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waskularnych”
Praca wykonana pod kierunkiem dr hab. Edyty Goli, prof. UWr oraz promotora
pomocniczego dr hab. Katarzyny Sokolowskiej, prof. UWr w Zakladzie Biologii
Rozwoju Roslin, na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego

1. Podstawa opracowania recenzji

Podstawa wykonania recenzji jest uchwata Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Wroctawskiego z dnia 21 kwietnia 2022 r. (nr 68/2022), przestana w pi$mie
dr hab. Malgorzaty Janickiej, prof. UWr, Z-cy Przewodniczacego Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne UWr, z dnia 8 lipca 2024 roku (DWNB.402.1.2018/R), z prosba

o wykonanie recenzji rozprawy i stwierdzenie czy odpowiada ona wymogom stawianym
rozprawom doktorskim.

2. Aspekty formalne

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska ma forme pracy pisemnej o charakterze
monograficznym, przy czym niewielka czg¢$¢ przedstawionych w rozprawie wynikéw zostata
opublikowana w czasopismie migdzynarodowym (Developmental Biology, 2018). Forma jest
zgodna z wykliadnig Rady Doskonatosci Naukowej w sprawie skladania rozpraw doktorskich.

Na 181 stronach rozprawy Autor przedstawil wyniki badan dotyczacych poznania
uwarunkowan strukturalnych umozliwiajacych specyfikacje komérek inicjalnych, a nastepnie
utrzymanie ich aktywnosci w merystemach modelowych gatunkéw widliczek i paproci.

Uklad pracy jest typowy dla tego typu dysertacji. Na 28 stronach wstepu Doktorant
wprowadzil czytelnika w realizowang problematyke badawcza. Wstep jest zwarty i nakresla
aktualny stan wiedzy oraz problemy w zakresie poruszanych zagadnien. Nastepnie przedstawil
cel naukowy i hipotezy badawcze. W kolejnej czesci (12 stron) szezegdlowo opisat
wykorzystany material roslinny i zastosowane metody badawcze. Na dalszych 79 stronach
Doktorant przedstawil uzyskane wyniki badan, ktére zobrazowal 4 zestawieniami
tabelarycznymi i 41 rycinami, ktére (poza dwoma schematami) sa w wiekszosci zlozone
z kilkunastu fotografii bedacych wysokiej jakosci obrazami mikroskopowymi. Kolejnych 15
stron zajmuje dyskusja podzielona tematycznie zgodnie zomawianymi problemami
naukowymi. W osobnym dwustronicowym rozdziale Doktorant przedstawil podsumowanie
1 wnioski wynikajace z uzyskanych wynikow. Prace zamyka zestawienie cytowanej bibliografii
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obejmujace w sumie 282 pozycje naukowe (26 stron). Wsrod nich 10 prac nie zostalo
zacytowanych, a dwoch odwotlan brakuje w spisie literatury. Opracowanie zostato poprzedzone
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, wykazem stosowanych skrétow, rycin i tabel
oraz spisem tresci.

Nalezy podkresli¢, ze praca zostala przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim.
Zataczona dokumentacja tabelaryczna jest czytelna, fotografie irysunki sg bardzo dobrej
jakosci, zostaly precyzyjnie wykonane, zestawione i opisane. Rozprawa jest napisana poprawna
polszczyzng, ma przemyslany i przejrzysty uklad. Jest utrzymana w logicznym porzadku,
dzigki czemu stanowi spojna catosé. Obszerny spis tresci umozliwia sprawne poruszanie sie
w tekscie, a wykaz skrotow ulatwia czytanie pracy.

Stwierdzam, iz niniejsza praca doktorska speinia wymogi formalne stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z art. 187. ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 22023 r. poz. 742).

3. Ocena merytoryczna

Celem pracy doktorskiej Pana mgra Mateusza Bartza bylo zbadanie uwarunkowan
strukturalnych dla powstawania i funkcjonowania komérek inicjalnych w merystemach
wybranych gatunkéw widliczek i paproci oraz formowania si¢ prokambium i rozwoju systemu
waskularnego. Doktorant wybral do badan trzy gatunki reprezentujace waskulamne rosliny
zarodnikowe (widliczki Selaginella kraussiana i S. moellendorffii oraz paproé¢ Ceratopteris
richardii), ktore wykazuja szereg cech ancestralnych i progresywnych. Do$wiadczenia
skoncentrowal na merystemach sporofitow, ktére (podobnie jak merystemy roslin nasiennych)
wykazuja wysoce konserwatywna funkcje podtrzymywania podzialéw komérek pozostajacych
w formie niezréznicowanej, podczas gdy ich komoérki potomne réznicujg si¢ w rézne tkanki
1 organy. Ponadto wykorzystal gametofity paproci, ktore (w odr6znieniu od roslin nasiennych)
rozwijajg merystemy, w tym wierzchotkowe i brzezne, co zapewnia im niezalezny od sporofitu
wzrost 1rozwdj. Podjete badania dobrze wpisuja si¢ w aktualne Swiatowe trendy naukowe
zmierzajgce do poznania izrozumienia ewolucyjnego pochodzenia, dywersyfikacji cech
i funkcjonowania roslin nasiennych. Warto podkresli¢, ze dotychczasowa wiedza na temat
ewolucji roslin ladowych opiera si¢ gléwnie na poréwnawczych badaniach rozwojowych
miedzy reprezentatywnymi gatunkami modelowymi roslin okrytonasiennych (gldwnie
Arabidopsis thaliana 1 Oryza sativa) oraz mchem Physcomitrella patens. Duza odleglosé
ewolucyjna miedzy tymi dwoma grupami roélin sprawia, ze interpretacja pordwnan jest trudna,
a czasami wrecz niemozliwa. Dlatego tez za niezwykle cenne uwazam podjecie badan na
widliczkach i paprociach, ktore stanowig doskonaty filogenetyczny punkt odniesienia.

We wstepie Doktorant scharakteryzowatl krétko pochodzenie, morfologi¢ i cykl zyciowy
widliczek. W przypadku paproci nakreélit ich pochodzenie, a nastepnie skupil sie na
przyblizeniu badanego gatunku Ceratopteris richardii jako ro$liny modelowej. Nastepnie
wyczerpujgco opisal strukture i funkcjonowanie merystemow w sporofitach widliczek i paproci
wskazujac réznice miedzy nimi a roslinami nasiennymi, przedstawil prezentowane przez
roznych badaczy koncepcje jedno- i wielokomdrkowego merystemu, przyblizyt wiedze nt.
rozgatezien (w tym dichotomii). Dalej opisal strukture i funkcjonowanie merystemdow
w gametofitach paproci oraz wplyw anteridiogenu na rozwdj gametofitu C. richardii.
Doktorant przedstawil takze informacje dotyczace powstawania ibudowy systemu
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waskularnego, funkcjonowania plasmodesm oraz roli kalozy w regulacji procesow
rozwojowych. Ostatnia czg$¢ wstepu poswiecit omoéwieniu auksyny jako czynnika
wplywajacego na rozwdj gametofitow i sporofitow. Wstep dobrze wprowadza czytelnika
w problematyke podjetych badan. Zostat on uzupetniony czterema rycinami-schematami, ktore
ulatwiajg zrozumienie omawianych kwestii rozwojowych. Brakuje tu jednak
charakterystyki cyklu Zyciowego paproci Ceratopteris richardii, ktéry w przeciwienstwie
do widliczek zostal zamieszczony dopiero w rozdziale Wyniki (str. 101). Prosze
o informacje z czego wynikala ta decyzja.

Glowny cel badan zostal jasno sformutowany. Jakkolwiek Doktorant niezbyt precyzyjnie
okreslit w nim obiekt badan piszac, ze badania dotycza ..merystemoéw nizszych ro$lin”.
Poprawnie powinno by¢ nizszych roslin waskularnych. W celach szczegélowych zabraklo
wskazania celu badan nad merystemem sporofitu paproci.

Rozdzial dedykowany materialom i metodom badawczym nie budzi wiekszych zastrzezen.
Brakuje w nim jednak danych o liczbie przeanalizowanych obiektéw roslinnych.
Informacje na ten temat mozna znalez¢ w niektérych rozdzialach Wynikéw, jednakze
tego rodzaju dane s3 nierozerwalnym elementem rozdzialu ,Material i metody” kazdej
eksperymentalnej pracy naukowej, rowniez takiej, ktéra bazuje na analizach
mikroskopowych. Prosze¢ zatem o przygotowanie zwigzlego uzupelienia. W rozdziale
tym powinno znalez¢ si¢ takze wyjasnienie co oznacza uzywany w wynikach parametr ,,n”
i jak byl liczony. Prosze¢ réwniez o podanie jakie natezenie $wiatla stosowano podczas
Kultury gametofitéw w warunkach sterylnych.

Wyniki badan przedstawione przez Doktoranta lacza obrazowanie z wykorzystaniem
preparatow przyzyciowych 1 utrwalonych, analizowanych z zastosowaniem mikroskopii
Swietlnej, transmisyjnej elektronowej i konfokalnej. Dzieki bogatemu materiatowi
ilustracyjnemu, na ktory sklada si¢ szereg zestawéw fotografii preparatéw barwionych,
znakowanych, przeswietlanych lub bazujacych na autofluorescencji, rozdziatl dedykowany
wynikom czyta si¢ ianalizuje z przyjemnoscia. Autor prowadzi czytelnika przez subtelne
morfologiczne i anatomiczne szczegdly budowy pedéw, mikrofili i systemu ryzoforowo-
korzeniowego widliczek Selaginella kraussiana i S. moellendorffii, strukture ich merystemow
oraz ultrastruktur¢ komorki inicjalnej, a takze budowe klosoéw zarodniono$nych, powstawanie
1 rozwoj rozmnézek wegetatywnych. W celu opisania systemu regulacji réznicowania sie
inicjalow w pedzie widliczek rejestruje zmiany w rozmieszczeniu kalozy, zas w przypadku
elementéw waskularnych stosuje aplikowang w dwojaki sposéb (oprysk lub kropla lanolinowa)
auksyng i inhibitor jej polarnego transportu (NPA). Do tej cze$ci pracy mam kilka uwag.
W tabeli 4.1. liczba par mikrofili I rzedu stanowi 200%. Czy to jest poprawna warto$¢?
Doktorant opisujgc w wynikach ultrastrukture¢ komorki inicjalnej (str. 70) zwraca uwage
na obecnos¢ licznych osmofilnych struktur bloniastych, o ktérych pisze, ze ,,byé moze
gromadza zwigzki lipidowe”. Jak mozna to sprawdzi¢? Bizonoplasty wskazane na Ryec.
4.11.H (str. 78) s3 niewidoczne z powodu zbyt malego powiekszenia. Czy ich obecnosé
zostala potwierdzona przez Doktoranta?

Druga, obszerna czgs¢ wynikéw poswiecona jest badaniu komérki inicjalnej i regionu
merystematycznego w gametoficie paproci Ceratopteris richardii. Analizujagc sekwencje
podzialow komorkowych Doktorant opisal i zobrazowal rozwdj gametofitu poczynajac od
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pierwszego podzialu komoérki zarodnikowej, przez kolejne 5 stadiow rozwojowych, az po
zmiany w gametoficie bgdace efektem zaplodnienia komorki jajowej i rozwoju sporofitu.
Dzigki znakowaniu DNA w fazie S cyklu komérkowego metodg EdU oraz jader z uzyciem
barwnika fluorescencyjnego DAPI udokumentowal aktywno$¢ podziatowa komorek
i inicjowanie w gametoficie centrum merystematycznego, i dalej powstawanie merystemu
brzeznego. Analizujagc obecno$¢ kalozy 1 przemieszczanie sie barwnika transportu
symplastowego (CFDA) wykazal, ze $ciste centrum merystematyczne gametofitu pozostaje
w izolacji symplastowej od pozostatych komorek. Zaburzenie tej izolacji poprzez zastosowanie
inhibitora syntezy kalozy (DDG) zaburza lub hamuje (w zaleznosci od stezenia DDG)
tworzenie strefy merystemu i rozw6j gametofitu. Doktorant wykazat réwniez, ze zaburzenie
rownowagi hormonalnej (poprzez zastosowanie egzogennej auksyny lub inhibitora polarnego
transportu auksyny) hamuje kietkowanie zarodnikow i modyfikuje rozwoj gametofitow.

Ostatni rozdzial wynikow dotyczy badan, ktérych obiektem jest sporofit paproci. Tu,
podobnie jak w przypadku gametofitu, Doktorant wykazal, ze obecno$¢ kalozy jest zwigzana
z aktywnoscia komorek inicjalnych pedu i korzenia, ich najmlodszych pochodnych, jak
rowniez zawigzkow lisci. Przesledzit i udokumentowat wplyw egzogennej auksyny, inhibitora
polarnego transportu auksyny (NPA) oraz inhibitora syntezy kalozy (DDG) na rozwoj
sporofitu. Prosze o informacje nt. barwienia preparatéw na Rye. 4.36.E-G.

Dyskusja stanowi syntetyczny komentarz do kolejnych partii uzyskanych wynikéw badat.
Doktorant podzielit dyskusje na dwa gtéwne rozdziaty, z ktorych pierwszy (5.1.) podsumowuje
* wyniki zwigzane z funkcjonowaniem merystemow w pokoleniu diploidalnym, za$ drugi (5.2.)
w haploidalnym. Niekonsekwencja jest wiec umieszczenie rozwazan nad specyfikacja
merysteméw w sporofitach paproci (5.2.2.1) i widliczek (5.2.2.2.3) w czesci drugiej
dedykowanej pokoleniu haploidalnemu. Wydaje si¢, ze podrozdzial 5.2.2. pt.
»Mechanizmy specyfikacji komérek inicjalnych”, wraz 2z zawartymi w nim
podrozdzialami, méglby stanowié osobny rozdzial 5.3. Poza tym uchybieniem dyskusja jest
poprowadzona w sposéb przemyslany i konsekwentny. Jest wyczerpujaca i dobrze osadzona
w dostepnej literaturze, z czestymi odwotaniami do wynikéw badan opublikowanych dla roslin
nasiennych.

Doktorant w dziewigciu punktach podsumowat kolejne uzyskane wyniki. Brakuje jednak
ogolnego wniosku koncowego. Bardzo prosze o jego przedstawienie.

Autor nie ustrzeg! si¢ od drobnych bledéw:
1. Zarodnik jako struktura jednokomérkowa okryty jest sciang komdrkowsg lub sporoderma.
Uzywanie okreslenia tupina zarodnika (str. 35, 119, 125) jest niepoprawne.
2. Nastronie 58 znajduje si¢ odwotanie do Tab. 3.2., ktorej nie ma.
3. Na str. 63, wiersz 7, powinno by¢ ,rozgalezien pedowych”, jest ,rozgalezien pedéw
pedowych”.
4. Tytut rozdziatu 4.2.3. (Wyniki) sugeruje, ze badano rol¢ kalozy podczas gdy badano
zmiany rozmieszczenia kalozy.
Str. 99: w opisie Ryc. 4.23.E powinno by¢ 10 uM (jest 10 pm).
Str. 111: ,,barwnik symplastowy” - skrét myslowy.
Kietkujg zarodniki, a nie gametofity (np. str. 125 trzeci akapit, str. 143 trzeci wiersz).
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8. Pomytki w roku cytowanych w tekscie prac: (str. 164) Harrison C.J., Morris J.L., 2018.
(powinno by¢ 2017); (str. 176) Stahl Y., Simon R., 2004. (powinno by¢ 2005); (str. 37
138) Wardlaw 1925 (powinno by¢ 1926).

9. Brak w spisie literatury: Tomlinson i Moore, 1966 (autorzy cytowani na str. 27); Wardlaw
i Cutter, 1948 (str. 43)

10. Pozycje obecne w spisie literatury, ale niecytowane w pracy: 1) Barclay B.D., 1931;
2) Currier H.B., Strugger S., 1956; 3) Imaichi R., Hiratsuka R., 2007; 4) Jacobs W.P.,
1988; 5) Jermy A.C., 1986; 6) Otero S., Helariutta Y., Benitez-Alfonso Y., 2016;
7) Sorefan K., ... , Leyser O., 2003; 8) Wardlaw i Cutter, 1956; 9) Zambryski P., 2004;
10) Zambryski P., Crawford K., 2000.

Za najwazniejsze osiagniecia Doktoranta w przedstawionej dysertacji uwazam:

1. Udokumentowanie obecnosci pojedynczej komorki inicjalnej w merystemie pedu
badaniom Doktorant uporzadkowat dotychczasowa wiedze obalajac spotykana
w literaturze koncepcje o obecnosci dwoch komorek inicjalnych.

2. Opracowanie podstaw mechanizmu specyfikacji komorek inicjalnych w sporofitach

i gametofitach nizszych roslin waskularnych bazujgcego na kalozie jako czynniku

regulujgcym komunikacje¢ migdzykomérkowa oraz na auksynie odpowiadajacej za

rownowage hormonalng.

Wyjasnienie mechanizmu powstawania rozmnozek wegetatywnych u Selaginella

moellendorffii. Jest to zagadnienie, ktére Doktorant opisat jako pierwszy.

4. Opisanie morfologii struktur wegetatywnych i reproduktywnych Selaginella
moellendorffii.

(8]

Na koniec chcialabym prosi¢ Doktoranta o rozwinigcie podczas publicznej obrony
nastepujacych zagadnien:

1. Jaka jest budowa i rola bizonoplastéw, u jakich roslin wystepuja? Jaka jest réznica
w budowie pomiedzy bizonoplastem a typowym chloroplastem?

2. Jaka jest rola merystemu w rozwoju zarodka zygotycznego paproci?

Czy istnieja specyficzne cechy anatomiczno-morfologiczne odrézniajace sporofit

paproci zielnych od drzewiastych?

w2

4. Ocena koncowa rozprawy doktorskiej

Przedstawiona dysertacja mgra Mateusza Bartza zawiera nowe elementy poznawcze, ktore
sa dobrg podstawg teoretyczna do prowadzenia dalszych badan nad nizszymi roslinami
waskularnymi. Praca, dzigki zastosowaniu roznorodnych technik mikroskopowania, barwienia
1 znakowania materiatu roslinnego w potaczeniu z eksperymentalnym podejsciem, prezentuje
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i $wiadczy o umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia badan. Doktorant wykazal si¢ ogdlng wiedza teoretyczng pozwalajaca na
wlasciwe omowienie rozwiagzywanego problemu, rzetelng interpretacie wynikéw i ich trafne
przedyskutowanie. Na szczegolne podkre$lenie zastuguje doskonata umiejetno$é Doktoranta
przygotowywania profesjonalnych preparatéw mikroskopowych.
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Kandydat spetnil warunki Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.
W zwigzku z tym wnosz¢ o dopuszczenie mgra Mateusza Bartza do dalszych etapéw

postgpowania o nadanie stopnia doktora nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne.
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prof. dr hab. Anna Mikuta
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