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Samodzielny Zaktad Botaniki Le$nej

Instytut Nauk Le$nych

Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego

w Warszawie RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Deeksha Singh

pt. ,,The Role of PHLOEM EARLY DOF transcription factors
(PEARs) in Plasmodiophora brassicae-driven phloem
reprogramming in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.”

1. Podstawa formalna opracowania recenzji

Podstawe¢ formalng sporzadzenia niniejszej recenzji stanowi Uchwata

nr 4/K/2026 Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin Polskie;j

Z’k“a :"5""““‘ Akademii Nauk z dnia 6 marca 2026 r. w sprawie wyznaczenia
ospodarstwa

Wiejskiego w Warszawie recenzentéw rozprawy doktorskiej Pani mgr Deeksha Singh. Zostalam

powotana do petnienia funkcji recenzenta na podstawie § 4 ust. 13 lit.
Instytut Nauk Lesnych

Samodzielny Zaktad Botaniki ) Regulaminu postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora,
Lesnej

doktora habilitowanego i tytutlu profesora w IGR PAN, przyjetego
o Rowaursinowsia 159 uchwatg Rady Naukowej IGR PAN nr 4/1V/202023 z dnia 22 listopada
+48 22 593 80 21
szbl@sggw.edu.pl

WWW.Sggw.pl wymagan okreslonych w ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i

2023 r. Ocena rozprawy zostata sporzadzona z uwzglednieniem

nauce, w szczeg6lnosci kryteriow odnoszacych si¢ do oryginalnego
rozwigzania problemu naukowego, wykazania og6lnej wiedzy
teoretycznej Pani mgr Singh oraz jej umiej¢tnosci samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej.


http://www.sggw.pl/
http://www.sggw.pl/
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2. Ogolna charakterystyka rozprawy

Oceniana rozprawa zostala przygotowana w formie cyklu powigzanych tematycznie
publikacji naukowych, opatrzonego wprowadzeniem, czgscig metodyczna, interpretacia i

podsumowaniem. Na cykl sktadaja si¢ dwa oryginalne artykuty naukowe:

Singh D., Blicharz S., Stefanowicz K., Ragni L., Michalak K., Bagniewska-Zadworna A.,
Malinowski R., Combining Clearing and Fluorescence Microscopy for Visualising Changes in

Gene Expression and Physiological Responses to Plasmodiophora brassicae, Journal of Visualized

Experiments, 2022, 186, IF = 1.2, 70 pkt.

Singh D., Blicharz S., Roszak P., Helariutta Y., Malinowski R., PHLOEM EARLY DOF genes are
induced within clubroot galls as a consequence of cambial stimulation and vascular
reprogramming during Plasmodiophora brassicae infection in Arabidopsis thaliana, Journal of

Experimental Botany, 2025, 76(16): 45214537, IF = 5.7, 140 pkt.

Rozprawa zawiera wykaz skrotow, streszczenia w jezyku angielskim i1 polskim, wprowadzenie,
hipotezy badawcze i cele pracy, opis materiatéw i metod, wyniki polaczone z dyskusja, wnioski,
perspektywy badawcze, wykaz literatury, o§wiadczenia wspotautoréw oraz kopie publikacji. Uktad
calosci jest logiczny. Czg$¢ opisowa dobrze integruje oba artykuty i pozwala odczyta¢ ich wspolng
0§ problemowa.

Tematyka pracy dotyczy mechanizmow przeprogramowania tkanek naczyniowych podczas
infekcji Plasmodiophora brassicae u Arabidopsis thaliana, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
czynnikow transkrypcyjnych z grupy PHLOEM EARLY DOF. Jest to zagadnienie istotne
poznawczo, poniewaz dotyka podstawowych mechanizmoéw interakcji ro§lina—patogen, a zarazem

odnosi si¢ do choroby o znacznych konsekwencjach gospodarczych.
3. Ocena doboru problemu badawczego i celu pracy

Pani mgr Singh podjeta problem, ktory lezy na przecigciu dwoch nierdwno opisanych
zjawisk: patogenezy kity kapusty i regulacji tozsamosci komorkowej w linii floemowej. Kazde z
nich ma wlasna literature, ale ich wspdlny punkt, czyli to, w jaki sposéb patogen przejmuje

kontrol¢ nad programem rozwojowym tkanki przewodzacej, pozostawal niezbadany na poziomie



Warszawa, 20.04.2026 r. g

SZKOLA GEOWNA g" i

GOSPODARSTWA X

WIEJSKIEGO wyre
°Yy

molekularnym. Punktem wyjScia stato si¢ zjawisko silnego przeprogramowania uktadu
naczyniowego gospodarza podczas rozwoju kity kapusty, obejmujace supresj¢ dojrzewania
ksylemu oraz nasilony rozw6j floemu. Sformutowana hipoteza zaktada, ze za ten proces
odpowiadaja regulatory dziatajace wczesniej w hierarchii linii floemowej, a wigc wyzej niz geny
roznicowania koncowego. Cel pracy zostat okreslony klarownie i dwucztonowo: z jednej strony
opracowanie warsztatu do obrazowania zmian zachodzacych w gestych, stabo przejrzystych
naro$lach, z drugiej funkcjonalna analiza roli gendow PEAR w proliferacji floemu indukowane;j
przez patogen. Taki uktad jest trafny, poniewaz cz¢$¢ metodyczna nie byta traktowana jak dodatek

techniczny, lecz jako zasadniczy warunek przeprowadzenia wtasciwych analiz biologicznych.
4. Ocena materialu, metod i warsztatu badawczego

Jednym z wyraznych atutow tej rozprawy jest sposob prowadzenia badan. Pani mgr Singh
swobodnie porusza si¢ migdzy réznymi podejSciami eksperymentalnymi, taczac obserwacje
mikroskopowe z analizg linii reporterowych i pracg na mutantach o réznym stopniu ztozonosci.
Uzupetnita to ilo§ciowa analizg obrazoéw oraz dos§wiadczeniami z inhibitorami wptywajacymi na
roéwnowage auksyn. Kazde z tych narzedzi odpowiada na inne pytanie, a razem uktadajg si¢ w
jeden argument. Na szczegdlng uwage zastluguje optymalizacja procedury fluorescencyjnego
obrazowania w ztozonych, nieprzezroczystych naroslach. Kazdy, kto pracuje na gestych tkankach
ro$linnych, szczeg6lnie drewnie, wie, ze ich nieprzezroczystos$¢ i autofluorescencja potrafig
skutecznie uniemozliwi¢ sensowng interpretacje obrazu. Potaczenie metody ClearSee z
odpowiednim utrwalaniem, cigciem i kompatybilnymi barwieniami uwazam za cenne i tworcze
dostosowanie do biologicznie trudnego uktadu. Rozwigzanie ma znaczenie takze poza ta rozprawa.
Badania prowadzone byly na mutantach poczwoérnych i pigciokrotnych, co wymagato zaréwno
dobrej znajomosci biologii rozwoju roslin, jak i duzej dyscypliny eksperymentalnej. Wyniki byty
analizowane nie tylko jako$ciowo, ale i iloSciowo, z pomiarami anatomicznymi i porownaniami
statystycznymi. Z o$wiadczen wspolautoréw wynika, ze mgr Deeksha Singh odegrata wiodaca
role w obu publikacjach: projektowata doswiadczenia, wykonywata eksperymenty,
przygotowywata material do analiz mikroskopowych, prowadzila obrazowanie, analiz¢ danych 1
pisata pierwotne wersje manuskryptow. Zakres ten $wiadczy o rzeczywistej samodzielnos$ci

badawczej.
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5. Ocena wynikow i ich znaczenia naukowego

Najwazniejszy wynik tej pracy polega na tym, ze geny PEAR, mimo wyraznej indukcji w
naro$lach, nie sg konieczne dla proliferacji floemu wywotanej przez patogen. Wynik ten rozdziela
zmiang ekspresji od rzeczywistej roli genow. Wzrost aktywnos$ci gendéw PEAR jest nastgpstwem
glebszego przeprogramowania tkanek i zmian w aktywnosci kambium, nie za$ bezposrednim
mechanizmem wymuszania nadprodukcji floemu.

Indukcja genéw PEAR, w tym DOF6 i PEARI, zostala wykazana przy uzyciu linii reporterowych
w tkankach naro$li na etapie proliferacyjnym. W roslinach zakazonych ekspresja pDOF6, w
warunkach kontrolnych ograniczona do skupisk komorek floemowych CP+CPP, ulegata
rozszerzeniu i pojawiata si¢ takze w komorkach parenchymatycznych ksylemu. W przypadku
PEARI sygnal obejmowat zaré6wno inicjaty floemowe wywodzace si¢ z kambium, jak i skupiska
CP+CPP. Obserwacje te wskazuja na zmiang przestrzennego wzorca aktywnosci promotorow

zwigzanych z linig floemowa.

W celu weryfikacji funkcjonalnej tej indukcji zastosowano seri¢ mutantow od pojedynczych do
wielokrotnych. Mutanty wyzszego rzedu wykazywaty w warunkach kontrolnych obnizong liczbe
komorek w skupiskach CP+CPP. Pomimo tego zakazenie patogenem indukowato w nich ektopowa
proliferacj¢ floemu o sile porownywalnej, a w ujgciu wzglednym wyzszej niz w roslinach dzikich.
Wskazuje to, ze patogen uruchamia proliferacj¢ floemu mechanizmami niezaleznymi od genow
PEAR, a ich indukcja odzwierciedla raczej zmiany w przebiegu réznicowania potomnych

komorek kambium.

Istotnym elementem pracy jest uchwycenie zmian hormonalnych towarzyszacych rozwojowi
narosli. Z uzyciem linii reporterowych wykazano spadek sygnalizacji cytokininowej w rejonie
kambium oraz nasilenie sygnalizacji auksynowej w jego zewngtrznych warstwach i w obrebie
proliferujacych skupisk CP+CPP. Zaburzenie rownowagi auksyna—cytokinina zostato tu pokazane
z rozdzielczos$cia tkankowa.

Aby sprawdzi¢, czy auksyna bezposrednio reguluje indukcj¢ genow PEAR, zastosowano
inhibitory biosyntezy, transportu i sygnalizacji auksyn. Zaburzaty one anatomi¢ uktadu
naczyniowego i wzorce roznicowania, jednak nie prowadzily do obnizenia aktywnos$ci promotora

DOF6 w zakazonych tkankach. Wyniki te wzmacniaja wniosek, ze aktywacja genow PEAR nie
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wynika z pojedynczego sygnalu hormonalnego, lecz z szerszego przeprogramowania aktywnosci
kambium i zmian w homeostazie hormonalnej wywotywanych przez patogen.
Pierwszy artykul, poswigcony optymalizacji procedury obrazowania, ma znaczenie takze dla

innych badaczy pracujacych na podobnych uktadach, a nie wytacznie dla tej konkretnej pracy.
6. Uwagi krytyczne i dyskusyjne

Rozprawa jest przygotowana starannie i nie budzi zasadniczych zastrzezen
merytorycznych. Czgs$¢ opisowa jest napisana jasno, zestawienie wynikow z obu publikacji

przemyslane, a materiat ilustracyjny precyzyjny i funkcjonalny.

Uwagi, ktore zglaszam, maja wigc jedynie charakter dyskusyjny.

Pierwsza dotyczy napigcia mi¢dzy rolg cytokinin a obserwowang indukcja genow PEAR. W
warunkach fizjologicznych cytokininy sg uznanymi regulatorami ekspresji PEAR podczas
prymowania kambium do produkcji komorek linii floemowej. Tymczasem w naroslach
sygnalizacja cytokininowa jest wyraznie ostabiona, co zostato dobrze udokumentowane zar6wno
reporterami TCS::GFP, jak i pARRS::GFP, a mimo to geny PEAR ulegajg silnej indukcji. Praca
zauwaza to napigcie 1 wycigga z niego trafny wniosek, ze indukcja PEAR nie jest zalezna od
cytokininy w konteks$cie zakazenia. Nie wskazuje jednak regulatora dziatajacego powyze;j. Jest to
naturalne ograniczenie zakresu pracy, ale jednocze$nie jeden z najciekawszych otwartych

problemow, ktory z niej wynika.

Druga uwaga dotyczy interpretacji eksperymentdéw z inhibitorami chemicznymi. Traktowania
substancjami zaktdcajacymi biosyntezg, transport i sygnalizacj¢ auksyn dawaty wyrazne fenotypy
anatomiczne i zmieniaty wzorzec ekspresji pDOF6::erVenus, nie blokowaty jednak podwyzszonej
aktywnosci tego promotora w zakazonych tkankach. Wniosek o braku bezposredniej regulacji
auksynowej jest zasadny, jednak wszystkie zastosowane inhibitory dziataty przeciez na cata
rosling, obejmujac zaréwno tkanki zakazone, jak 1 zdrowe, co utrudnia jednoznaczne oddzielenie
ich wptywu na regulacj¢ PEAR od posrednich efektow anatomicznych wynikajacych z zaburzenia

calego programu naczyniowego. Nie jest to zarzut metodyczny, lecz ograniczenie rozdzielczosci
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interpretacji, ktore moze stanowi¢ punkt wyjscia dla bardziej tkankoswoistych podejs¢ w dalszych

badaniach.

Trzecia uwaga odnosi si¢ do najdalej idacej hipotezy biologicznej sformutowanej w pracy.
Sugeruje ona, ze Plasmodiophora moze dziala¢ na poziomie bifacjalnego kambium, przed
specyfikacja wspolnych progenitorow ksylemu i floemu, destabilizujgc homeostaze kambialng,
ktoérej zewnetrznym przejawem jest ektopowa proliferacja floemu i supresja ksylogenezy. Hipoteza
ta zastuguje na wyrazniejsze osadzenie juz w dyskusji, nie tylko w perspektywach. Jesli patogen
rzeczywiscie dziala na tym poziomie, przesuwa to zasadniczo punkt ci¢zkosci catego zagadnienia:
nie chodzi o to, ktore geny floemowe sg regulowane, lecz o to, w jaki sposob zakldcana jest

decyzja komorkowa poprzedzajaca ich aktywacje.

Z perspektywy anatomii drewna i funkcjonowania kambium interesujace bytoby dalsze
rozwinigcie tej hipotezy w kierunku relacji migdzy proliferacja floemu a jednoczesnym
zahamowaniem réznicowania elementow ksylemu. W badaniach nad drzewami zmiany w
aktywnos$ci kambium i przesunigcia rdwnowagi miedzy produkcja floemu i ksylemu sg $cisle
powiazane z regulacja gradientow hormonalnych oraz warunkami mechanicznymi i
transportowymi. Ujecie obserwowanych w pracy zjawisk w tym szerszym kontek$cie mogloby
pomdc w lepszym zrozumieniu, czy dzialanie patogenu polega na selektywnym pobudzeniu jednej
linii komdrkowej, czy raczej na globalnym rozregulowaniu funkcjonowania kambium jako

merystemu odpowiedzialnego za wytwarzanie obu typow tkanek przewodzacych.
7. Wniosek koncowy

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr Deeksha Singh stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Potwierdza szeroka wiedze teoretyczng Pani mgr Singh w zakresie biologii
rozwoju roslin, anatomii funkcjonalnej i interakcji ro§lina-patogen, a zarazem jednoznacznie
pokazuje zdolno$¢ do samodzielnego prowadzenia badan.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Deekshy Singh spelnia wymagania okres$lone w ustawie
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnosz¢ o dopuszczenie mgr Deekshy Singh do dalszych

etapow postepowania doktorskiego.
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Z uwagi na wysoki poziom merytoryczny pracy, wyrazng samodzielno$¢ badawcza Pani mgr
Singh, wktad metodyczny wykraczajacy poza potrzeby samej rozprawy, publikacje wynikéw w
uznanych czasopismach migdzynarodowych oraz spojna konstrukcje catego projektu, wnosze

ponadto o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Deekshy Singh.
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dr hab. Urszula Zajaczkowska, prof. SGGW



