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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana magistra Kornela Mateusza Michalaka
pt. ,Charakterystyka mechanizmdw réznicowania elementéw przewodzacych

floemu u roslin”

Dtugodystansowy transport za posrednictwem tkanek przewodzacych drewna i tyka
jest kluczowy dla funkcjonowania wszystkich roslin lgdowych. Mimo réznic w strukturze
pasm ksylemu i floemu pomiedzy poszczegdlnymi grupami systematycznymi roslin,
mechanizmy rdéznicowania koniecznie do wytworzenia obu typéw prawidtowo
funkcjonujgcych komodrek przewodzacych sg podobne. W przypadku elementéw
trachealnych konieczne jest usuniecie protoplastu na drodze programowanej $Smierci
komodrkowej aby umozliwic¢ efektywne przewodnictwo soku ksylemowego w $wietle tych
elementow. Natomiast komérki przewodzace tyka, wysoce specjalizowane do szybkiego
transportu soku floemowego, nadal pozostajg zywe mimo ograniczonej zawartosci
i cze$ciowej degradacji organelli. Zatem ich réznicowanie, prowadzgce do osiggniecia
stadium tzw. ,, potowicznej smierci komorki”, stanowi przyktad jednego z intrygujacych,
choé wcigz stabo poznanych proceséw rozwojowych. Stagd tematyka podjeta w ocenianej
rozprawie doktorskiej, ktéra skupia sie na charakterystyce mechanizmoéw réznicowania

elementow przewodzacych floemu, jest niezwykle ciekawe i wazna dla biologii roslin.

Ocena formalna
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem
Pani prof. UAM dr hab. Agnieszki Bagniewskiej-Zadwornej (promotor) oraz Pani dr Natalii

Wojciechowskiej (promotor pomocniczy) w Zaktadzie Botaniki Ogdlnej Instytutu Biologii
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Eksperymentalnej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Badania prezentowane w recenzowanej dysertacji byty finansowane z réznych zrodet:
zarowno z Narodowego Centrum Nauki (projekt OPUS kierowany przez Panig promotor,
prof. UAM dr hab. Agnieszke Bagniewsk3-Zadworng) jak rowniez, co istotne, z grantéow
uzyskanych przez Pana mgr Kornela Michalaka w ramach programu ,,Uniwersytet Jutra”
oraz projektu , Inicjatywa Doskonatos$ci — Uczelnia Badawcza”.

Oceniana rozprawa stanowi zbiér trzech oryginalnych, wieloautorskich
i anglojezycznych prac pofaczonych tematycznie, ktére stanowig oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Cykl ten obejmuje dwa artykuty eksperymentalne i jeden
przeglagdowy. Jedna z prac eksperymentalnych zostata juz opublikowana w 2024 r.
w Annals of Botany, uznanym czasopismie z tzw. listy filadelfijskiej, natomiast pozostate
dwa artykuty, w momencie ztozenia dysertacji, znajdowaty sie albo na etapie
manuskryptu gotowego do wystania (artykut przeglagdowy), albo pracy bedacej w trakcie
recenzji (artykut eksperymentalny). Warto podkresli¢, ze we wszystkich trzech pracach
wchodzgcych w sktad rozprawy Doktorant jest nie tylko pierwszym autorem, ale takze
jednym z autoréw korespondencyjnych, a zatem jego udziat w przedstawionych
w rozprawie pracach jest wiodgcy. Oprdcz wspomnianego cyklu prac rozprawa doktorska
zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétéw i prac wchodzacych
w sktad rozprawy doktorskiej oraz kilkunastostronicowy dziat w jezyku polskim
obejmujacy wprowadzenie do prezentowanych w dysertacji zagadnien, omowienie
uzyskanych wynikéw a takze wnioski wraz z podsumowaniem. Do rozprawy dotgczono
oswiadczenia dotyczace udziatu Doktoranta oraz wszystkich pozostatych autoréw
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy.

Od strony formalnej rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie, jest
przemyslana i ma przejrzysty uktad. Schematy, ryciny i tabele sg dobrze opisane,
a zastosowane jezyki: polski i angielski sg poprawne. Co istotne, cele pracy zostaty Scisle
okreslone i jasno powigzane z wynikami badan. W trakcie lektury, szczegdlnie prac
przygotowanych w formie manuskryptu, znalaztam kilka niedociggnie¢ od strony
edytorskiej, ktore wymienie w dalszej czesci recenzji. Mam tez kilka drobnych uwag
i pytan natury merytorycznej, ktére, co chciatabym wyraznie podkresli¢, nie umniejszajg

wartosci samej rozprawy, a majg jedynie na celu wyjasnienie i uzupetnienie pewnych



kwestii, a takze dyskusje z Doktorantem nad tym ciekawym i wcigz stabo zgtebionym

obszarem badan.

Ocena merytoryczna

Prace wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej stanowig cykl, ktéry znaczgco
poszerza wiedze na temat rozwoju floemu oraz koncentruje sie na weryfikacji gtéwnej
hipotezy zaktadajacej, iz procesy degradacyjne protoplastu zachodzgce podczas
réznicowania elementéw przewodzgcych floemu sg nie tylko zaprogramowane
genetycznie, ale takze wysoce selektywne i $cisle kontrolowane. W celu pogtebienia
wiedzy na temat réznicowania elementéw przewodzgcych floemu Doktorant skupit sie
w swoich badaniach na wytypowaniu gtdwnych etapéw floemogenezy, identyfikacji
markeréw cytologicznych i molekularnych autofagii, szczegétowej analizie procesow
degradacyjnych oraz poszukiwaniu wzorcéw ewolucyjnych zwigzanych z autofagia
i kluczowym dla funkcjonowania floemu sktadem s$ciany komérkowej.

Badania byly prowadzone na korzeniach réznych gatunkdéw: przede wszystkim na
korzeniach pionierskich topoli kalifornijskiej (Populus trichocarpa Torr.) rosngcej
w systemie ryzotronowym, ale réwniez na korzeniach innych przedstawicieli wybranych
grup systematycznych roslin naczyniowych: paproci Ceratopteris richardii Brongn.,
ro$liny nagozalgzkowej Picea sitchensis (Bong.) Carriére oraz ro$lin okrytozalgzkowych:
kukurydzy Zea mays L. i rzodkiewnika pospolitego Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
Uprawa roslin, zbiér materiatu, izolacja RNA, jak réwniez przygotowanie odpowiednich
preparatéw mikroskopowych do dalszych analiz z tak zrdéinicowanego materiatu
roslinnego, za co m.in. byt odpowiedzialny Doktorant, z pewnoscig stanowity wyzwanie.
Pan mgr Kornel Michalak przeprowadzat réwniez analizy anatomiczne i ultrastrukturalne
oraz brat udziat i/lub wykonywat reakcje immunolokalizacyjne. Jednakze, moim zdaniem,
najbardziej istotne pod katem oceny umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej przez Doktoranta jest Jego uczestnictwo w opracowaniu koncepcji i planu
badan prac eksperymentalnych czy opracowanie koncepcji pracy przeglagdowej, a takze
interpretacja uzyskanych wynikdw, sporzadzenie rycin i przygotowanie manuskryptu. Co
wazne, Doktorant wykazat sie umiejetnoscig pozyskiwania srodkéw finansowych na
prowadzenie badan. Wymienione powyzej aktywnosci dobitnie Swiadczg, ze Pan mgr
Kornel Michalak opanowat umiejetnos¢ formowania probleméw badawczych,

planowania uktadow eksperymentalnych i wyciggania wnioskow z przeprowadzonych



analiz, dowodzac swojej dojrzatosci jako naukowca, ktéry bedzie mogt samodzielnie
zdobywac finansowanie i prowadzi¢ wtasne projekty badawcze.

Wiedza teoretyczna dotyczgca zagadnien poruszanych w ocenianej dysertacji zostata
przedstawiona nie tylko w krotkim wprowadzeniu zamieszczonym na poczatku
rozprawy, ale przede wszystkim zdecydowanie pogtebiona w bardzo dobrej pracy
przegladowe] przygotowanej w formie manuskryptu w jezyku angielskim. Praca
przeglagdowa szczegdétowo opisuje specyficzne procesy degradacyjne réznych organelli
komérkowych w trakcie selektywnej autofagii. Doktorant dokonat gruntownej syntezy
aktualnej wiedzy dotyczacej odmiennych mechanizméw degradujacych poszczegdlne
organella (plastydy, mitochondria, siateczke $rédplazmatyczng, aparat Golgiego czy
jadra) podczas autofagii. Praca ta pokazuje, ze Doktorant moze pochwali¢ sie szeroka
wiedzg teoretyczng z zakresu biologii komérki. Jestem pod wrazeniem skrupulatnosci
Pana mgr Kornela Michalaka, szczegétowosci zebranych przez Niego informaciji,
a zarazem umiejetnosci przekazania ich w sposdb przemyslany, logiczny i zrozumiaty,
takze dla niespecjalistdow. Wartos$¢ pracy zdecydowanie podnosi pieé¢ kolorowych
schematow podsumowujgcych rézne szlaki degradacyjne omawianych organelli.
Ponadto, na uznanie zastuguje fakt, iz Doktorant w swoich rozwazaniach odnosi sie do
licznych (spis referencji zawiera ponad 200 pozycji) prac prowadzonych nie tylko na
komodrkach rodlinnych ale takze i zwierzecych. Podsumowujac, lektura tej pracy
przegladowej byta dla mnie przyjemnoscig. Miatabym tylko sugestie podzielenia tekstu
na poszczegdlne podrozdziaty dotyczgce proceséw przebiegajacych z udziatem
konkretnych organelli — moze to poprawic czytelnosc i odbidr catego artykutu.

W pracach eksperymentalnych ocenianej dysertacji przedstawiono wiele
interesujgcych wynikéw, w ktérych uzyskaniu Doktorant odgrywat wiodaca role. Za
szczegblnie cenne uwazam:

- szczegotowy charakterystyke zmian ultrastruktury komoérek floemu w kolejnych
stadiach autofagii

- przedstawienie etapow selektywnej degradacji przebiegajgcej na drodze
mikroautofagii i makroautofagii, formowania plastolisoméw i ciat wielobtonowych,
samoistnej degradacji organelli i rozpadu matych wakuoli litycznych

- pordwnawczg analize rozmieszczenia biatka ATG8 oraz wybranych biatek sciany
komdrkowej u przedstawicieli réznych grup systematycznych roslin naczyniowych.

W pierwszej pracy eksperymentalnej, przygotowanej w formie manuskryptu,

poszczegdlne etapy autofagii zostaty bardzo dobrze, logicznie i przejrzyscie opisane oraz



wyjasnione wykorzystujgc wtasciwie dobrane oraz czytelne zdjecia z transmisyjnego
mikroskopu elektronowego. Uzyskane wyniki zostaty wnikliwie przeanalizowane oraz
dogtebnie przedyskutowane w odniesieniu do literatury przedmiotu $wiadczac
o dojrzatosci naukowej Doktoranta. Podczas lektury zwrécitam uwage na kilka
elementoéw, ktére, moim zdaniem, warto uzupetnic¢. Chciatabym podkresli¢, ze ponizsze
komentarze nie umniejszajg wartosci przygotowanej pracy. Mam nadzieje, ze okazg sie
pomocne w ewentualnej korekcie pracy przed jej publikacja.

Opis budowy pierwotnej korzenia pionierskiego Populus trichocarpa zamieszczony
w czesci wynikowej jest poprawny, jednakze na dotgczonych do ryciny nr 2 zdjeciach
z przekrojow poprzecznych przez korzen brakuje oznaczen pozwalajgcych precyzyjnie
zidentyfikowac poszczegdlne typy komorek. Powinno to zostaé uzupetnione albo poprzez
dodanie odpowiednich strzatek czy symboli, albo poprzez zaznaczenie na osobnym
panelu danych typéw komodrek réznymi kolorami. Taka zmiana zdecydowanie utatwi
zrozumienie opisywanych zmian w rozwoju korzenia.

Co prawda zdjecia rurek sitowych z rdinych etapéw floemogenezy zostaty
przedstawione na Rycinie nr 2, jednakze poszczegdlne detale odnoszgce sie do
ultrastruktury omawianych pdzniej organelli nie sg dobrze widoczne na tych zdjeciach.
Moze warto dofgczy¢ do materiatbw dodatkowych tablice z powiekszeniami
prezentujgcymi strukture wybranych organelli, np. plastydéw, mitochondriéw czy
siateczki srédplazmatycznej obecnych zaréwno w fazie inicjalnej rozwoju rurek sitowych
jak i w dojrzatych elementach przewodzgcych floemu?

W moim odczuciu opis préb pobieranych i utrwalanych do analiz jest
niewystarczajacy i powinien zostaé uszczegétowiony. Jakie byty orientacyjne wymiary
pobieranych fragmentéw korzeni? W poprzednich pracach zespotu, w ktérych
analizowano budowe pierwotng i wtdrng korzenia (np. Wojciechowska i in., 2019. Planta
250: 1789-1801), podawane byty odlegtosci w centymetrach od wierzchotka korzenia, co
odpowiadato poszczegdélnym stadiom rozwojowym. Ktdore fragmenty korzeni byty
pobierane w badaniach opisanych w rozprawie? Czy brana byfa pod uwage odlegtos$é od
wierzchotka korzenia? W jaki sposdb rozrézniano poszczegdlne stadia rozwojowe floemu
podczas zbioru materiatu? Jest to istotne nie tylko dla prowadzonych badan
ultrastrukturalnych, ale takze analiz poziomu ekspresji wytypowanych gendw
w wytypowanych trzech stadiach rozwojowych. Prosze o doprecyzowanie tej kwestii.

Analiza statystyczna przeprowadzona dla wynikéw z gRT-PCR zostata wykonana

testem Tukey’a. Czy wszystkie warunki konieczne do przeprowadzenia tego testu



statystycznego zostaty spetnione? Mam na mysli przede wszystkim rozktad normalny
i jednorodnos¢ wariancji?

Pozostate drobne uwagi: 1) Do materiatéw dodatkowych nie dotgczono Tabeli S1; 2)
Ktéry z autoréw przeprowadzit reakcje TUNEL? Nie znalaztam tej informaciji
w o$wiadczeniach autoréw; 3) Warto réwniez ujednolici¢ kolejnos¢ wykresow
w materiatach dodatkowych w stosunku do kolejnosci gendw zaprezentowanych na
rycinach gtéwnych; 4) Dlaczego gen MYB46 odpowiedzialny za regulacje syntezy Sciany
wtérnej zostat zamieszczony w sekcji odnoszgcej sie do rozwoju floemu?; 5) Na ilu
prébach biologicznych przeprowadzono immunolokalizacje biatka ATG8?

Druga praca eksperymentalna wchodzgca w sktad rozprawy zostata juz bardzo dobrze
opublikowana w czasopismie Annals of Botany (Michalak i in., 2024; Ann Bot 133: 559-
571). W artykule tym autorzy potwierdzajg uniwersalizm procesu autofagii w rozwoju
elementdéw trachealnych drewna i tyka wykorzystujac analizy bioinformatyczne oraz
metody immunocytochemiczne. Dowiedziono nie tylko kluczowej roli biatka ATGS, ale
wskazano réwniez na potencjalng role arabinogalaktandw oraz [-1,4-galaktanu
w rozwoju i funkcjonowaniu floemu. Co ciekawe, chociaz wyniki analizy poréwnawczej
dotyczacej lokalizacji poszczegdlnych komponentéw sciany komdrkowej w korzeniach
przedstawicieli réznych grup systematycznych nie potwierdzity istnienia ewolucyjnych
podstaw formowania i zmiennosci sktadu $ciany komdrkowej, to te chwilami sprzeczne
dane sg intrygujgce, sktaniajg do dyskus;ji i do dalszych badan. Mojg szczegdlng uwage
zwrdcita lokalizacja biatka ATG8 w komdrkach miekiszowych pomiedzy floemem
i perycyklem korzeni Populus trichocarpa. Czy Doktorant moze podzieli¢ sie swoimi
przypuszczeniami dotyczgcymi potencjalnej roli biatek ATG8 we wspomnianych
komodrkach? Zaintrygowata mnie rowniez specyficzna lokalizacja B-1-4-galaktandow
w miekiszu drzewnym korzeni Arabidopsis thaliana i Zea mays? Jaka role mogg petnic B-

1-4-galaktany w tym przypadku?

Podsumowanie

Uwazam, ze badania prowadzone przez Pana mgr Kornela Mateusza Michalaka,
przedstawione w cyklu trzech prac tworzacych rozprawe doktorskg, dostarczyty
niewatpliwie nowych dla nauki oraz niezmiernie waznych i interesujgcych danych, ktére
przyblizajg nas do zrozumienia etapéw i mechanizméw floemogenezy w korzeniach
roslin naczyniowych. Praca prezentuje oryginalne rozwigzanie problemu naukowego

i Swiadczy o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan. Doktorant wykazat sie



0golng wiedzg teoretyczng pozwalajgcg na wiasciwe omodwienie rozwigzywanego
problemu, rzetelng interpretacjg wynikdéw i trafnym ich przedyskutowaniem. Co istotne,
przedstawione badania prowokujg do dyskusji i otwierajg nowe $ciezki do kolejnych
badan

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Kornela
Mateusza Michalaka spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 poz. 742 ze zm.) i wnioskuje do Rady
Naukowe] Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
o dopuszczenie Pana mgr Kornela Michalaka do dalszych etapdéw postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora.
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