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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Joanny Zyzak,
p.t. ,,Regulacja réznicowania systemu przewodzacego
w pedzie kwiatostanowym Arabidopsis thaliana”

Podstawe formalng do wykonania recenzji stanowi pismo Z-cy Przewodniczacego Rady Naukowej
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne we Wroctawiu, pani prof. Matgorzaty Janickiej, z dnia 21
kwietnia 2022 roku, powierzajace mi obowigzki recenzenta na podstawie uchwaty nr 65/2022 Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne.

Informacje formalne

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Biologii Rozwoju Roslin
Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem dr hab. Alicji Banasiak.

Recenzowana rozprawa ma charakter obszernej monografii, obejmujacej 206 stron i zawiera typowy
dla prac eksperymentalnych uktad dysertacji doktorskiej. Sktada si¢ z szesciu gtownych rozdziatow,
wykazu literatury obejmujacego 260 pozycji, wykazu skrotow i aneksu w postaci opublikowanej
pracy prezentujacej wybrane wyniki rozprawy. Dodatkowo cato$¢ pracy opatrzono streszczeniem w
jezyku polskim 1 angielskim. Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi rozdzialami sa prawidlowe,
podobnie kompletnos¢ tresci 1 zastosowane narz¢dzia badawcze. Wszystkie prace zostaly wykonane
przez Autorke rozprawy, oczywisty jest zatem indywidualny i wyodrebniony wktad kandydatki do
stopnia doktora przy opracowywaniu koncepcji, wykonaniu cze$ci eksperymentalnej oraz
interpretacji wynikow tych prac, co jest zgodne z zapisami w Ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym. Prace badawcze byly finansowane w ramach dwoch projektow finansowanych ze zrodet
zewngetrznych - z Narodowego Centrum Nauki, co zostatlo odnotowane w pracy. Byty to: projekt z
konkursu OPUS (2014/15/B/NZ3/00858), ktorego kierownikiem byta Pani Promotor dr hab. Alicja
Banasiak i Etiuda (2019/32/T/NZ3/00266), ktorego kierownikiem byla sama Doktorantka. Uktad
rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Zyzak jest zgodny z zasadami przyjetymi dla tego typu
opracowan, za$ na podkreslenie zastuguje bardzo duza staranno$¢ przygotowania rozprawy. Tytut
pracy jest adekwatny, w petni oddaje tre$¢ i cele rozprawy. Cel zostal jasno 1 zwi¢zle sformutowany,
a takze uszczegdtowiony 1 zaprezentowany w pracy. Wyniki badan zostaty omowione wnikliwie i
umiejetnie. Cytowania zostaly zastosowane prawidlowo, cytowane prace bardzo dobrze
odzwierciedlajg aktualny stan wiedzy, ponadto ich dobor oraz liczba sg odpowiednie. Wszystkie
formalne kwestie, zwigzane z pisaniem pracy i przedstawieniem wynikow badan wtasnych, nie budza
zastrzezen. Jezyk pracy jest przejrzysty, a zastosowana terminologia naukowa jest na ogo6t
prawidlowa.
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Ocena merytoryczna

Przedstawiona do recenzji praca doktorska podejmuje trudny temat uwarunkowan i mechanizméw
zwigzanych z rozwojem systemu przewodzacego u roslin. Uklad przewodzacy jest bowiem
fascynujgca konstrukcjg, od ktorej zalezy funkcjonowanie calego organizmu roslinnego. Poznanie
zatem mechanizmow jego wyodrgbniania i dziatania jest kluczowe dla rozwoju anatomii 1 histogenezy
roslin. W podjetych przez Autorke badaniach wytania si¢ obraz funkcjonowania auksyno-zaleznego
systemu roznicowania elementéw waskularnych pedu. Sformulowanie problemu badawczego
wymagato z pewno$cig zastanowienia si¢ nad wyjasnianym zagadnieniem, kontekstem, aktualnym
stanem wiedzy i oryginalno$cia. Nie bez znaczenia byt tez odpowiedni model doswiadczalny i plan
badan. Jako model do$wiadczalny Autorka wybrata ped kwiatostanowy Arabidopsis thaliana.
Zastosowany w badaniach uktad eksperymentalny zostal zaprojektowany z dbaloscig o szczegdtowe
etapy podejmowanych zadan badawczych, umozliwiajace poznanie mechanizméw regulujacych
rozwo0j systemu przewodzacego i jednoczesnie roli auksyn i ich polarnego transportu (PAT) w pedzie.
W prezentowanych badaniach wykorzystano dwa opracowane uktady eksperymentalne, ktore
pozwalaja na analize rozwoju pojedynczego pasma waskularnego, zar6wno W warunkach
uszkodzonego/niefunkcjonujacego, jak i funkcjonujacego w sposdb niezaburzony, transportu
polarnego. W pierwszym modelu doswiadczalnym wykorzystano metode indukcji pojedynczego
organu i pasma waskularnego poprzez aplikacje egzogennej auksyny na merystem apikalny pedu
mutanta pinl. W drugim zas hamowano transport polarny poprzez podanie inhibitora, czyli kwasu 1-
N-naftyloftalamowego (NPA), a nastepnie go przywracano poprzez wycofanie inhibitora z pozywki.
Takie podjecie tematu i koncepcja badan wydaje si¢ jak najbardziej stuszna. Interesujgce i intrygujace
zarazem jest to, ze chociaz w merystemie wierzchotkowym pedu u Arabidopsis zalezny od PINI
polarny transport auksyny reguluje dwa kluczowe procesy rozwojowe: organogenez¢ i tworzenie
uktadu naczyniowego, to jednak mutacja typu knockout w genie PIN1 nie hamuje w petni tych dwoch
procesow. Dlatego trafnie podjeto probe identyfikacji potencjalnego zrodta auksyny dla organogenezy
I waskularyzacji podczas rozwoju todygi kwiatostanowej. Przedstawione wyniki sg w duzej mierze
nowatorskie, uzyskane wtlasnie dzigki stworzeniu unikalnego systemu eksperymentalnego |
mozliwosci wykorzystania szeregu linii transgenicznych rzodkiewnika.

W glownej czeSci dysertacji Autorka przedstawita wstep z przegladem literatury, cel pracy,
zastosowane metody badawcze, wyniki oraz ich dyskusj¢. W tak obszernym opracowaniu nie brakuje
drobnych bledow edytorskich, w tym interpunkcyjnych i tzw. literowek. Raza tez niektore
sformutowania kolokwialne lub pochodzace z laboratoryjnego zargonu, dla przyktadu: ,,badania na
zarodku”, ,,badania nad lisciem”, ,,ro$liny hodowano na ziemi”, ,,ependorfa”, ,,stok inhibitora”, czy
,badania pokazaty”. Wymienione drobne uchybienia nie wptywaja jednak negatywnie na moja ocen¢
merytoryczng pracy.

Ocena poszczegdlnych czesci rozprawy

Wstep z przeglgdem literatury zostat zaprezentowany jako do$¢ obszerne omowienie i
usystematyzowanie dotychczasowej wiedzy z przedmiotu badan. Rozdzial ten wprowadza czytelnika
w tematyke pracy | bywa czgsto bezrefleksyjnym omowieniem stanu wiedzy. W tym przypadku
Autorka ustrzegla jednak czytelnika przed bezwiednym ,oderwaniem si¢ od tekstu”, wiodac
rozmyslnie kolejne rozwazania. Poczawszy od wyodrgbniania si¢ merystemu wierzchotkowego w
zarodku, przez rdéznicowanie pierwszych elementéw uktadu przewodzacego, az po transport i role
auksyn w regulacji waskularyzacji u roslin, Doktorantka prowadzi czytelnika przez zawito$ci
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strukturalno-funkcjonalne w sposob przemyslany i konsekwentnie zmierzajacy do przedstawienia
zamierzonego konceptu pracy. Zasadniczym dazeniem Autorki bylo bowiem nakreslenie
wylaniajacego si¢ celu pracy, czyli poznania czynnikow i/lub mechanizméw regulujacych rozwdj
systemu przewodzacego w pedzie kwiatostanowym Arabidopsis thaliana i ustalenie jakg role w tym
procesie odgrywajg organy boczne inicjowane na merystemie wierzchotkowym pedu. W rozdziale
tym wyodrebniono odpowiednie podrozdziaty, w ktorych kazdorazowo przywotano wtasciwe prace i
informacje. W rozdziale Cel pracy pani mgr Magdalena Zyzak postawita takze pytania badawcze,
ktére miaty pomodc zrealizowaé gléwny cel badan i na ktore starata si¢ odpowiedzie¢ po
przeprowadzeniu kolejnych zadan badawczych.

W rozdziale Material i metody krotko omowiono material badawczy 1 opracowany uktad
eksperymentalny. Do realizacji gtéwnych zalozen pracy wykorzystano w petni odpowiednie,
nowoczesne techniki i metody z zakresu biologii komorki oraz biologii molekularnej. Zastosowane
metody badawcze zostaly opisane zgodnie ze standardami przyjetymi dla prac doktorskich, jasno
przedstawiajac sposob 1 zakres przeprowadzonych analiz, ktére moga stanowi¢ rodzaj gotowego
protokotu postgpowania dla analogicznych badan. Przy okazji lektury tego rozdziatu nasuneto mi si¢
kilka pytan lub watpliwosci, ktore z obowigzku recenzenta chciatabym wyjasnic:

1) We wstepie, przy omawianiu szeregu opublikowanych wynikow (innych autoréw), Autorka uzywa
okreslenia uprawa roslin. Tymczasem w rozdziale poswigconym opisie zastosowanej metodyki
decyduje si¢ na termin ,,hodowla”. Prosze o wyjasnienie tej kwestii w aspekcie powszechnie przyjetej
definicji hodowli roslin, zaktadajacej, ze jest to ,,nauka traktujaca o polepszaniu cech dziedzicznych
u roslin uprawnych, obejmujaca réwniez praktyczne dziatania, ktorych celem jest wytworzenie
odmian lepszych jakosciowo i plenniejszych”. Czy zatem w przypadku zastosowanego podczas
realizacji pracy doktorskiej uktadu eksperymentalnego byta to uprawa czy hodowla roslin?

2) Materiat roslinny, w tym konkretnym przypadku nasiona rzodkiewnika, jest poddawany raczej
odkazaniu - dezynfekcji powierzchniowej, a nie jak to okreslono ,,sterylizacji”; sterylizacja bowiem
w jezyku polskim i dodatkowo w sensie biologicznym odnosi si¢ do ubezptodnienia.

3) Podobnie, wnioskuje, ze rosliny rzodkiewnika byly ukorzenione, zatem uprawiano je raczej w
ziemi, a nie ,na ziemi”, jak opisano w pracy. Zreszta w tym konkretnym przypadku
rekomendowatabym raczej zmiang terminu na uprawa w podtozu statym.

4) Dlaczego, w trakcie uprawy w podtozu statym, w przypadku roslin o fenotypie dzikim
pozostawiano 3 rosliny na doniczke, a w przypadku mutanta 5?7 Czy owe roznice w liczebnosci,
rozmieszczeniu lub/i zageszczeniu w tym konkretnym przypadku mogty mieé¢ istotny wptyw na
uzyskane rezultaty?

5) Dlaczego podczas normalizacji wynikow reakcji PCR w czasie rzeczywistym wykorzystano tylko
jeden gen referencyjny Aktyna2 (ACTIN2)? Normalizacja wzgledem pojedynczego genu
referencyjnego nie jest juz obecnie akceptowalna, chyba Ze badacze przedstawig dla recenzentow
jasne dowody potwierdzajace jego niezmienng ekspresje w opisanych warunkach eksperymentalnych
(szczegoty w pracy: Bustin i in. 2009, The MIQE guidelines: minimum information for publication
of quantitative real-time PCR experiments). Optymalng liczbe¢ i wybor genow referencyjnych nalezy
okresli¢ doswiadczalnie, podajac szczegdtowo zastosowang metodyke. Obecnie zaleca sig, aby
zawsze uzywac co najmniej dwoch genow referencyjnych, poniewaz uzycie tylko jednego moze
prowadzi¢ do stosunkowo duzych btedow. W przypadku recenzowanej pracy doktorskiej, z
pewno$cig normalizacja z wykorzystaniem wigkszej adekwatnej liczby gendéw referencyjnych
pozwolitaby na uzyskanie wynikow istotnych statycznie. R6znice migdzy probkami i powtorzeniami

3



biologicznymi, a co za tym idzie duze warto$ci odchylen standardowych, moga wynika¢ bowiem
wlasnie z zastosowania pojedynczego genu referencyjnego. Wszelkie nawet niewielkie zmiany w
ekspresji genu normalizatora zaciemniajg rzeczywiste roznice i powoduja zmiany artefaktyczne.

6) Dlaczego przy analizie i weryfikacji istotno$ci statystycznej wynikow reakcji PCR w czasie
rzeczywistym zdecydowano si¢ na wykorzystanie testu t-studenta, metody statystycznej
umozliwiajacej pordéwnania DWOCH grup $rednich miedzy soba? Wg mojej wiedzy korzysta si¢ z
niej wowczas, gdy mamy wyniki jedynie dla dwoch grup i chcemy poréwnaé je ze sobg - tzn.
stwierdzi¢, czy wyniki w jednej grupie sa wigksze badz mniejsze niz w drugiej grupie. Nie mozna
poréwnywac ze sobg kilku grup, wykonujac Kilkukrotnie test t-Studenta. Jezeli mamy wigcej niz 2
grupy to musimy skorzysta¢ z innych testow statystycznych. W tej sytuacji test t-studenta mozna byto
zastosowa¢ w przypadku wynikéw zaprezentowanych na Fig. 39A, ale w przypadku wynikoéw
prezentowanych na Fig. 39B nalezato pewnie zastosowac analiz¢ wariancji ANOVA i nastepnie jeden
zZ testow typu post-hoc. Prosze Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do powyzszej kwestii.

Rozdziat Wyniki zostal przedstawiony na blisko 100 stronach. Na uwage zastuguje ogrom
analizowanych rezultatow i jednoczesnie z reguty klarowna ich prezentacja, rzeczowa analiza oraz
trafne spostrzezenia w kazdym z przedstawionych podrozdziatdéw. Wyniki sg oryginalne i bez
watpienia zawieraja element nowatorski. Niestety z uwagi na objgtos¢ pracy i mnogos¢ efektow pracy
dos¢ trudno jest czytelnikowi szybko i skutecznie interpretowaé wyniki i jednocze$nie podazac za
tekstem. Z pewnos$cig warty ulepszenia jest sam sposob prezentacji i eksponowania dokumentacji
fotograficznej. Poszczegdlne plansze zawieraly bardzo duzo pojedynczych zdje¢, co znacznie
utrudniato proces analizy dokumentacji. W tym konkretnym przypadku, niejednokrotnie dodanie
jeszcze tylko jednej fotografii do planszy spowodowatoby brak odpowiedniej liczby liter w polskim
alfabecie do oznaczenia poszczegdlnych sktadowych. Zdecydowanie klarowniej byloby zamiesci¢
opisy poszczeg6Olnych plansz na tej samej stronie co obrazy, ktorych one dotycza. Wskazana tez
bytaby pewnie selekcja prezentowanych obrazow lub tez schemat/diagram podsumowujacy
najwazniejsze z uzyskanych wynikow. Tego rodzaju schemat moze jednak zosta¢ zaprezentowany
podczas obrony pracy doktorskiej. Chciatabym tez zwroci¢ uwage, ze przy omawianiu
poszczegbdlnych wynikdw prac zauwazalna jest zmienna liczba prob — analizowanych pedéw, co w
efekcie potencjalnie odmiennej reakcji u mutantéw moze mie¢ istotne znaczenie i z pewnoscia bywa
klopotliwe przy interpretacji wynikow. Zaktadajac doswiadczenie, najlepiej byloby przeznaczy¢ do
analizy taka sama liczbe ro$lin (np. n=20 czy n=30) w tym samym eksperymencie i z kazdego
analizowanego wariantu. Do najcenniejszych wynikéw pracy doktorskiej jednak nalezy zaliczy¢
przedstawienie dowodéw na niezalezne funkcjonowanie co najmniej dwoch auksyno-zaleznych
mechanizmow regulujgcych proces waskularyzacji pedu kwiatostanowego 1 tworzenie ciggtych
polaczen waskularnych pomiedzy organami bocznymi a pedem. Stwierdzono, ze polarny transport
auksyn z udziatem biatek PIN1 nie jest niezbedny dla waskularyzacji pedu 1 organogenezy. Auksyna
moze by¢ bowiem syntetyzowana bezposrednio w merystemie lub tez by¢ transportowana w miejsce
przeznaczenia systemem przewodzacym. Transport polarny nie powinien by¢ zatem rozpatrywany
jako jedyne i1 konieczne zrodto auksyny dla proceséw réznicowania i histogenezy. Detaliczny sposob
dowiedzenia powyzszych stwierdzen wymagat jednak wielu czasochtonnych analiz mikroskopowych,
z wykorzystaniem wielu réznych linii transgenicznych roélin i zastosowania réznorodnych metod
histochemicznych, immunohistochemicznych i enzymatycznych, a takze szeregu godzin spedzonych
nad interpretacja uzyskanych obrazow, co nalezy szczegolnie doceni¢ przy ocenie wynikow badan.
Dodatkowo, jak juz odnotowano, wybrane wyniki badan, dotyczace wptywu mutacji w genie PIN1
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na rozwoj ontogenetyczny i waskularyzacje pedu kwiatostanowego, zostaty juz opublikowane w
czasopi$mie o zasi¢gu mi¢dzynarodowym.

Na nie mniejszg uwage zastuguje umiejetnos¢ Dyskusji uzyskanych wynikow badan i zestawienia ich
z danymi literaturowymi. Nie byto to zadanie proste, biorac pod uwage mnogo$¢ badanych czynnikow
i zastosowany model eksperymentalny, ktory obejmowat liczne doswiadczenia z wykorzystaniem
szerokiego wachlarza odpowiednio dobranego materiatu roslinnego. Nieco utatwia fakt podziatu
dyskusji na podrozdziaty. Dyskusje w poszczegolnych podrozdziatach dowodzg, ze pani mgr
Magdalena Zyzak posiadta umiejetnos¢ wlasciwej, krytycznej interpretacji otrzymanych wynikow
badan wilasnych oraz wyciagnigcia z nich trafnych wnioskéw. Autorka prawidtlowo konfrontuje
wyniki badan witasnych z dostepnymi danymi literaturowymi. WSszystkie cytowane prace zostaty
dobrane wiasciwie i wskazuja na bardzo dobrag znajomos¢ literatury przedmiotu. Z niezwykla
tatwoscig dochodzi Doktorantka do kluczowych, jasno sprecyzowanych wnioskow, wskazujac
czynniki decydujace o mozliwosci uruchomienia konkretnej §ciezki auksyno-zaleznego rozwoju
waskularyzacji pedu. Tego rodzaju wnioski 1 usystematyzowanie wynikéw znajduja si¢ na koncu
dyskusji. Przy tej jednak okazji chciatabym zapyta¢ doktorantke o stosowanie termindéw ,,rozwoj” i
»~roznicowanie”. Dlaczego w pracy uzyto (zaznaczy¢ nalezy, ze slusznie) sformulowan ,,rozwdj
prokambium” i ,,wyrdznicowanie prokambium”, ale takze i1 ,,rozwdj floemu” i ,;ré6znicowanie
floemu”. Z przekory recenzenckiej i checi wzbudzenia polemiki akademickiej zapytam, czy mozna je
stosowa¢ zamiennie? Czy w powszechnym rozumieniu roéznicowanie nie jest li tylko uzyskaniem
ostatecznej tozsamosci typu komorki i tylko jednym z etapéw rozwoju tkanek roslinnych? Czy tez
powinna zosta¢ zastosowana inna nomenklatura i definicje?

Lektura recenzowanej tak obszernej pracy doktorskiej nasuwa takze pytanie o mozliwe dalsze plany
badawcze i drogi, ktore niniejsza praca nakre§la w obrebie dyscypliny. Czy w oparciu o uzyskane
wyniki mozliwa jest odmienna konceptualizacja i przedstawienie pewnych hipotez do weryfikacji w
przysztosci? Prosze o ustosunkowanie si¢ Doktorantki do tej kwestii podczas obrony.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, warto§¢ merytoryczng rozprawy, znaczenie uzyskanych wynikdéw oraz kompetencje
Doktorantki oceniam bardzo wysoko. Praca jest dojrzalym studium i znakomitym wkladem w
dziedzing biologii rozwoju ro$lin. Przedstawione nieliczne zapytania sg podyktowane checia
pobudzenia dyskusji i poznania opinii Doktorantki, za§ w niczym nie umniejszajg wartosci
prezentowanej dysertacji. Uwazam, ze jest ona bardzo dobrym opracowaniem naukowym i wnosi
nowe, istotne odkrycia, pozwalajace lepiej poznac proces i regulacj¢ indukcji waskularyzacji w pedzie
kwiatostanowym Arabidopsis thaliana oraz wskaza¢ jego gtowne mechanizmy. Biorgc powyzsze pod
uwage nalezy stwierdzi¢, ze podjeto badania w waznej dziedzinie nauki, istotne zarOwno z
poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia, jako ze uzyskana wiedza w zakresie czynnikow
determinujacych prawidlowa waskularyzacje roslin moze przyczyni¢ si¢ do potencjalnego jej
wykorzystania do poprawy i modulacji wzrostu i rozwoju roslin. Przedstawiona do oceny praca
doktorska dowodzi, ze Pani mgr Magdalena Zyzak posiadla umiejetno$¢ stawiania probleméw
badawczych, planowania badan i formutowania celu pracy wraz z jego konsekwentng realizacja, jak
réwniez takze konfrontowania wynikéw badan wilasnych z tymi uzyskanymi przez inne zespoty

badaczy.



Przyjeta i zaprezentowana forma dysertacji spelnia wymagania stawiane cksperymentalnym pracom
doktorskim w my$l Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz,
o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Uwzgledniajgc rowniez przepisy prawne zawarte w art. 179
ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. — Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwic wyZzszym i
nauce, przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne we
Wroclawiu wniosek o dopuszczenie mgr Magdaleny Zyzak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego, celem nadania stopnia doktora w dziedzinie i dyscyplinic okre$lonej w przepisach
wydanych na podstawie art. 5 ust. 3 tej ustawy.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage bardzo wysoki poziom recenzowanej rozprawy, warto$¢ naukows,
jakos¢ i oryginalnosé przeprowadzonych badan wnioskujg o uhonorowanie i wyrézZnienie rozprawy
doktorskiej mgr Magdaleny Zyzak stosowng nagroda.
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