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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Koscielniak
pt. Czynniki regulujace wzrost korzeni debu szyputkowego (Quercus robur L.) w warunkach
naturalnych i kontenerach szkétkarskich

Ocena ogolna rozprawy doktorskiej

Praca dotyczy zmian na poziomie transkrypcji towarzyszacych wyksztatceniu sie réznych
typdw morfologicznych systeméw korzeniowych u debu szyputkowego pod wptywem
warunkdéw uprawy. Autorka zainteresowata sie niepozgdanym zjawiskiem wystepujgcym
w kontenerowych szkétkach zajmujacych sie produkcja materiatu wykorzystywanego do
nasadzen leénych. Otéz, w warunkach uprawy w niewielkich kontenerach, gdy korzen
palowy napotka przeszkode do dalszego rozwoju, lub nastgpi jego mechaniczne uszkodzenie,
dochodzi do zahamowania jego wzrostu i stymulacji rozbudowy korzeni bocznych. Prowadzi
to do powstania systemu korzeniowego, ktéry nie jest przystosowany do pobierania wody
oraz substancji odzywczych z gtebszych warstw gleby. To z kolei uzaleznia tak zmienione
rodliny od zewnetrznych warunkdéw pogodowych i naraza je na stres suszy, ostabienie
wzrostu, a co za tym idzie réwniez atak patogendw. Zjawisko jest zasadniczo znane
w produkcji szkotkarskiej ale w niniejszej pracy autorka postanowita uzyska¢ sygnatury
trankrypcyjne, dzieki ktérym mozliwe bytoby gtebsze zrozumienie dynamiki wzrostu
korzenia. W pracy badano réwniez wariant wzrostu korzeni po przesadzeniu z konteneréw
do gleby. Jest to wazne dla zrozumienia plastycznosci rozwojowej korzeni i ich zdolnosci do
ponownego uruchomienia wzrostu korzeni palowych, a co za tym idzie mozliwosci
przystosowania sie po przesadzeniu do ziemi.

Przedstawiona dysertacja obejmuje 4 prace naukowe, z ktérych 2 juz ukazaty sie drukiem a
dwie pozostate sg jeszcze nieopublikowane. Pierwsza publikacja (Koscielniak i wsp. Frontiers
in Plant Sciences 2021) to praca przeglgdowa dotyczaca zagadnienia rozwoju korzeni

palowych u réinych gatunkéw drzew lisciastych. Druga praca dotyczy bazy danych



transkryptéw  stworzonej w  oparciu o wyniki sekwencjonowania  uzyskane
w eksperymentach bedacych integralng czescig tej dysertacji (Koscielniak i wsp., 2022
Database). W trzeciej pracy podjeto sie préby przypisania pewnych zmienionych wzorcow
ekspresji genéw, ktére uznano za typowe dla rodzaju korzeni oraz ich typu wzrostu
w obrebie systemu korzeniowego debu szyputkowego. Praca czwarta jest nieco pogtebiong
analiza, w ktérej skupiono sie na zagadnieniu hormonalnej regulacji wzrostu korzeni
i poréwnano wyniki analiz transkryptomicznych z profilami zawartosci regulatoréw wzrostu
w badanych rejonach i typach korzeni debdéw pochodzacych z uprawy bezposdrednio
w gruncie, uprawy kontenerowej oraz po przesadzeniu z kontenera do gruntu.

Uktad dysertacji jest charakterystyczny dla tego typu rozpraw. Jest jednak jeden aspekt,
o ktérego uzupetnienie bede prosit. Niestety w pracy nie przedstawiono wnioskéw jakie
wynikajg z uzyskanych wynikéw, na stronie nr 28 zamieszczono jedynie podsumowanie.

Dysertacja zawiera, wymagane w przypadku prac bedacych zbiorem tematycznie
powiazanych artykutéw, o$wiadczenia wspétautoréw dotyczace ich indywidualnego wktadu
w poszczegblne publikacje. Z oswiadczen jasno wynika, ze autorka niniejszej dysertacji
petnita we wszystkich pracach role wiodaca. Praca zostata przygotowana starannie, co
pozwala na ocene merytoryczng ogdlnej wiedzy kandydatki, umiejetnodci samodzielnego

prowadzenia prac oraz rozwigzywania probleméw naukowych.

Ocena merytoryczna prac eksperymentalnych, przedstawienia wynikéw i ich dyskusji

Zagadnienie, ktérego dotyczy praca ma bezposredni zwiazek z produkcjg szkétkarska. Po
blizszym zapoznaniu sie z uktadem eksperymentalnym i sposobem dokumentacji przebiegu
badan moge stwierdzié, ze tak przeprowadzone eksperymenty umozliwiajg wyttumaczenie
zjawisk obserwowanych w szkétkach na poziomie, ktéry pozwoli na dopasowanie lub
skorygowanie w przysztodci metod uprawy. Uzyskane dane mogg réwniez postuzy¢
w przysztoéci do badann funkcjonalnych, ktérych celem bedzie dalsze wyjaénienie
biologicznych podstaw zachodzacych proceséw.

Przystepujac do prac eksperymentalnych autorka dobrze sie przygotowata czego wyrazem
jest znajomo$¢ aktualnych danych literaturowych dotyczacych tworzenia sie korzeni
palowych oraz ich wzrostu u drzew lisciastych. Praca przegladowa, w ktérej jest wiodacym

autorem jest napisana w sposdb przejrzysty i jasny. W moim mniemaniu praca ta mogtaby



by¢ jeszcze bardziej kompletna gdyby ujeto w niej réwniez kwestie anatomiczne wraz
z przedstawieniem odpowiednich obrazéw mikroskopowych dla réinych gatunkéw drzew
liSciastych. To nie zmienia mojej pozytywnej oceny pracy, choé wydaje mi sie ze tego typu
zabieg utatwitby zrozumienie opisywanych molekularnych mechanizméw regulacji
i skorelowanie ich z charakterystycznymi wzorcami, ktére odbiegaja jednak nieco od modeli
takich jak Arabidopsis thaliana.

Jesdli chodzi o kwestie metodyki oraz zaprojektowania eksperymentu moje zastrzezenia
zasadniczo dotycza jedynie aspektéw zwigzanych z dokumentacjg pobranych préb.
Doceniam fakt, ze w celu umozliwienia sobie inspekcji wzrostu systeméw korzeniowych,
wykorzystano rhizotrony, dzieki ktérym poprzez przezroczystg ptyte mozna byto obserwowac
rozwdj i wzrost korzeni. Autorka przy pobieraniu préb skupita sie na rejonie stozka wzrostu
korzenia (czapeczka, merystem oraz rejon réznicowania sie) oraz osobno na znajdujgcej sig
powyzej strefie elongacji. To w oczywisty sposéb umozliwia skorelowanie uzyskanych
wynikéw z balansem pomiedzy proliferacja komodrek a ich dalszym wzrostem. W zadnej z
prac niestety nie znalaztem jednak jak typowano poszczegdlne rejony (zwykle dokonuje sie
tego oceniajgc aktywnosci podziatowe).

W artykule nr 3 (rycina 15) przedstawiono poréwnanie anatomii typowych oraz
pogrubionych/rozrod$nietych stozkdw wzrostu korzeni palowych Q. robur ale jakosc¢
przekrojow jest niska i nie pozwala na odréznienie poszczegdlnych warstw komoérkowych.

Niestety we wszystkich pracach wchodzacych w sktad niniejszej dysertacji nie dostrzegtem
réwniez tego czy przeprowadzono obserwacje dotyczace inicjacji zaktadania sie korzeni
bocznych. Z punktu widzenie biologii rozwoju zaktadanie sie primordiéw korzeni bocznych
jest zupetnie innym procesem niz aktywacja wzrostu odrdznicowanych primordiéw
przejawiajaca sie na poziomie makroskopowym. Zaktadanie sie primordiéw korzeni bocznych
moze by¢ obserwowane na poziomie transkrypcji jako lokalna aktywacja specyficznych dla
tego procesu gendw, ktora oczywiscie odpowiada nadrzednym czynnikom regulujgcym to w
sposdb systemiczny (np. auksyny). W pracy brak dokumentacji kwestii zwigzanych z inicjacja
tworzenia sie korzeni bocznych, co w moim mniemaniu znacznie ogranicza mozliwo$é
interpretacji danych (np. dotyczacych ekspresji gendéw charakterystycznych dla inicjacji
korzeni bocznych czy tez zagadnien zwigzanych z transportem, biosyntezg i przekazem
syghatu auksyny). Pomimo wyzZej wspomnianego problemu zasadniczo uwazam, ze

eksperymenty przeprowadzono poprawnie a moja uwaga dotyczy jedynie aspektu, ktéry by¢



moze wykracza nieco poza cel niniejszej pracy i kieruje nas w zakres badan podstawowych.
Generalnie uwazam jednak, ze zobrazowanie pobrania poszczegdlnych préb na poziomie
anatomicznym utatwitoby zrozumienie badanego zjawiska i zwiekszytoby zakres mozliwosci
interpretacji wynikéw transkryptomicznych oraz pomiaréw regulatoréw wzrostu. Prosze o
ustosunkowanie sie do tej uwagi.

Metodyka wykorzystana w pracach eksperymentalnych wskazuje na to, ze w trakcie
studiéow doktoranckich Pani mgr Paulina Koscielniak uzyskata doswiadczenie i ptynnosc
w postugiwaniu sie narzedziami biologii molekularnej. Prace transkryptomiczne na modelu
jakim jest dab szyputkowy s dos$¢ trudne; zaréwno prowadzenie uprawy w sposob
wyrdwnany, jak i pozniejsza izolacja RNA jakosci pozwalajacej na synteze cDNA, stworzenie
bibliotek i dalsze sekwencjonowanie. Kolejnym aspektem, by¢ moze jeszcze trudniejszym,
jest kwestia odpowiedniego uporzadkowania uzyskanych danych i uzyskania poprawnych
ramek odczytu (ang. assembly) oraz dalszego opisu (ang. annotation) na podstawie
dostepnych Zrédet genomowych dla tego gatunku, lub homologii do innych modeli.

Ze wzgledu na znaczenie gospodarcze i ekologiczne debéw genom dla tego gatunku jest

poznany (Plomion i wsp., Nature 2018). [https://www.oakgenome.fr/]. Zasadniczo
prowadzono réwniez juz wczesniej prace dotyczace transkryptomiki dla tego gatunku i naich
podstawie stworzono baze danych OakContigDF159.1 (Tarkka i wsp. New Phytologists 2013).
Prace te dotycza jednak gtéwnie kwestii oddziatywan z pozytecznymi mikroorganizmami,
czy tez odpowiedzi na warunki stresowe lub uprawe w réznych warunkach kultur in vitro
(wtaczajac systemy regeneracji). Prace autorki niniejszej dysertacji maja inny cel w zwigzku
z czym uktad esksperymentalny jest unikatowy. Oczywiscie w wielu pracach autorzy positkuja
sie bazg DF159 przy analizie danych transkryptomicznych. Autorka ocenianej tu rozprawy
doktorskiej postanowita jednak dla swojego eksperymentu stworzy¢ indywidualng anotacjg,
co réwniez skutkuje stworzeniem bazy danych OakRootRNADB i tego dotyczy druga
publikacja wchodzgca w sktad niniejszej dysertacji. Cho¢ nie jestem ekspertem w zakresie
bioinformatyki i obrébki danych transkryptomicznych to uwazam ten aspekt pracy za bardzo
trafny poniewaz zwyczajnie ufatwia to naukowcom korzystanie z uzyskanych danych. Bede
jednak wdzieczny jesli doktorantka odniesie sie do tego aspektu i przedstawi w przystgpny

dla biologa sposdb jakie sg dodatkowe korzysci z tego dziatania.



Uktad prac nr 3 i 4 jest dos$¢ charakterystyczny dla publikacji opisujgcych wyniki
transkryptomiczne. Przedstawiono przyporzadkowanie rdznicujacych transkryptéow do
funkcji biologicznej, czy tez komponentéw subcelularnych. Wykorzystano réwniez baze
KEGG. Oczywiscie kwestie przypisywania konkretnej funkcji poszczegéinym zmianom
ekspresji nalezy traktowaé¢ z pewnym dystansem do momentu przeprowadzenia bardziej
funkcjonalnych analiz. Osobiscie troche zatuje, ze w pracy nie wykorzystano narzedzi
pozwalajgcych na przewidywanie sieci oddziatywan w oparciu o nakfadajgce sie profile
ekspresji. To oczywiscie jest takze predykcja ale czasem pozwala wychwyci¢ najbardziej
istotne watki, ktére nalezy zbadac funkcjonalnie. Rozumiem, ze dla takiego modelu jak dab
szyputkowy jest to dos¢ Zmudne zadanie jednakze analiza transkryptomiczna to raczej
odnoszenie sie do pewnych wzorcdw, dlatego to uwazam, ze to by byto bardzo pomocne.

W artykule nr 4 zawarto réwniez analize regulatorow wzrostu i skorelowano jej wyniki
z transkryptomika. Na podstawie tego podjeto sie interpretacji tego w jaki sposdb dab
szyputkowy odpowiada zmiang architektury korzenia na warunki uprawy, a przede
wszystkim to w jaki sposéb to co dzieje sie z korzeniem palowym przektada sie na zmiane
architektury systemu korzeniowego. To bardzo dobry zabieg chociaz osobiscie uwazam, ze
rowniez dobrze by byto skupi¢ sie na kwestiach zwigzanych z transkrypcja gendw
odpowiedzialnych za transport weglowodanéw lub przekierowanie Zrédta azotu i
przeprowadzenie analiz biochemicznych w tym kierunku. Wyzej wspomniane przeze mnie
komponenty niejako modulujg odpowiedZ wzrostowg korzeni (kwestie zwigzane z aktywacja
wzrostu badz jego supresjg w warunkach niekorzystnych). Mam w zwigzku z tym pytanie; czy
w danych transkryptomicznych zaobserwowano jakie$ istotne zmiany dla tych aspektéw?

Jesli chodzi o same regulatory wzrostu to mam réwniez pytanie z jakich doktadnie préb
prowadzono izolacje? Uzyskane dane na pewno zwiekszajg nasze rozumienie ale
w przypadku hormondw roslinnych konkretne formy majg swoje miejsce syntezy, sposéb
transportu etc. Czy to zostato uwzglednione przy interpretacji wynikow? Tu mam rowniez
pytanie w jaki sposdb typ systemu uprawy wptywat na czes¢ nadziemng i czy to jest gdzies
opisane na poziomie fizjologicznym lub choéby pomiaréw wzrostu?

Kolejnym aspektem pracy ktéremu chce poswiecié nieco miejsca w niniejszej recenzji jest
przedstawione podsumowanie wynikéw. Pomimo tego, ze z wiekszoscig stwierdzen

zamieszczonych w punktach na stronie 28 sie zgadzam to sg réwniez takie, co do ktérych



mam watpliwosci czy sg w wystarczajagcy sposéb poparte danymi eksperymentalnymi.
Mianowicie:

4) Opisanie szlaku sygnatowego MAPK jako $ciezki odpowiedzialnej za inicjacje tworzenia
korzeni bocznych ...

Szlak sygnatowy MAPK rozpoczyna sie zwykle od percepcji bodZca a to prowadzi np. do
fosforylacji domeny kinazy receptora lub innych przemian na poziomie oddziatywan
biatkowych. Uruchomienie kaskady fosforylacji MAPKKK, potem MAPKK, a pdiniej MAPK i
ewentualnie aktywacja kolejnych czynnikéw bytoby tu wihadciwym scenariuszem
prowadzgcym do reakcji na poziomie komdrkowym. Autorka nie opisata zaangaZowania
konkretnego szlaku sygnatowego poniewaz nie prowadzono takich prac (badanie fosforylaciji,
powigzanie bodZca z efektem etc.)

5) Wykazanie aktywnosci LRP1 jako potencjainego czynnika regulujacego wydtuzanie
korzeni...

Prosze zaproponowad potencjalny mechanizm w oparciu o uzyskane dane oraz istniejgcy
stan wiedzy. Czy mozemy wykluczy¢ to, ze wzrost ekspresji byt spowodowany
réznicowaniem sie wiekszej ilosci primordidw korzeni bocznych? Oczywiscie pod warunkiem,
ze zakfadanie sig korzeni bocznych obserwowano. Osobiscie bytbym ostrozny w zbyt daleko
idacych wnioskach formowanych na podstawie korelacji zwiekszonej ekspresji pojedynczego

czynnika z dtugoscig korzeni.

7) Okredlenie genu ERF15 kodujacego czynnik transkrypcyjny jako odpowiedzialnego za
ponowienie wzrostu korzenia palowego...

W przypadku danych transkryptomicznych mozemy méwié jedynie o tym, ze danemu
fenotypowi towarzyszyt taki lub inny profil transkrypcji. To jeszcze nie jest dowdd na to, ze

ten konkretny czynnik odpowiada za te regulacje.

10) Przedstawienie po raz pierwszy roli hormonéw roslinnych w regulacji wzrostu korzeni
debu...

Tu réwniez, pomimo pomiaréw poziomdéw regulacji regulatoréw wzrostu, nie mozemy
doktadnie napisaé jaka jest rola poszczegdlnych zwigzkéw. Nie prowadzono badan
z inhibitorami biosyntezy, transportu, przekazu sygnatu, czy tez substancjami

wspdtzawodniczacymi o miejsce wigzania w receptorach. Zagadnienie jest bardzo ztozone.



Ostatnia uwaga dotyczaca pracy dotyczy braku wnioskéw. Jako, ze umiejetnos¢ ich
formutowania jest jedna z najwazniejszych cech naukowca prosze
o przedstawienie jednego lub kilku wnioskéw. Mogg one dotyczyé rdéinic pomiedzy
metodami uprawy, tego na ile konkretne reakcje rosliny odzwierciedlane sg na poziomie

transkryptu etc. Prosze réwniez odnies¢ sie we wnioskach do celéw badawczych (strona 15).

Wszystkie pytania zmieszczone w niniejszej recenzji wynikaja z mojej roli jako recenzenta
i checi stymulacji dyskusji naukowej. Wyniki prac przedstawionych w niniejszej dysertacji
oceniam jednoznacznie pozytywnie i uwazam, Ze zgromadzona wiedza stanowi dobry punkt
wyjécia do badan funkcjonalnych. Te oczywiscie wymagajg wiele wysitku ze wzgledu na
charakter obiektu eksperymentalnego i dostepnos¢ poszczegdinych narzedzi. Tak naprawde
w przypadku rodlin drzewiastych na poziomie globalnym nie mamy petnego obrazu
mechanizméw regulujacych architekture korzeni i nie potrafimy precyzyjnie okreslic
dlaczego w poszczegdlnych rejonach nastepuje aktywacja wzrostu korzeni bocznych. Choé
prace transkryptomiczne s3 tylko jednym z elementéw uktadanki to dobrze wykonane maja
ogromna wartos¢ dla budowania kolejnych etapow, ktére moga doprowadzi¢ nas do petnego
zrozumienia zjawiska. Wyniki uzyskane przez Panig mgr Pauline Koscielniak niewatpliwie s
przyktadem solidnej pracy i mogg by¢ punktem wyjscia dla dalszego zgtebiania zagadnienia.
Kandydatka wykazata sie wysokim poziomem wiedzy w zakresie nauk biologicznych Praca
stanowi oryginalne podejscie badawcze i wprowadza problematyke metod szkétkarskich w

uprawie debu szyputkowego na nowy poziom.

Podsumowanie oceny

Autorka dysertacji przedstawita osiggniecie naukowe, ktére przybliza nasze zrozumienie
regulacji rozwoju systeméw korzeniowych debu szyputkowego w odpowiedzi na
zastosowany system uprawy. Autorka pracy wykazata sie umiejetnoscia samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej oraz bardzo dobrym zrozumieniem tematyki badawczej a
jako$¢ prezentowanych danych swiadczy o jej wysokich umiejetnosciach (zwtaszcza z zakresu
transkryptomiki i analizy danych transkryptomicznych). Niniejsza rozprawa doktorska spetnia
kryteria zawarte w artykule 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i

nauce (Dziennik ustaw 2023, poz. 742 z pdin. zm.). Uwzgledniajgc powyzszy fakt oraz



pozostate aspekty, ktére poruszono w niniejszej recenzji wnosze o dopuszczenie niniejszej
dysertacji do publicznej obrony oraz nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych,

dyscyplinie nauk biologicznych Pani mgr Paulinie Koscielniak.

Z powazaniem

dr hab. Robert Malinowski grpf. IGR PAN
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