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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Suwinskiej
pt. ,,Udzial kalretikuliny w procesie wzrostu lagiewki pylkowej”

Lagiewka pylkowa to charakteryzujgca si¢ wzrostem szczytowym, najszybciej rosngca
komorka roslinna. Ponadto jako pojedyncza komorka jest ona doskonatym obiektem do badan
mikroskopowych. Dlatego od wielu lat stanowi model w badaniach mechanizmow
odpowiedzialnych za wzrost szczytowy komorek roslinnych.

Mechanizmy wzrostu szczytowego nie sg do konca wyjasnione. Wiadomo, ze
zachodzi on jedynie w obrebie kopulki wzrostowej, na szczycie komorki i jest $cisle zwigzany
z sekrecja substancji budujacych blone i sciang komorkows.

Transport pecherzykowy u wszystkich komorek roslinnych zalezy przede wszystkim
od cytoszkieletu aktynowego i zwigzanych z nim miozyn, glownie miozyny XI. Jednak coraz
wiecej prac wskazuje tez na role mikrotubul w tym procesie, szczegllnie zlokalizowanych na
wierzchotku.

Niewatpliwie jednym z najistotniejszych czynnikow prawidlowego wzrostu
elongacyjnego fagiewki pytkowej jest charakterystyczny gradient Ca®" w cytozolu. Najwyzsze
stezenie tych jondw wystgpuje na szczycie tagiewki pytkowej i spada poczawszy od strefy
podwierzchotkowej. Jakie mechanizmy wewnatrzkomorkowe sa odpowiedzialne za
utrzymanie wilasciwego gradientu Ca’™ to problem nie w pelni wyjasniony do dzis.
Utrzymanie wlasciwego poziomu jonow Ca w cytozolu, a takze ich uwalnianie, np. w
przypadku uruchomienia szlakow sygnalizacyjnych, zalezy m.in. od funkcjonowania kanalow
wapniowych oraz biatek, wigzacych jony wapnia. Jednym z takich bialek jest obecna w
endoplazmatycznym retikulum (ER) kalretikulina (CRT), gtéwny bohater ocenianej rozprawy
doktorskiej. Udziat CRT we wzroscie lagiewki pytkowej, problem ktorego rozwigzania
podjela si¢ pani mgr Anna Suwinska w swojej rozprawie doktorskiej, to problem niezwykle
ciekawy 1 nowy poznawczo.

Ocena formalna
Przedstawiona do oceny rozprawa liczy 124 strony oraz 18 tablic z mikrografiami
ilustrujgcymi otrzymane wyniki. Posiada klasyczny uklad obejmujacy streszczenie, Wstep,
wyodrebniony rozdzial zatytulowany zalozenia i cel pracy, material i metody, wyniki,
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dyskusja, wnioski koficowe oraz spis cytowanych pozycji literaturowych (ponad 200).
Proporcja rozdzialow jest nalezycie zachowana.

Wstep pracy stanowi przeglad literatury z uwzglednieniem najnowszych prac (rowniez
z 2015 roku) i podejmuje takie zagadnienia jak budowa i wzrost tagiewki pytkowej ze
szczegolnym uwzglednieniem dwoéch znanych, kluczowych dla tego procesu czynnikow
jakimi jest funkcjonowanie cytoszkieletu aktynowego oraz gradient Ca?*. Rozdzial ten
zawiera takze charakterystyke kalretikuliny, jej strukture, wystgpowanie oraz znane funkcje, a
takze charakterystyke kodujacych ja genéw. Warto byloby doda¢ w tym rozdziale wigcej
informacji na temat cytoszkieletu tubulinowego, gdyz jak wiadomo oba rodzaje cytoszkieletu
wspoldziatajg ze soba. Dane literaturowe wskazujg ponadto, ze cytoszkielet tubulinowy jest
odpowiedzialny za powolny transport organelli w tagiewce, podczas gdy filamenty aktynowe
za transport szybki. Co wiecej mikrotubule obecne na wierzcholku sa najprawdopodobniej
odpowiedzialne takze za internalizacje pecherzykéw transportujgcych na szczycie tagiewki 1
ich powolng egzocytoze (ang. slow-exocytosis).

Cele pracy i zadania badawcze zostaly wyodrgbnione jako osobny rozdzial co ulatwia

czytelnikowi zapoznanie si¢ z nimi. W rozdziale tym przedstawiono tez nadrzedna hipotezg
badawcza, ktéra brzmi: kalretikulina jest istotnym elementem mechanizmu
wewnatrzkomorkowego utrzymujgcym homeostazg Ca”* rosnacej tagiewki pytkowe;j”.
Rozdziat ,Material i Metody” zawiera przeglad metod i technik stosowanych w badaniach.
Rozdziat ,,Wyniki” podzielono na 3 gléwne czgéci: pierwsza dotyczy charakterystyki wzrostu
lagiewek pylkowych Petunia w warunkach in vitro, druga - wzrostu lagiewek z wyciszong
ekspresja genu kodujacego kalretikuling PhCRT, trzecia - to badania obecnosci PACRT
mRNA, CRT oraz wolnych jonéw wapnia w lagiewkach rosnacych in planta. Wyniki
Doktorantka zilustrowata bardzo dobrej jakosci dokumentacja zdjgciowa obejmujaca 18
tablic.
Rozdzial dyskusja pokazuje lagiewke pytkowa jako doskonaly model do badania
mechanizméw zwigzanych ze wzrostem szczytowym komorki, jak réwniez do badan
mikroskopowych. Ponadto w rozdziale tym znajdujemy oméwienie i interpretacje uzyskanych
wynikow.

Ocena warto$ci merytorycznej pracy

Na wstepie chcialabym podkresli¢, ze wysoko oceniam koncepcje pracy, sposob
weryfikacji zalozonej hipotezy badawczej, a takze dobor stosowanych metod i technik
badawczych.

Do szczegolnie cennych wynikéw zaliczam pokazanie efektow wyciszenia ekspresji
genu PhCRT (gtéwnie PhCRTI), ktére obejmowaly obnizenie poziomu i zmiang
rozmieszezenia PRCRT mRNA, klaretikuliny, dezintegracje cytoszkieletu aktynowego,
zaburzenia ultrastruktury i strefowosci budowy lagiewki - skladajgce si¢ w efekcie na
zaburzenia jej wzrostu. Wyniki tych badan sa nowatorskie i w jasny sposob pokazujg istotng
role jaka petni kalretikulina w procesie elongacji lagiewki pytkowej.

Bardzo wartosciowe w mojej ocenie jest takze pokazanie kolokalizacji transkryptow
PhCRT mRNA i PhI8S RNA oraz kalretikuliny dzigki czemu ustalono rejony, w ktorych

2



przebiegala jej synteza. Byly to: aktywna apertura kietkujacych ziaren pytkowych oraz strefa
podwierzcholkowa wydtuzajacych sie tagiewek. Co bardzo wazne - nie wykazano obecnosci
tych substancji na wierzchotku - gdzie poziom Ca’* jest najwyzszy.

Do cennych wynikéw pracy zaliczam takze pokazanie lokalizacji PACRT mRNA oraz

CRT w tagiewkach pytkowych in planta. Wiadomo bowiem, ze wzrost tagiewki zalezy nie
tylko od mechanizméw wewnatrzkomérkowych, ale takze od sygnatéw pochodzacych ze
stupka. Badania wzrostu tagiewki in vitro sa prowadzone powszechnie przez wiele zespotow.
Trzeba pamieta¢ jednak, Ze jest to Srodowisko sztuczne dla wzrostu fagiewek. Niewatpliwym
plusem prac Doktorantki bylo sprawdzenie prawidlowosci wzrostu i organizacji cytoplazmy
tagiewki w stosowanych warunkach in vitro.
Ponadto chciatlabym wyr6zni¢ rozdziat ,.Dyskusja” interpretujacy otrzymane wyniki w sposob
wlasciwy, dojrzaly i w oparciu o najnowszg literature przedmiotu (wlaczajac prace z 2015r).
Pokazano w tym rozdziale, m.in. role jaka najprawdopodobniej pelni kalretikulina w
mechanizmie wzrostu lagiewki pylkowej. Jak napisata Doktorantka funkcja kalretikuliny
polega przede wszystkim na utrzymaniu odpowiedniego poziomu & ktory ma kluczowe
znaczenie dla funkcjonowania cytoszkieletu aktynowego, a tym samym szlaku sekrecyjnego,
od ktérego zalezy wzrost komorki. W podsumowaniu w sposéb jasny i czytelny
przedstawiono wyniki i wnioski plynace z przeprowadzonych doswiadczen. Dodatkowo
zilustrowano graficznie mozliwy udzial kalretikuliny w procesie wzrostu tagiewki pytkowej u
Petunia.

Jak w kazdej pracy tak i tutaj znalazly sig tez pewne uchybienia.

W rozdziale ,Wstep” s. 11. Doktorantka napisata: ,u wigkszosci roslin
okrytonasiennych pierwotna $ciana komorkowa lagiewki pytkowej jest zbudowana z pektyn i
wystepuje na calej dtugosci komérki od podstawy do ekstremalnego wierzchotka. W regionie
podwierzcholkowym syntezowana jest warstwa sSciany zbudowana giéwnie z celulozy i
hemicelulozy oraz najbardziej wewngtrzna wtdrna $ciana kalozowa™.

Chciatabym zwrécié uwage, ze w szczytowym regionie lagiewki oprocz pektyn $ciana
komorkowa zawiera takze celuloze, ale o niskim stopniu krystalizacji oraz bialka
arabinogalaktanowe, ktére pelnig funkcj¢ receptorow sygnalédw zewngtrzkomérkowych, W
regionie podwierzchotkowym natomiast $ciana komorki lagiewki oprocz celulozy i
hemiceluloz, o ktérych napisata Doktorantka, zawiera znaczng ilo$¢ substancji pektynowych.
Niemniej s3 to odmienne epitopy niz na wierzchotku (na wierzcholu bowiem wystepuja
pektyny silnie zestryfikowane, nie usztywniajgce sciany i umozliwiajace wzrost, podczas gdy
w strefie podwierzchotkowej i trzonowej pojawiaja si¢ pektyny o niskim stopniu estryfikacji
przylaczajgce jony wapnia i usztywniajgce sciane).

Ponadto odlozenie sie warstwy kalozy nie zmienia charakteru S$ciany komodrkowej z
pierwotnego na wtorny.

Pod koniec s. 11. ,Wstepu” Doktorantka zmienila zdanie i napisala, ze ,Sciana
podwierzchotkowych stref lagiewki pylkowej jest wielowarstwowa, zbudowana z pektyn,
celulozy, hemicelulozy i kalozy”. Takie sformulowanie sugeruje, Ze $ciana ta zbudowana byla
z czterech warstw pektynowej, celulozowej, hemicelulozowej i kalozowej, co oczywiscie nie
ma miejsca i jak przypuszczam Doktorantka nie to miata na mysli.



W rozdziale ,Material i Metody” nie znalaztam informacji na temat sposobu
ilo§ciowego oznaczenia intensywnosci fluorescencji sygnatu hybrydyzacji PhCRT mRNA-
sonda - przeciwcialo. Nie znalazlam takze informacji o tym skad pochodzilo przeciwciato
identyfikujace kalretikuling (bylo dostepne komercyjnie, czy bylo prezentem od prof.
Napiera’a?) .

W rozdziale ,,Wyniki” na fot. 5., ktéra przedstawia strefowa organizacj¢ protoplastu
lagiewki pytkowej zamiast schematu bardziej eleganckie byloby zamieszczenie mikrografii w
malym powigkszeniu pokazujacej calg komorke lub znaczacy jej fragment. Podobna uwaga
dotyczy fot. 8, gdzie mamy pokazane bardzo ladne powigkszenia ER i GA, ale brak matych
powiekszen pokazujacych ich lokalizacje i miejsca nagromadzenia w lagiewce. Szkoda tym
bardziej, ze w innym miejscu Autorka, pokazujac zaburzenia ultrastruktury lagiewek z
wyciszong ekspresja genu PACRT, dla poréwnania, wprowadza do tablic mniejsze
powickszenia komorki tagiewki kontrolne;.

Rowniez na fot. 5 C i E — mam watpliwosci co do charakteru struktur oznaczonych jako
endoplazmatyczne retikulum (er).

Na str. 78 autorka napisala: ,,Obecnos¢ CRT w strefie jasnej tagiewek pylkowych
siRNA bylo najpowazniejszym obserwowanym artefaktem” - przyznaj¢, ze nie rozumiem
dlaczego CRT obecng w strefie wierzcholkowej tagiewki Doktorantka uznata za artefakt.
Mam tez kilka uwag terminologicznych, z ktorych wigkszo$¢ zaznaczylam bezposrednio w
pracy. Dla przykiadu:

a. Autorka uzywa okreslenia ,,aparaty Golgiego” w odniesieniu do kazdego diktiosomu,
podczas gdy roslinny aparat Golgiego to wszystkie diktiosomy danej komorki. Zatem
termin ,,aparaty golgiego™ jest niepoprawny i w przyszltych pracach powinien zosta¢
zastapiony przez termin ,diktiosomy”, ewentualnie ,struktury Golgiego” — termin
bardziej zblizony do angielskiego Golgi Bodies.

b. Enzym ang. pectin methylesterase (PME) ma polskg nazwe metyloesteraza
pektynianowa, a nie jak napisala Autorka pektyn metyl-estaraza, co jest kalkg z j.
angielskiego.

Na konicc cheialabym przedstawié pewna sugestig. Zdaje sobie sprawe z tego, ze cykl
do$wiadczen sktadajacych sie na rozprawe doktorska trzeba w pewnym momencie zakonczy¢,
mimo iz pojawiaja si¢ nowe, ciekawe problemy do rozwigzania. Myslg, ze jednym z takich
zagadnien bytoby pokazanie gradientu Ca’" z wykorzystaniem dostepnych fluorochroméw, w
lagiewkach z wyciszona ekspresja PACRT, aby przekona¢ si¢, m.in. c¢zy i w jaki sposob
gradient ten jest zaburzony. Poniewaz obiektem moich badan jest komorka apikalna splatka
mchu tym bardziej jestem ciekawa, czy gradient Ca’" w lagiewkach z wyciszong ekspresja
PhCRT bedzie silnie zmieniony.

Whiosek koncowy

Podsumowuijac, chee podkreslié, ze oceniam wysoko warto$¢ naukowg przedstawionej
mi do oceny rozprawy doktorskiej pani mgr Anny Suwinskiej. Uwazam, ze jest bardzo
interesujgcym i doskonale udokumentowanym opracowaniem, a wyniki badan stanowig
kolejny i wazny krok w wyjasnieniu mechanizméw odpowiedzialnych za elongacj¢ komorek
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rosngcych szczytowo. Potwierdzeniem wartosci otrzymanych wynikéw jest niewatpliwie
opublikowanie ich cze¢sci w 2014 1 2015 r. w czasopismie o wysokiej randze naukowej jakim
jest Planta. Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Anny Suwinskiej spetnia wszystkie
wymogi stawiane przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z pézniejszymi zmianami, w brzmieniu
ustalonym Ustawg z dnia 18 marca 2011 r. (Dz. U. nr 84, poz,455) i wnioskuj¢ do Wysokiej
Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu im. Mikolaja Kopernika w
Toruniu o dopuszczenie pani mgr Anny Suwinskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Ponadto ze wzgledu na nowatorstwo badanego zagadnienia oraz wysoka
warto$¢ naukowa otrzymanych wynikow, a zwlaszcza za wykazanie efektow spowodowanych
wyciszeniem genu PhACRT na wzrost tagiewki pylkowej, wnioskuje takze o wyrdznienie
rozprawy stosowng nagroda.
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