pt. ,Badania nad przelamaniem latencji podzialowej, rozwojem kolonii komoérkowych
oraz regeneracjg ro$lin w kulturach protoplastéw Fagopyrum esculentum Moench.
oraz Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.”
Praca wykonana pod kierunkiem promotoréw: dra hab. Alexandra Betekhtina, prof. US
idr hab. Ewy Grzebelus, prof. URK w Zespole Cytogenetyki i Biologii Molekularnej
Roslin Uniwersytetu Slqskiego w Katowicach

1. Podstawa opracowania recenzji
Podstawa wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach z dnia 25

kwietnia 2025 r. powotujaca mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny
Zaranek.

2. Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Zaranek Jest zbiorem trzech oryginalnych
artykuléw opublikowanych w latach 2023-2025. Prace ukazaty si¢ w czasopismach naukowych
notowanych w bazie JCR, mieszczacych sie w pierwszym kwartylu (Q1), tj.: BMC Plant
Biology (dwie prace) i Plant Cell, Tissue and Organ Culture. Sg to renomowane czasopisma
z dziedziny Plant Science, w ktérych publikowane prace sg poddawane wnikliwym i rzetelnym
recenzjom przez grono miedzynarodowych ekspertéw, w rygorystycznym procesie
redakcyjnym. Wskazniki bibliometryczne mieszczg si¢ w przedziale od 2.3 do 4.3, za$ punkty
MEIN od 100 do 140. Sumaryczny roczny wspolczynnik oddziatywania jest wysoki i wynosi
10,9, za$ liczba uzyskanych punktéw MEiN to 380.

Artykuly skiadajgce si¢ na dysertacje sa 5- (dwie prace) i 10-autorskie. We wszystkich
Doktorantka jest pierwszym autorem, w zadnym nie jest autorem korespondencyjnym.
Wyraznie zostal zaznaczony indywidualny wklad Doktorantki w powstanie prac. Zgodnie
z o$wiadczeniami wspoétautoréw Kandydatka optymalizowala warunki do$wiadczen nad
izolacjg i kulturg protoplastéw oraz regeneracja roslin, przygotowywala materiat roélinny do
badan  mikroskopowych, molekularnych i proteomicznych, prowadzila obserwacje
mikroskopowe i analizy statystyczne otrzymanych wynikéw, analizowata i opracowywata
wyniki, przygotowywata manuskrypty do opublikowania. Dzigki temu nabyla umiejetnosé
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samodzielnego prowadzenia cksperymentalnej pracy naukowej, wykonywania analiz,
postugiwania si¢ technikami mikroskopowymi, opracowywania wynikow i przygotowywania
prac do druku.

Przedstawiony cykl artykulow naukowych zostal poprzedzony 28-stronicowym,
oryginalnym, syntetycznym opisem nadajacym trzem pracom spojny charakter. Obejmuje on:
spis tresci, wykaz uzytych skrétow, wykaz publikacji wchodzacych w sklad rozprawy
(z danymi bibliometrycznymi), zestawienie konferencji, w ktorych Doktorantka aktywnie
uczestniczyla, informacja o zrédle finansowania i odbytym stazu naukowym. W czesci
merytorycznej wstepu Doktorantka przyblizyla wiedze na temat znaczenia gryki i pozyskanego
zniej kalusa, protoplastow roslinnych, sciany komérkowej, a takze czynnikow
transkrypeyjnych oraz biatek zwigzanych z embriogenezg somatyczng. Ta cze$¢ pracy zostala
wzbogacona o dwie ryciny. Jedna z nich zostata wykonana przy uzyciu platformy BioRender,
co zostalo odpowiednio zaznaczone. Nastepnie przedstawila uzasadnienie podjecia tematu
badawczego oraz hipotezy icele badawcze. Dalej krétko oméwita wykorzystany materiat
roslinny oraz zastosowane metody badawcze. Zasadniczg czgs¢ dysertacji stanowia
3 oryginalne publikacje, z ktérych kazda jest poprzedzona 3- lub 4-stronicowym komentarzem.
Dysertacje koficzy podsumowanie, siedem wnioskéw, informacja o dorobku naukowym oraz
lista cytowanej literatury obejmujgca 100 pozycji. Ostatnim punktem rozprawy sg o§wiadczenia
wspotautorow artykutdéw stanowiacych dysertacje.

Nalezy doda¢, ze 114-stronicowg rozprawe doktorskg uzupelnia bogata dokumentacja
fotograficzna, dotgczona do trzeciej publikacii jako .»Supplementary material”. Stanowi ja 18
plansz ztozonych z 6-8 zdje¢ kazda, na ktérych przedstawiono zbiorczo wyniki analizy
mikroskopowej wykonanej z uzyciem badanych epitopéw i barwien na obecno$é lipidow.
Nalezy podkresli¢, Zze uzyskana dokumentacja mikroskopowa jest bardzo dobrej jakogci.
Rycina 19 zalaczonego materiatu uzupelniajacego podsumowuje wyniki analizy proteomiczne;j.
Takie podejscie sprawilo, ze mimo obszernosci zgromadzonych wynikéw, publikacja trzecia
przekazuje wiedze w sposob gleboko przemyslany, klarowny i uporzadkowany.

Badania w ocenianej rozprawie doktorskiej zostaty wykonane w ramach projektu OPUS 19
finansowanego przez NCN, kierowanego przez dra hab. Alexandra Betekhtina, prof. US.

Z formalnego punktu widzenia rozprawa doktorska mgr M. Zaranek nie budzi zadnych
zastrzezen.

3. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Wybdr tematyki badawczej, cel i znaczenie

Kultura protoplastow, opisana po raz pierwszy prawie 7 dekad temu, oferuje obecnie nowe
mozliwosci prowadzenia selekeji in vitro, modyfikacji genetycznych i badan podstawowych.
Protoplasty mozna faczy¢, transformowaé i edytowaé, co czyni je idealnymi modelami do
badania cyklu komorkowego, biogenezy $ciany komoérkowej czy totipotencji komorek
roslinnych. Wspélczesne narzedzia, w tym udoskonalone metody izolacji protoplastow
1 integracja technologii CRISPR/Cas9, zwigkszaja precyzjg i szybko$¢ manipulacji genami,
podnoszg skuteczno$¢ wprowadzania okreslonych cech do upraw. Mogg zatem z powodzeniem
stuzy¢ poszerzaniu zmiennosci genetycznej roslin i tworzeniu materialéw wyjsciowych do
hodowli nowych odmian. Badania przedstawione w niniejszej pracy koncentrujg si¢ na dwoch
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najczgsciej uprawianych gatunkach gryki, t. rosliny o duzym potencjale dla przemystu
SpoZywczego, paszowego i farmaceutycznego. Cechuja sie one jednak niestabilnym plonem
1 duzg podatnodcia na stresy biotyczne i abiotyczne. Naprzeciw tym problemom wychodza
niekonwencjonalne metody hodowli, u podstaw ktorych lezy efektywna kultura protoplastow.
Prezentowana w rozprawie tematyka badawcza doskonale wpisuje si¢ w ten aktualny i wazny
nurt biotechnologii ro$linnej. Doktorantka podjeta si¢ opracowania protokotu regeneraciji
Fagopyrum tataricum i F. esculentum w kulturze protoplastow jako podstawy badan nad
poznaniem mechanizméw rozwoju i réznicowania komérek na etapie formowania sie tkanki
kalusowej. Z punktu widzenia badan podstawowych jest to pierwszy kluczowy krok, ktérego
realizacja otwiera droge dalszym badaniom nad wdrozeniem u gryki zaawansowanych
programow hodowlanych.

Prace¢ wykonano pod kierunkiem dwéch promotoréw — uznanych specjalistow w dziedzinie
cytogenetyki molekularnej roslin, skupionych na badaniach nad organizacja i ewolucja
genomow roslinnych z jednej strony, z drugiej za$ na rozwijaniu metod regeneracji roslin
z protoplastéw i stosowaniu technik molekularnych w hodowli roslinne;j.

Autorka sformutowata 6 hipotez badawczych, ktére logicznie korespondujg z kolejnymi
etapami prowadzonych badan. Jednakze druga hipotez¢ zakladajaca, ze ,rodzaj
zastosowanego podloza do immobilizacji protoplastéw wplywa na ich zdolnosci
rozwojowe” mozna uzna¢ za zweryfikowang wezesniej przez innych badaczy. Odpowiedz
z gbry jest twierdzaca.

Cele rozprawy zostaly sformulowane w 4 odrebnych punktach. Biorac pod uwage tytut
dysertacji wydaje sie, ze pierwszym celem powinno by¢ przetamanie latencji podzialowej.
Dopiero osiagnigcie tego celu otwiera droge do stawiania i realizowania kolejnych. W pracy
brakuje celu nadrze¢dnego. Prosze o jego zdefiniowanie.

Zastosowane metody badawcze i najwazniejsze osiggniecia

Protoplasty izolowano z morfogennego i niemorfogennego kalusa (linii w réznym wieku: 1-
rocznych, 2-, 4-, 7- i 10-letnich) oraz z hipokotyli 10-dniowych siewek. W sumie przebadano
6 roznych strukturalnie i morfogenetycznie typéw materialu rodlinnego F. tataricum i 3 F.
esculentum. Zatozenia doswiadczalne zwiazane z doborem materiatu roslinnego nalezy ocenié
wysoko. Dzigki jego zréznicowaniu mozliwe bylo pokazanie zaleznosci pomiedzy typem
tkanki a potencjalem regeneracyjnym otrzymanych z niej protoplastow. Zastosowane w pracy
techniki i metody badawcze stanowig kompleksowy zestaw narzedzi, ktére umozliwity
wiasciwg realizacje postawionych celéw. Na warsztat eksperymentalny Doktorantka wybrata
praco- iczasochlonng kulture protoplastdw. Prowadzila réwniez kultury inicjalnego
1otrzymanego in vitro materialu roélinnego. Zastosowala szeroki wachlarz technik
mikroskopowych i barwien do analiz cyto-histologicznych oraz specyficznych przeciwciat do
badan immunocytochemicznych. Wykorzystala technikg chromatografii cieczowej ze
spektrometrig mas (LC-MS/MS) do analizy biatek oraz technik¢ RT-gPCR do analizy
czynnikow transkrypeyjnych oraz genéw kodujacych wybrane biatka. Opis metodyki zawarty
w publikacjach jest prawidlowy i wyczerpujacy, wsparty odpowiednig literaturg.

W zwigzku z wykorzystaniem do izolacji protoplastow materialu wyjsciowego
utrzymywanego w kulturze przez wiele lat, nasuwa si¢. pytanie czy potencjal
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regeneracyjny prezentowany przez linie kalusa morfogennego jest stabilny w czasie?

Genom ktérych linii gryki, morfogennych czy niemorfogennych, wykazuje wigkszg
stabilno$¢ w kulturze in vitro i dlaczego?

Celem badan opublikowanych w dwoch pierwszych artykutach bylo opracowanie
wydajnego i szybkiego systemu regeneracji roslin F. tataricum i F. esculentum w kulturach
protoplastow (cel nr 1; str. 26). Dla osiggnigcia celu testowano rézne czynniki stymulujace
efektywnos¢ izolacji ikultury: 1) rodzaj materiatu donorowego, 2) obecno$é driselazy
w mieszaninie do maceracji, 3) wpltyw immobilizacji protoplastéw w kroplach agarozowych
1alginianowych, 4) wzbogacenie pozywki w wybrane auksyny i cytokininy oraz
5) zastosowanie fitosulfokiny (PSK), putrescyny, CPPU, PVP, AIP. Efekt badanych
parametrow zostal wyrazony wydajnoscia izolacji protoplastow (z 1g $w.m. tkanki),
zywotnoscig protoplastow i wydajnoscig kultury (wyrazong liczba utworzonych agregatow
komorkowych). Doktorantka wykazala, ze protoplasty pochodzace z kalusa morfogennego
F. tataricum sa zdolne do odtworzenia sciany komorkowej, wielokrotnych podzialéw
1 formowania minikalusa w ciagu 50 dni kultury, a nastgpnie regeneracji roslin droga
embriogenezy somatycznej oraz organogenezy. W przypadku F. esculentum proces
formowania minikalusa zachodzit szybciej, bo w ciggu 30 dni, a regeneracja roslin nastepowata
poprzez somatyczng embriogeneze. W rozprawie doktorskiej brakuje ilosciowych danych
nt. wydajnosci regeneracji roslin. Dowodéw na regeneracj¢ obu gatunkéw dostarczaja
jedynie pogladowe fotografie. Prosz¢ Doktorantke, by podczas publicznej obrony
wykazala, ze cel pierwszy zostal w pelni osiagniety tzn., ze opracowany w kulturze
protoplastéw system regeneracji rolin jest nie tylko szybki, ale réwniez wydajny. Obecnie
wiadomo jedynie (str. 59), ze z tkanki pochodzacej z protoplastow izolowanych z hipokotyli
F. esculentum uzyskano w sumie (we wszystkich cksperymentach) 9 roslin, za$ z linii NL2
nastapil ,.obfity rozwoéj zarodkéw somatycznych™. W przypadku F. tataricum nie znajduje
zadnych informacji na ten temat.

Z opisu prac nad pozyskaniem rolin gryki drogg somatycznej embriogenezy wynikaja
pewne niescistosci, ktore stawiaja pod znakiem zapytania t¢ droge regeneracji w opisywanym
systemie. Ze str. 55 dysertacji (cze$¢: Plant regeneration) wynika, ze ,,zarodki somatyczne
pochodzace z linii NL2 przenoszono do podloza regeneracyjnego (RM_MS3) i pasazowano co
2 tygodnie az do momentu uzyskania pedéw”. Na stronie 59 dysertacji stwierdzono, ze ,,dla
rozwinigcia silnego systemu korzeniowego, rosliny trzymano w podtozu ukorzeniajgcym przez

4-5 tygodni”. Czy dobrze rozumiem, ze zarodki somatyczne wymagaly ukorzeniania?
Prosze o komentarz.

Celem badan przedstawionych w trzeciej publikacji bylo opisanie proceséw i zmian
zachodzgcych podezas rozwoju kolonii komérkowych w kulturach protoplastow gryki na
poziomie proteomu, komponentéw $ciany komorkowej oraz ekspresji wybranych genow
i czynnikow transkrypeyjnych. Badania skoncentrowano na kluczowych etapach rozwoju
kultury obejmujgcych: pierwszy podziat (5. dzien), formowanie kolonii komorkowych (15.
dzien) irozwdj minikalusa (30. lub 50. dzieh zaleznie od gatunku). Badania histologiczne
wykazaly réznice w sktadzie komérkowym kolonii i minikaluséw, w tym obecnos¢ komédrek
merystematycznych, parenchymatycznych i komorek gromadzacych zwiazki fenolowe.
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Analiza komponentéw $ciany komoérkowej zuzyciem przeciwciat wykazata stabilne
rozmieszezenie ksyloglukanéw i pektyn oraz zréznicowang (zalezng od czasu hodowli
i gatunku) lokalizacje arabinanéw, galaktandw i bialek arabinogalaktanowych. Zmianom tym
towarzyszyly wzrost akumulacji biatek zapasowych nasion (vicilin, oleozyn, SBP) oraz biatek
zwigzanych z somatyczng embriogeneza (z grupy endochitynaz i LEA). Stwierdzono takze, ze
wraz z rozwojem minikalusow zwigksza si¢ ekspresja LECI, a obniza BBM. Dodatkowym
atutem tej publikacji jest bogata dokumentacja fotograficzna doskonale obrazujaca

przestrzenno-czasowe rozmieszcezenie hemicelulozy, pektyn, biatek arabinogalaktanowych,
ekstensyn i lipidow.

Do najwazniejszych osiagnie¢ Doktorantki nalezy zaliczy¢:

1. wykazanie pozytywnego wplywu fitosulfokiny a na przerwanie latencji podzialowej

protoplastow kalusa i hipokotyli Fagopyrum esculentum i F. tataricum;

2. opracowanie protokolu kultury protoplastéw dwoéch gatunkow gryki zakonczonego
regeneracjg roslin, w tym po raz pierwszy dla gryki tatarki;
opisanie zmian w skladzie $ciany komorkowej i biatek oraz profilu ekspresji genow
1 czynnikow transkrypeyjnych podczas nabywania embriogenicznej kompetencji przez
komorki somatyczne gryki, a tym samym poglebienie wiedzy o mechanizmie inicjowania
procesu somatycznej embriogenezy.

(%)

Nalezy podkresli¢ aktywno$é mgr inz. Magdaleny Zaranek w zakresie prezentowania
wynikoéw uzyskanych badan podczas konferencji i spotkan naukowych, gdzie wyglosita 3
referaty i przedstawita 1 poster. Dwie konferencje mialy charakter miedzynarodowy, dwie
kolejne - ogdlnopolski. Ponadto (poza dorobkiem stanowigcym dysertacj¢), Doktorantka jest
wspotautorka jednej oryginalnej publikacji naukowej, ktora ukazata si¢ W renomowanym
czasopismie z bazy JCR oraz pracy przegladowej opublikowanej jako rozdzial w ksigzce
Springera. W trakcie realizacji pracy doktorskiej mgr M. Zaranek odbyta trzymiesieczny staz
zagraniczny w ramach programu Erasmus+ na Uniwersytecie w Tuluzie (Francja), gdzie
wzbogacita swoja wiedz¢ i praktyczne umiejetnosci z zakresu biologii molekularne;j,
przygotowania wektoréw ekspresyjnych oraz ekstrakeji i separacji biatek roslinnych.

Po zapoznaniu si¢ zprzedstawiong do recenzji pracg prosz¢ Doktorantke o rozwinigcie
nastepujacego zagadnienia:

Czym mozna tlumaczy¢ korzystny wplyw fitosulfokiny na zywotno$¢ protoplastéw? Co
z literatury wiadomo na temat jej roli w procesie odbudowy Sciany komérkowej przez
protoplasty? Czy znany jest mechanizm dzialania fitosulfokiny?

4. Ocena konicowa rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Zaranek zawiera wyniki
wartosciowych, oryginalnych badan, ktére dostarczajg powtarzalny protokot kultury
protoplastow dwoch, waznych gospodarczo gatunkéw gryki. Ponadto otrzymane wyniki
w istotny sposob poszerzajg wiedze na temat mechanizméw rozwoju i roéznicowania sie
komoérek tkanki kalusowej. Szezegélnie waznym osiggnieciem na tym polu jest poglebienie
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wiedzy w zakresie nabywania przez komérki roslinne kompetencji do embriogenezy. Uzyskane
w efekcie przedstawionych badan wyniki moga by¢ podstawg dalszych prac nad praktycznym

wykorzystaniem opracowanego protokolu do wdrazania zaawansowanych programéw
hodowlanych u gryki.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska pt. .,Badania nad przetamaniem latencji
podziatowej, rozwojem kolonii komérkowych oraz regeneracjg roslin w kulturach protoplastéw
Fagopyrum esculentum Moench. oraz Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.” spelnia warunki
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie WyZszym i nauce
(Dz.U. 2024 r. poz. 1571) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani mgr
Magdaleny Zaranek do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia naukowego doktora
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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