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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”

Mechanizmy regulujgce procesy wzrostu i rozwoju systemu korzeniowego roslin
drzewiastych stanowig skomplikowany oraz wciaz stabo poznany uktad wzajemnych
zaleznoéci czynnikéw genetycznych, hormonalnych i érodowiskowych, kluczowy dla
zrozumienia funkcjonowania roslin drzewiastych, a takze ich odpowiedzi na zachodzace
zmiany klimatyczne.

Gtéwnym celem recenzowanej rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Koscielniak jest
poznanie czynnikéw molekularnych regulujacych wzrost korzeni debu szyputkowego
(Quercus robur L.), zarébwno korzenia palowego jak i korzeni bocznych, w sadzonkach
rosnagcych w warunkach naturalnych oraz w kontenerach szkotkarskich, a takze po
przesadzeniu roslin. Rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem Pana
dr hab. Marcina Zadwornego (promotor) oraz Pani dr Pauliny Glazinskiej (promotor
pomocniczy) w Zaktadzie Ekologii Instytutu Dendrologii Polskiej Akademii Nauk. Badania
prezentowane w recenzowanej rozprawie wykonano w ramach projektu zatytutowanego
,Endogenne czynniki regulujgce rozwoj korzeni palowych debéw — konsekwencje dla
uprawy kontenerowej i polowej” (nr 2018/29/B/NZ9/00272) finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki (OPUS, kierownik: dr hab. Marcin Zadworny).

Rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Koscielniak tworzy zbiér czterech potaczonych
tematycznie anglojgzycznych prac, ktére stanowia oryginalne rozwigzanie problemu

naukowego. Cykl ten obejmuje dwa artykuly (przegladowy i eksperymentalny)




opublikowane w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej o sumarycznym wspotczynniku
wptywu 12,427 oraz dwie prace eksperymentalne przygotowane w formie
manuskryptéw gotowych do submisji. Pierwszy artykut z cyklu ma charakter przegladowy
i zostat opublikowany w 2021 r. w czasopi$mie Frontiers in Plant Science. Natomiast drugi
artykut to oryginalna praca eksperymentalna opublikowana w 2022 r. w Database: The
Journal of Biological Databases and Curation. Oprocz wspomnianego cyklu prac
rozprawa doktorska zawiera przygotowane w jgzyku polskim krotkie wprowadzenie, opis
celéw i zadari badawczych, szczegdtowe oméwienie uzyskanych wynikow z ich
podsumowaniem oraz spisem literatury, a takze o$wiadczenia udziatu Doktorantki
i wspotautoréw. Cata rozprawa doktorska liczy ponad 330 stron.

Prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej stanowig cykl skoncentrowany na
poznaniu molekularnych mechanizmow zaangazowanych we wzrost korzeni dgbu
szyputkowego. Rozprawa zawiera liczne i interesujace dane z szeroko zakrojonych analiz
transkryptomicznych oraz analiz poziomu wybranych hormondéw roslinnych
w korzeniach palowych (o réznych typach morfologicznych) oraz w korzeniach bocznych.
Materiat do analiz byt pobrany z sadzonek rosngcych w odmiennych systemach uprawy:
ryzotronach i kontenerach szkotkarskich. Uzyskane wyniki zostaty wnikliwie
przeanalizowane oraz dogtgbnie przedyskutowane w odniesieniu do literatury
przedmiotu $wiadczac o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Warto rowniez podkresli¢, ze
wszystkie cztery prace tworzace rozprawg doktorska Pani mgr Pauliny Koscielniak
zawieraja W sumie prawie 40 tablic z wykresami i schematami oraz przejrzyste
zestawienia uzyskanych wynikéw w formie tabel, szczegolnie obszernych w materiatach
dodatkowych (11 tablic na ponad 150 stronach).

We wszystkich czterech pracach wchodzacych w sktad rozprawy Pani mgr Paulina
Koscielniak jest zaréwno pierwszym autorem, jak i autorem korespondencyjnym.
W artykule przegladowym Doktorantka brata udziat w opracowaniu koncepcji
i przygotowaniu  wszystkich  rozdziatow, a w pozostatych trzech pracach
eksperymentalnych odpowiadata dodatkowo za wysiew, uprawe i zbiér materiatu
roélinnego, optymalizacje protokotéw, przygotowanie materiatu do sekwencjonowania
wraz z walidacja uzyskanych wynikéw, przeprowadzenie analiz bioinformatycznych
i statystycznych. Doktorantka uczestniczyta tez w przygotowaniu manuskryptéw (m.in.
opracowaniu rozdziatéw, schematow, figur, tabel) oraz we wszystkich etapach procesu
publikacyjnego. Jestem przekonana o wiodacym udziale Doktorantki w ocenianym cyklu

prac wchodzacych w sktad recenzowanej rozprawy. Warto podkresli¢, ze Pani mgr



Paulina Kocielniak nie tylko spetnia wymogi stawiane Doktorantom przedstawiajacym
rozprawy doktorskie oparte o zbiér publikacji, ale znaczaco je przewyisza.

Pierwszy artykut wchodzacy do cyklu prac podsumowuije aktualng wiedze na temat
réznorodnych czynnikéw endo- i egzogennych regulujacych rozwdj iwzrost korzeni
pierwotnych. Doktorantka opierata sig gtownie na informacjach uzyskanych podczas
badari rosliny modelowej Arabidopsis thaliana, jednakze w miare mozliwosci
i dostepnosci danych literaturowych, podkreslata odmiennosé systemu korzeniowego
roélin wieloletnich oraz specyfike mechanizméw regulujacych wzrost i rozwoj korzeni
u organizméw drzewiastych.

Drugi artykut wchodzacy w sktad rozprawy doktorskiej prezentuje nowo utworzong
baze danych OakRootRNADB, w ktorej zamieszczono wyniki sekwencjonowania
transkryptoméow (RNA-seq) korzeni palowych i bocznych debu szyputkowego.
Przygotowana baza zawiera wyniki w przyjaznej dla uzytkownikéw postaci konkretnych
sekwencji transkryptéw kodujgcych biatka, a takze IncRNA (ang. long non-coding RNA)
oraz miRNA, wskazujac réwniez dodatkowe informacje dotyczace prawdopodobnej roli
kodowanego przez sekwencje biatka i jego przypuszczalnej lokalizacji komorkowe;. Dzieki
starannemu i kompleksowemu zaplanowaniu uprawy sadzonek debu w réznych
uktadach eksperymentalnych oraz sposobu pobierania materiatu roslinnego do analiz
NGS, w trakcie ktérego stusznie brano pod uwage morfologie korzeni palowych (ich
dtugos¢, grubosé, zywotnosc), a takze strefe korzenia palowego, z ktérej uzyskiwano
wierzchotki korzeni bocznych, baza danych OakRootRNADB stanowi niezwykle cenne
narzedzie badawcze. Umozliwia prowadzenie szczegdtowych i kompleksowych analiz
poréwnawczych poziomow ekspresji roznych genow potencjalnie regulujacych procesy
wzrostu i rozwoju korzeni debu, czego najlepszym potwierdzeniem s3 kolejne prace
eksperymentalne wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Koscielniak.
Co wazne, przygotowana baza pozwala na identyfikacje czynnikéw wptywajacych na
zahamowanie a nastepnie na wznowienie wzrostu korzenia, a takze zawiera informacje
o licznych czgsteczkach miRNA zidentyfikowanych w korzeniach dgbu. Niektére z tych
czasteczek wydaja si¢ by¢ specyficzne dla roélin drzewiastych, co z pewnoscig bedzie
wykorzystywane w przysztych badaniach prowadzonych przez rézne grupy.

W zwigzku z tym, ze klasyfikacja pobieranych probek roslinnych wykorzystywanych
do sekwencjonowania i nastepnie do przygotowania bazy jest kluczowa oraz ze wzglgdu
na to, ze w pozniejszych analizach rozrozniane sg strefy merystematyczna i elongacyjna

korzenia, chciatabym uzyskaé troche wiegcej informacji na temat wykorzystywanego



materiatu roélinnego. Czy pobierane prébki rdznity sie dtugoscia pomigdzy roznymi
typami morfologicznymi korzenia palowego (krétki, sredni, dtugi), a moze zawsze
uzyskiwano z sadzonek fragmenty o tej samej dtugosci? W metodyce uprawy roslin
i sposobu pobierania probek do analiz przedstawionej w trzeciej pracy wchodzacej
w sktad rozprawy podane jest, iz do analiz wykorzystywano wierzchotki korzeni palowych
i bocznych zawierajacych strefe merystematyczng. Natomiast w czwartej pracy z cyklu
rozrézniane sa w analizach dwie strefy —merystematyczna i elongacyjna. W trzeciej pracy
(Tabl. 1) zaprezentowano zdjecie sadzonki dgbu rosngcej w ryzotronie, na ktorej
zaznaczono 10 réznych odcinkéw korzenia. Ktére z tych odcinkéw identyfikowano jako
wierzchotki korzenia ze strefg merystematyczna? Na jakiej podstawie rozrézniono strefe
elongacyjna korzenia? Czy probki materiatu pobierane z korzeni palowych o réznej
morfologii — krétkich, érednich i dtugich, réznity si¢ migdzy sobg proporcja udziatu stref
merystematycznej i elongacyjnej? Rozréznienie w dalszych analizach poréwnawczych
obu stref jest jak najbardziej zasadne, jednakze, w moim odczuciu, opis pobierania
materiatu oraz identyfikacji poszczegdlnych stref korzenia jest niewystarczajacy
i powinien zostac uszczegotowiony.

Trzecia i czwarta praca z cyklu, obie przygotowane w formie manuskryptow, stanowig
szczegdtowe analizy wzoréw ekspresji genow w korzeniach palowych i bocznych, a takze
ich zmian w trakcie wydtuzania korzenia w zaleznosci od jego morfologii oraz sposobu
uprawy (system ryzotronowy, kontenerowy oraz roéliny po przesadzeniu z konteneréw
do ryzotronéw). Wzory ekspresji genow pomiedzy réznymi wariantami poréwnywano
wykorzystujac analize DEGs (ang. Differentially Expressed Genes), przeprowadzono takze
analize funkcjonalng w oparciu o kategorie GO (ang. Gene Ontology) oraz o baze danych
KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). W czwartej pracy dodatkowo
przeanalizowano poziomy gtéwnych hormondw roélinnych we wszystkich typach uprawy
roélin. Uzyskane wyniki przedstawione w trzeciej i czwartej pracy z cyklu pozwalaja lepiej
zrozumieé, jak czynniki endogenne moga promowaé lub hamowac inicjacjg i dalszy
wzrost korzeni palowych i bocznych, a takie jak ograniczone miejsce w uprawie
kontenerowej, czyli czynnik egzogenny, moze wptywa¢ na wzrost korzenia oraz
oddziatywaé na poziom molekularnej regulacji tego procesu. Uwazam, ze prezentowane
dane sa niezwykle cenne pod katem badan podstawowych, poniewaz poszerzaja nasza
wiedze na temat molekularnej regulacji proceséw rozwojowych u roslin wieloletnich,
u ktérych mechanizmy sg czesto bardziej zfozone niz w przypadku roslin zielnych. Jestem

pod wrazeniem naktadu pracy wtozonego przez Doktorantke w przeprowadzenie tak



wymagajacych i czasochtonnych eksperymentéw, szczegéfowe opracowanie wynikéw
iich wnikliwa oraz wielowatkowg dyskusje. Doktorantka wskazata nowe, potencjalne
czynniki transkrypcyjne regulujgce procesy inicjacji i wzrostu korzeni bocznych, a takze
wysnuta ciekawy wniosek, iz regulacja metabolizmu auksyn w korzeniach debu opiera sie
raczej na kontroli poziomu syntezy i degradacji koniugatow auksynowych. Moja uwage
zwrécita réwniez ciekawa sugestia o potencjalnej roli wapnia w indukcji ekspresji genow
odpowiedzialnych za promowanie wzrostu i wydtuzania korzeni. Warto pokresli¢ takze
zidentyfikowanie grupy gendéw ulegajacych bardzo silnej ekspresji specyficznie
w korzeniach bocznych, co $wiadczy¢ moze o odmiennych mechanizmach regulujacych
procesy wzrostowe tych korzeni w poréwnaniu z systemem gtéwnym

Rozprawa doktorska jest réwniez doskonale przygotowana od strony edytorskiej
i stylistycznej. Jako recenzent mam jednak kilka uwag, ktore odnoszg sie szczegdlnie do
prac przygotowanych w formie manuskryptu. Ponizsze komentarze czy znalezione btedy,
co chciatabym podkredli¢, nie umniejszaja wartosci samej rozprawy. W trzeciej pracy nie
zamieszczono tablic 11, 12 i 13, zabrakio takze wyttumaczenia niektérych skrotow
np. LRP (abstrakt), BR, PIN, GA (wstep). W opisie wynikéw pojawiajg si¢ czasem literéwki
(np. skrét TNTR) czy niescistosci (w analizach DEGs porownujacych korzenie krotkie
i dtugie takie same sekwencje zidentyfikowanow 27,5 % a niew 44,5 %). Warto poprawic
oznaczenia na niektérych schematach i wykresach —s3 one za mate i/lub nieczytelne (np.
Fig 3, 4 w trzeciej pracy, Fig. 9 w pracy czwartej). Kolejno$é chronologiczna odsytaczy do
referencji (zaréwno w polskim wprowadzeniu jak i w przygotowanych manuskryptach)
nie zawsze jest zachowana. W czwartej pracy skroty stosowane na schematach
i wykresach nie zostaty wyttumaczone w podpisie pod konkretna tablica. Dla utatwienia
lektury warto takze wyjasni¢ jeszcze raz oznaczenia skrétéw w podpisach tabel
zamieszczonych w materiatach dodatkowych. Przedstawione w czwartej pracy wyniki
analiz funkcjonalnych mogtyby by¢ nieco precyzyjniej opisane, szczegodlnie, ze w dyskusji
Autorka czesto sie do nich odnosi. Czytajac czes¢ wynikowg rozprawy miatam duze
watpliwosci czy wyniki analiz GO i KEGG odnoszg sig do sadzonek uprawianych w
ryzotronach w poréwnaniu do uprawy kontenerowej (Tablice 3 i 4). W opisie wynikow
prezentowanych na Tabl. 5 wkradta sig takze drobna niescistos¢ — liczba DEG w
korzeniach o éredniej dtugosci jest poréwnywalna do wynikow uzyskanych dla korzeni
krétkich.

Mysle tez, ze warto poprawic niektére bardzo dtugie oraz podrzednie ztozone zdania

we wstepach i dyskusjach trzeciej oraz czwartej pracy. Warto réwniez rozwazyc



skrocenie obu prac przygotowanych w formie manuskryptow, ze wzgledu na coraz
czestsze wymagania czasopism odnoszace sie do maksymalnej liczby stow w wysytanych
do recenzji manuskryptach. Oprécz skrocenia wstepow i dyskusji sugerowatabym takze
zmiane sposobu przedstawienia wynikéw, tzn. prezentacji zbiorczych analiz
funkcjonalnych przeprowadzonych w oparciu o kategorie GO i baze danych KEGG.
W obecnej formie w kazdej z prac przygotowanych w formie manuskryptu Autorka
dwukrotnie prezentuje wyniki z analiz funkcjonalnych, co sprawia wrazenie pewnej
redundancji.

W trzeciej pracy z cyklu, w ostatniej czesci wynikow, zamieszczono krotki opis
anatomiczny korzeni palowych z uprawy ryzotronowe;j. Doktorantka wymienita typy
inicjatow  wchodzacych w  sktad  merystemu wierzchotkowego  korzenia,
scharakteryzowata strukture walca osiowego wskazujac na obecnos¢ poszczegdlnych
elementéw pierwotnego systemu waskularnego (rozumiem, ze wspomniane pasma
ksylemowe majg rowniez charakter pierwotny?). Niestety, wspomniane typy komarek
i tkanek korzenia nie sa zaznaczone na zdjeciach przekrojow podtuznych i poprzecznych
zamieszczonych na Tablicy nr 15. Bardziej szczegétowe opisanie zataczonych zdjec,
poprzez wskazanie konkretnych typow komorek i tkanek, a takze uzupetnienie tablicy
o zdjecia strefy merystematycznej wykonane pod wiekszym powigkszeniem (w celu
identyfikacji wspomnianych w tekécie typow inicjatow i komorek strefy QC), s3 w mojej
ocenie niezbedne. Pozostawiam roéwniez pod rozwage zmiane kolejnosci
prezentowanych wynikow i przeniesienie obserwacji anatomicznych na poczatek pracy
oraz pofaczenie opisu struktury korzenia z bardziej szczegétowym wyttumaczeniem,
z ktorych regionéw korzenia byty pobierane probki do analiz NGS.

W czwartej pracy z cyklu poréwnywano wzory ekspresji genéw w réznych uktadach
eksperymentalnych, takze po przesadzeniu roslin z kontenerow szkotkarskich do
ryzotrondw. Oczywiscie idealnie bytoby, gdyby materiat do analiz pochodzit z roslin
znajdujgcych sie w tym samym wieku. Przypuszczam jednak, ze ze wzgledow
technicznych nie byto to mozliwe. Nalezy jednak pamietaé, ze zidentyfikowane réznice
we wzorach ekspresji genéw pomiedzy roslinami przesadzonymi a tymi, ktére rosty przez
caty czas w ryzotronach, moga wynika¢ nie tylko z warunkéw uprawy, ale takze z réznic
w wieku roélin (14 vs 8 miesigcy).

Podsumowujac, badania prowadzone przez Panig mgr Pauline Koscielniak,
przedstawione w cyklu czterech prac tworzgcych recenzowang rozprawg doktorska,

dostarczyty niewatpliwie nowych dla nauki oraz niezmiernie waznych i interesujgcych



danych odnosnie molekularnych mechanizméw regulujacych wzrost i rozwdj systemu
korzeniowego roslin drzewiastych na przyktadzie sadzonek dgbu szyputkowego.
Réwnoczeénie chciatabym podkresli¢, iz badania prowadzone przez Panig mgr Pauling
Koécielniak, pod opieka promotoréw gtéwnego i pomocniczego, charakteryzuje wysoki
aspekt aplikacyjny. Wszystkie przestanki pozwalajace poprawi¢ jakos¢ materiatu
szkotkarskiego, takie jak np. wskazanie zaleznosci pomigdzy Srednicy korzenia
a potencjatem wznowienia wzrostu po przesadzeniu, sg kluczowe dla dobrej kondycji
zbiorowisk leénych, szczegblnie w aspekcie postepujacych zmian klimatu i czestszych
epizodoéw suszy.

Stwierdzam, ze przedstawiona do rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Koscielniak
spefnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Dendrologii Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr Pauliny
Kogcielniak do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
Rownoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom naukowy i nowatorstwo wszystkich
prac - zaréwno juz opublikowanych jak i przygotowanych w formie manuskryptu,

stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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