Prof. dr hab. Ewa U. Kurczynska Katowice, 05.09.2016
Katedra Biologii Komorki

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytet Slaski

ul. Jagiellonska 28

40-032 Katowice

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Moniki Skawinskiej
pt.: ,Identyfikacja komérek macierzystych w merystemie wierzchotkowym korzenia

i w merystemie brodawek korzeniowych u Medicago truncatula”

Praca doktorska mgr Moniki Skawinskiej zostala wykonana w Katedrze Botaniki Wydziatu
Rolnictwa i Biologii, Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, pod
promotorstwem dr hab. Barbary Lotockiej.

Badania, ktérych wyniki zamieszczono w przedstawionej do oceny rozprawie
doktorskiej miaty na celu sprawdzenie czy metody mikroskopii $wietlnej i elektronowej oraz
metody molekularne pozwalajace na analize ekspresji gendéw, umozliwig identyfikacje¢
komorek macierzystych w merystemach korzenia i brodawki na przyktadzie M. truncatula,
dobrze przebadanego gatunku modelowego w analizie oddziatywan roslina/brodawki
korzeniowe.

Przedstawione przez Doktorantke badania sa logiczng kontynuacja problematyki
badawczej, ktéra od wielu lat jest wiodacym tematem realizowanym przez Promotora
rozprawy doktorskiej, Panig dr hab. Barbare Lotocks, czionka zespotu Katedry Botaniki
SGGW.

Rozprawa doktorska mgr Moniki Skawinskiej sktada si¢ z 2 czesci. I czgs¢, liczaca
144 strony wydruku komputerowego, skiada si¢ ze streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, krotkiego wstgpu, przegladu literatury, celu pracy, opisu metodyki, opisu
uzyskanych wynikéw, dyskusji, podsumowania obserwacji i wnioskoéw oraz spisu literatury.
W drugiej czesci zamieszczono dokumentacje¢ fotograficzng wynikéw, ktéra zawiera 122
fotografie. Materialy przekazane do recenzji zawieraly rowniez elektroniczng wersj¢ pracy,
ktora sktada si¢ z: czgsci I rozprawy, czgsci Il (znajduja sig¢ tutaj opisy do poszczegdlnych
fotografii) oraz figur, a wszystkie te czesci sa w formacie PDF. Niestety wersja elektroniczna
nieco rozni si¢ od wersji drukowanej, a mianowicie: nie zawiera numeracji stron, ma zupeie

inng kolorystyke schematéw, inny podziat tekstu na strony, a fotografie majg inne oznaczenie,




lub braki, w szczegblnosci brak fot. 14. Musze przyzna¢, ze te roznice bardzo utrudniaty
poszukiwanie odpowiednich fragmentéw tekstu w celu naniesienia szczegbtowych uwag.

Praca napisana jest poprawnie, ukfad jest typowy dla prac eksperymentalnych, a tre$é
pracy odpowiada tytutowi rozprawy.

Przeglad literatury obejmuje 38 stron (wydruku komputerowego) i jest ilustrowany 8
rycinami i dwoma tabelami. Mozna w nim wyréznié trzy gléwne tematy: opis merystemu
korzenia, opis merystemu brodawki korzeniowe;j i charakterystyke gendw oraz ich ekspresji
w merystemach. Wszystkie czgsci opracowano niezwykle starannie z uwzglednieniem
wiasciwych informacji dotyczacych poruszanych w rozprawie doktorskiej problemow
badawczych. W opisie budowy korzenia uwzgledniono szczegoty budowy merystemu
wierzchotkowego korzenia (RAM) oraz jego funkcje, a wszystko to przedstawiono nie tylko
W ujgciu wspéiczesnym, ale na tle historycznym, poczynajac od prac z drugiej potowy XIX
wieku. Szczegblng uwage poswigcono komérkom macierzystym podajac ich definicje
i histori¢ rozwoju tej koncepcji. Zabrakto mi objasnienia terminu komérka macierzysta
i komérka pnia podanej przez Hejnowicza (2002; strona 358), ktéra moim zdaniem w prosty
sposob definiuje komoérke¢ macierzysta (danego typu; w botanicznym znaczeniu) jako
zdeterminowang komorka merystematyczna, podczas gdy komérka pnia jest komorka
niezdeterminowang. Merystem brodawki korzeniowej obszernie opisano na przyktadzie
M. truncatula z uwzglednieniem roli jaka petni jej merystem w funkcjonowaniu tej struktury.
Ostatnia cz¢$¢ przegladu literatury opisuje geny i ich produkty zaangazowane w utrzymanie
tozsamosci komérek wehodzacych w sktad RAM. Ze wzgledu na dostepna literature opis ten
odnosi si¢ gléwnie do tego co wiemy na podstawie badan molekularnych RAM Arabidopsis
thaliana. W  szczegblach opisano biatka WUSCHEL, CLAVATA, PLETHORAI
i PLETHORA2, = SCARECROW, SHORTROOT, JACKDAW oraz MAGPIE
z uwzglednieniem ich wzajemnych oddzialywan. Opisano réwniez role hormonéw roslinnych
w kontekscie ekspresji genéw i rozwoju korzenia. Istotnym elementem przegladu literatury
bylo przedstawienie aktualnej wiedzy na temat molekularnego mechanizmu funkcjonowania
merystemu brodawki korzeniowej, ktéry jasno pokazal jak niewielka jest obecnie nasza
wiedza na ten temat.

UWAGI

W mojej ocenie podrozdziat opisujacy rolg¢ hormonéw ro$linnych w regulacji ekspresji genéw
i rozwoju korzenia, jest zbgdny. Na stronie 25 uzyto okreslenia ,,narzad umozliwiajacy.....”-
wydaje sig, ze w odniesieniu do roslin powszechnie przyjete jest okreslenie ,,organ”. Na ryc.

2.5 czy istotnie caly obszar zaznaczony kolorem rézowym to komoérki inicjalne kolumelli?




Zabrakto informacji o ekspresji genu WUSHEL w RAM, chociazby z pracy Kamiya i inni,
2003.

Cel pracy liczy 1 strong¢ wydruku komputerowego, gdzie sformutowano zaréwno
hipotezy robocze jak i metody wykorzystane do ich weryfikacji. Doktorantka jednak

zapomniata o merystemie korzenia (drugi akapit).

W rozdziale ,Material i metody” (liczacym 28 stron wydruku komputerowego, w tym
20 tabel) Doktorantka bardzo szczegétowo opisata wszystkie zastosowane metody. Opisano
material do$wiadczalny i jego pozyskiwanie, zarowno w odniesieniu do roslin jak i kultur
ryzobiow. Szczegdtowo opisano procedury otrzymania preparatow do analizy w mikroskopie
swietlnym i elektronowym oraz drobiazgowo przedstawiono wykorzystane w rozprawie
metody molekularne. Na wyr6znienie zastuguje opis cyfrowej obrobki fotografii, co z reguty
nie ma miejsca w podobnych rozprawach, a przeciez ma kolosalne znaczenie dla poprawnosci
interpretacji obrazu.
UWAGI
Ponizej wskazuje¢ na niektére niefortunne sformutowania:
1/komora laminarna — raczej komora z laminarnym przeptywem powietrza,
2/”korzenie rosty wyprostowane zgodnie z sita grawitacji” — w normalnych warunkach
korzenie zawsze rosng zgodnie z kierunkiem wektora grawitacji; pionowe ustawienie szalek
miato na celu zminimalizowanie plaszczyzn, ktore korzenie musiatyby pokonywaé, aby
realizowa¢ swdj wzrost zgodny z kierunkiem dziatania wektora grawitacji,
3/tytut rozdziatu 4.1.3 jest niefortunny,
4/bardzo niestaranne formatowanie tabel,
S/nazewnictwo odczynnikéw nie jest jednolite; powinno byé albo wszystko w jezyku
polskim, albo (jesli musi) w angielskim, ale nie jak w tab. 4.3: ,,...tlenek propylenu:glycid
ether..”;
6/nie wiadomo ile korzeni oraz brodawek korzeniowych analizowano i czy przedstawione
zdjgcia s reprezentatywne dla uzyskanych wynikéw, czy tez pochodza z analizy jednego
korzenia,
7/okreslenie "bufor RLT rozbija komérki” powinno by¢ zastgpione okresleniem ,,powoduje
liz¢ komorek™,
8/ nie znalaztam informacji ani o wielkosci tkanki wzietej do izolacji catkowitego RNA lub

informacji o wadze takich probek; napisano tylko, ze materiat zwazono,




7/w tym rozdziale rozprawy doktorskiej najczesciej btednie zapisywano wartosci liczbowe
zich literowym oznaczeniem, czyli bez spacji, a zgodnie z przyjetymi regutami »miedzy
wartoscig liczbowa a literowym oznaczeniem miary, czyli skrotem lub skrétowcem,
stawiamy spacje, natomiast migdzy wartoscig liczbowa a oznaczeniem miary za pomoca
symbolu albo polgczenia skrétu/skrotowea i symbolu spacji nie stawiamy. Poprawny
zapis to zatem: np. 5 proc., S m, 5 s, 20 V, 13 Q, 7,5 rd, 10,5 rad, 98 Hz oraz 5% (nie: 5 %,
choé: 5 proc.), 3% (nie: 3 %o ), 10°C (nie: 10 °C ani 10 ° C), 212°F (nie: 212 “Fani 212 ° F),
3" (nie: 3 7), 35" (nie: 35 "), 258 (nie: 25 £) itd.” (material zrédtowy przestatam drogg

mailowg).

Wyniki badan przedstawiono w kolejnym rozdziale obejmujgcym 30 stron
maszynopisu, 122 fotografie (II Cze$é Rozprawy), 2 ryciny i 2 tabele. W pierwszej
kolejnosci, zgodnie z logika badan, przeanalizowano budowg histologiczng korzenia zaréwno
o budowie pierwotnej jak i wtérnej, wykorzystujge w tym celu szczegblowa analize
preparatbw na poziomie mikroskopu swietlnego i elektronowego, stwierdzajac ze
analizowany material ma budowe typowa dla roslin okrytonasiennych zielnych co stanowito
wilasciwy punkt wyjsciowy do dalszych analiz. Kolejne badania wykorzystujace mikroskopie
Swietlng i elektronowa mialy na celu poznanie przestrzennej organizacji RAM ze
szczeg6lnym uwzglednieniem komérek inicjalnych dla poszczegdlnych tkanek korzenia oraz
wskazanie cech, ktore pozwolityby na scharakteryzowanie ultrastrukturalnych markeréw
komorek inicjalnych RAM. W przypadku korzenia mtodej siewki (jak rozumiem, korzenia
o budowie pierwotnej) na podstawie analizy ciaggéw komérek wskazano komoérki inicjalne
kolumelli, prokambium i prakory, ale stwierdzono, ze nie ma spektakularnych réznic
w ultrastrukturze pozwalajacych na identyfikacje komérek inicjalnych. Analiza histologiczna
i ultrastrukturalna brodawki korzeniowej ze szczegblnym uwzglednieniem jej merystemu
zostata przeprowadzona réwnie doktadnie i wyczerpujaco. Wykazano, ze nie mozna wskaza¢
komoérek inicjalnych tkanki bakteroidalnej i tkanek korowych brodawki, natomiast wskazano
na komoérki merystemu, ktére moga byé potencjalnie komoérkami inicjalnymi wigzek
przewodzacych. Trzecia grupa wynikéw dotyczy analizy ekspresji genéw z wykorzystaniem
metody RT-PCR in situ i roznych jej modyfikacji wynikajacych z probleméw metodycznych
napotykanych w trakcie tych badan. Analizy molekularne wykazaly, ze w przypadku genéw
MISCR, MtSHR i MtWOX5 ich ekspresja wystepowata zaréwno w merystemie korzenia jak
i brodawki. Bardziej zréznicowana ekspresja charakteryzowata geny z grupy MtPLT,

a zroznicowanie to dotyczyto lokalizacji (merystem korzenia i brodawki) i intensywnosci




ekspresji. Badania lokalizacji ekspresji genow metodg RT-PCR in situ z réznymi jej
modyfikacjami w przypadku obiektu badawczego wykorzystanego w prezentowanej
rozprawie nie daty jednoznacznych, pozytywnych wynikoéw. Niemniej jednak ze wzgledu na
szeroki wachlarz modyfikacji tej metody dla M. truncatula przyblizyto mozliwos¢ uzyskanie
w przysztosci pozytywnych rezultatow.

Wszystkie przedstawione wyniki sa dobrze udokumentowane. Wigkszos$¢ rozdziatow
opisujacych wyniki jest zakonczona krotkim podsumowaniem, co uwazam za niezwykle
cenne.

Nalezy zaznaczy¢, ze podjete przez Doktorantke problemy badawcze byty pionierskie
przede wszystkim ze wzgledu na obiekt badawczy charakteryzujacy si¢ merystemem
wierzchotkowym otwartym, wigc znacznie trudniejszym do analizy w poréwnaniu do
merystemu zamknigtego. Obiekt badawczy wykorzystany przez Doktorantke rowniez byt
trudny do analizy, chociazby dlatego, ze nie ma tak duzej liczby (jak w przypadku
Arabidopsis) stosownych linii transgenicznych czy mutantéw, ktére pozwolityby uzyska¢
precyzyjng odpowiedZ na stawiane w pracy badawczej pytania. W przypadku analiz
molekularnych ich wykonanie ze wzgledu na gatunek wykorzystany w badaniach bylo
réwniez trudne. Te same wyzwania staly przed Doktorantka w badaniach merystemu
brodawki. Nalezy wiec doceni¢ wytrwalos¢ w poszukiwaniu odpowiedzi na stawiane
W rozprawie pytania.

Mimo trudnosci, przeprowadzone badania pozwolity Doktorantce na uzyskanie
szeregu nowatorskich wynikéw, a podsumowujgc przedstawione wyniki, za wazne ustalenia
pracy uwazam:

e przeprowadzenie szczegétowej analizy merysteméw wierzchotkowych
korzenia i brodawki korzeniowej M. truncatula, co poszerzylo nasza wiedzg
oich strukturze i ultrastrukturze; niewatpliwie wyniki te beda materialem
wyjsciowym do dalszych badan nie tylko Pani mgr Skawinskiej, ale po
opublikowaniu, takze dla innych naukowcéow,

e wskazanie zmian rozwojowych RAM, w aspekcie polozenia komorek
inicjalnych w merystemie,

e wskazanie roznic cech ultrastrukturalnych komoérek merysteméw, ktore

w dalszych badaniach moga by¢ wykorzystane do identyfikacji komorek

inicjalnych,




* wykazanie w analizowanych  merystemach ekspresji  genéw, ktére
u Arabidopsis charakteryzuja komérki macierzyste.
UWAGI
Gléwna uwaga dotyczy oznaczen stosowanych na fotografiach. Mianowicie, w wigkszosci
przypadkéw oznaczenia te s prawie niewidoczne na zdjeciach (na przyktad fot. 14; groty
strzalek czy gwiazdki sa praktycznie niewidoczne; fot. 53 — trzeba duzo samozaparcie, aby
znalez¢ czarng rozete). Na fotografiach, gdzie zastosowano kolory do wyréznienia
poszczegblnych warstw korzenia nalezy zastosowa¢ bardziej kontrastowa kolorystyke, bo na
przyktad na fot. 14, kolor pomaranczowy jest praktycznie niewidoczny. Proponuje réwniez
W opisie nazw barw zastosowaé uznane nazewnictwo, gdyz na przyktad na fot. 12 uzyto
okreslenia ,.kolor ré6zowy”, ale moim zdaniem to amarant. Na fot. 72 brak odcinka
skalujacego. Na fot. 21-23 — bardzo stabo widoczne odcinki skalujace. Strzatki maja groty,
anie glowki. Na fot. 3 w opisie podano ,.czerwone kropki” a znajdujg si¢ tam czerwone
kwadraty.
Te wszystkie uwagi maja na celu ufatwienie wychwycenia niedociagnie¢ przy

przygotowywaniu dokumentacji do publikacji.

Dyskusja liczy 14 stron wydruku komputerowego i jest podzielona na stosowne
podrozdziaty, w ktérych przedyskutowano takie problemy jak: organizacje i ultrastrukture
merystemu korzenia M. truncatula oraz brodawki korzeniowej, a takze wyniki uzyskane
w trakcie badan molekularnych ekspresji genéw w obu merystemach. Doktorantka
wyczerpujaco przedyskutowata uzyskane przez siebie wyniki dotyczace organizacji RAM
uM. truncatula z literatura. Pokazata, ze dobrze jest obeznana z literatura zaréwno starszg,
jak i aktualng i posiada umiejetnogé obiektywnego poréwnywania uzyskanych przez siebie
wynikéw z danymi literaturowymi. Na podkreslenie zastuguje wskazanie przez Doktorantke
kierunkow dalszych badaf wraz z metodami, ktére w jej mniemaniu powinny da¢ dodatkowe
informacje na temat organizacji RAM u M. truncatula. Pani mgr Skawinska wskazuje miedzy
innymi na technike mikrotomografii i musze przyznaé, ze Jestem ciekawa wynikéw, gdyz
prowadzone przeze mnie badania z wykorzystaniem tej techniki nie daly oczekiwanych
rezultatow.

Uzyskane wyniki, dotyczace merystemu brodawki korzeniowej zaréwno te odnoszace
si¢ do analiz histologiczno-ultrastrukturalnych jak i molekularnych zostaty poprawnie

przedyskutowane w oparciu o aktualna literature.




Badania molekularne dotyczace lokalizacji transkryptéw gendéw przeprowadzone
w prezentowanej rozprawie doktorskiej, zostaly przedyskutowane z punktu widzenia
metodyki i uwazam te rozwazania za dobrze przeprowadzone i wyczerpujace. Istotne jest
réwniez, ze doktorantka na podstawie przeanalizowanej literatury potrafi wskaza¢ dalsze
modyfikacje metody, ktére pozwola uzyskac satysfakcjonujace wyniki.
UWAGI
Jednym z aspektéw dyskutowanych przez Doktorantkg¢ jest zagadnienie ,lizy komoérek
bocznych czapeczki”. Przedstawione wyniki wskazuja, i jednoczesnie potwierdzaja ustalenia
pochodzace z badan na innych obiektach, ze proces ten, to programowana $mier¢ komdrkowa
(PCD). Mianowicie, liza to raczej proces rozpadu obtonionych organelli komérkowych czy
plazmolemmy, natomiast na prezentowanych elektronogramach (na przyktad fot. 48)
wyraznie wida¢, ze struktury bloniaste ciagle sa obecne i typowe dla tych obrazéw, co
wskazuje na PCD zachodzaca w komérkach czapeczki. Uwazam, ze warto wzigé pod uwage

ten aspekt przy przygotowywaniu wynikéw do druku.

,Podsumowanie obserwacji i wnioski” to rozdzial, w ktérym moim zdaniem powinno

by¢ rozrdéznienie na: podsumowanie obserwacji i wnioski, czego jednak nie znalaztam.

Wykaz cytowanej literatury obejmuje 176 pozycji. Muszg przyznaé, ze wyjatkowo
rzetelnie zostal przygotowany ten rozdzial rozprawy, gdyz poza niejednolitym
formatowaniem znalaztam tylko jedng pozycjg, ktéra nie byla wspomniana w tekscie
rozprawy i tylko jedng pozycje literaturows, ktéra byta w tekscie, ale nie znalazta si¢ w spisie

literatury.

Dodatkowe uwagi

Bledy stylistyczne, interpunkcyjne i edytorskie zaznaczylam w wersji elektronicznej
dostarczonej rozprawy doktorskiej. Radze unikaé¢ wstawiania myslnikéw w zdaniach

ztozonych i zastapi¢ ten spos6b uzywaniem przecinkéw lub zdan prostych.

W trakcie czytania pracy nasungto mi si¢ dwa problemy do dyskusji i prosze
Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do nich:
o jaka jest rola plazmodesm w molekularnym mechanizmie regulacji
funkcjonowania RAM oraz w specyfikacji trichoblastow i atrichoblastow
o w dyskusji zwrécono uwage na kanaty wodne; chciatabym prosi¢ o szersze ich

omoéwienie, w kontekscie przedstawionych badan; na przyktad co wiadomo



o0 obecnosci  akwaporyn w komoérkach merystematycznych, jakie s

mechanizmy regulujace funkcjonowanie kanatéw wodnych.

Powyzsze uwagi w niczym nie umniejszaja znaczenia rozprawy doktorskiej mgr
Moniki Skawinskiej. Pragng podkresli¢, ze nalezy je traktowaé jako podstawe do dyskusji
oraz jako wyraz troski o jeszcze lepsza forme opracowania wynikéw do przysztych
publikacji.

Podsumowujac pragne stwierdzi¢, ze wysoko oceniam przedstawiona mi do oceny
pracg oraz, ze spefnia ona warunki wymagane dla rozpraw doktorskich zawarte w art. 13 ust.
I ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
z zakresu sztuki (Dz.U. 2003r. Nr 65, poz.595 z pézn. zmi.).

W zwigzku z tym stawiam wniosek do Rady Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW

o dopuszczenie mgr Moniki Skawinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem KIEROWNIK
@901 ! ;}Katedry Blopg Komérki
Prof. dr hab. Ewa U W;m Kurczyfiska




