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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Nikoliny Skowronskiej, zatytulowane;j
wFormation of vascular pattern in Arabidopsis leaf primordia.”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Instytucie Biologii,
Biotechnologii i Ochrony $rodowiska Wydzialu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach, pod kierunkiem Pani dr hab. Agaty Burian, prof. US. Cze$é badawcza pracy
byla finansowana przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu SONATA BIS6,
kierowanego rowniez przez Panig przez dr hab. Agate Burian, prof. US.

Ocena formalna pracy

Rozprawa zostata przygotowana w jezyku angielskim, liczy 125 stron i ma uktad typowy
dla prac eksperymentalnych. Obejmuje sze$¢ glownych rozdziatow: Wstep, Cele pracy,
Materiat 1 Metody, Wyniki, Dyskusje 1 Spis literatury, a dodatkowo streszczenia w jezyku
polskim i angielskim. Cato$¢ pracy jest generalnie napisana w bardzo konkretny i1 przejrzysty
sposdb, a zastosowana terminologia naukowa jest na ogot poprawna. Tytul pracy jest
adekwatny do jej tresci, cel jasno sformutowany, wyniki omowione w sposob zwigzly i
klarowny jak réwniez przedyskutowane w kontekscie obecnej wiedzy. Jedyne co budzi
zastrzezenia to brak zgodnosci pozycji literaturowych cytowanych w pracy i zamieszczonych
w spisie literatury. Az 12 prac cytowanych w teks$cie nie znalazto si¢ w spisie, a 6 widocznych
w spisie, nie byto cytowanych w pracy. Jednak, co chciatabym podkresli¢, cytowania zawarte
w tekscie rozprawy zostaly dobrane i zastosowane prawidtowo.

Wszystkie prace zwigzane z przygotowaniem rozprawy zostaly wykonane przez
Doktorantke, tak wiec indywidualny i wyodrgbniony wktad Doktorantki w przygotowanie tego
opracowania, jako wymadg ustawowy, nie budzi zastrzezen.

Ocena merytoryczna

Regularne rozmieszczenie polaczonych ze soba pasm tkanek przewodzacych, wedtug
okreslonych wzorow, jest niezbedne dla efektywnego 1 réwnomiernego zaopatrzenia
wszystkich rejonéw rosliny w wode, zwigzki odzywcze 1 czasteczki regulatorowe. Jednak
mechanizmy formowania tych wzoréw, nadal pozostaja w duzej mierze niezrozumiale.
Podstawowym systemem modelowym w badaniach nad regulujaca formowania struktury
przestrzennej systemu przewodzacego jest rozwdj uzytkowania w lisciu Arabidopsis thaliana.
Badania prowadzone na tym modelu pozwolity ustali¢, Zze podstawowym czynnikiem,
zaangazowanym w ten proces jest auksyna, a tworzenie hierarchicznej waskularyzacji liScia
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jest powiazane z obecnos$cig ukierunkowanego jej transportu (PAT), lokalng biosyntezg tego
hormonu, powstawaniem tak zwanych punktow zbieznosci jako zrédet auksyny w epidermie
lisci, a takze obecno$cig zréznicowanego systemu przewodzacego w pedzie. Nie jest jednak
doktadnie wyjasnione jaka funkcje petni kazdy z tych elementow w formowaniu catego wzoru.
Wyjasnienia tego, przynajmniej w pewnym zakresie, podjeta si¢ Doktorantka w ramach
przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. Celem jej pracy byto przede wszystkim
ustalenie w jaki sposob na waskularyzacje liscia wptywajg zrodia auksyny w epidermie, a takze
juz istniejgcy system przewodzacy. Starala si¢ réwniez powigzaé rozwd] uzytkowania z
ksztattem liScia. W tym celu opracowala nowg metode przyzyciowej analizy najmlodszych
zawigzkow dorostych lisci inicjowanych na SAM 1 wykorzystujac t¢ metode przeprowadzita
analiz¢ inicjacji systemu waskularnego poprzez lokalizacje markeréw odpowiedzi auksynowe;j
1 biosyntezy auksyn, jak roéwniez przeprowadzajac analizy morfologiczne komoérek w
inicjowanych pasmach. W dalszej czeSci pracy, w podobny sposob analizowata rozwoj:
zawigzkow liSciowych u wybranych mutantoéw Arabidopsis, zawigzkow traktowanych
auksynami 1 inhibitorem polarnego transportu auksyn — NPA i zawigzkoéw poddawanych
eksperymentom z mechaniczng ablacjg. Wtasnie eksperymenty z ablacja moim zdaniem
stanowig najciekawszg 1 najbardziej nowatorska, poza opracowaniem metody, cze$¢ oceniane;j
rozprawy doktorskiej, z duzym potencjatem do dalszych badan.

Wstep w sposob przejrzysty i1 tatwy do zrozumienia prezentuje dotychczasowg wiedzg
dotyczaca przedmiotu badan. Szczegolnie dobrze opisane sa wszystkie rozdzialy dotyczace
regulacji formowania uzytkowania, co pokazuje, ze Doktorantka doskonale orientuje si¢ w
swojej problematyce badawczej. Nalezy to szczegodlnie doceni¢, biorgc pod uwage fakt, jak
bardzo trudnym i skomplikowanym procesem jest rozwoj tej hierarchicznej struktury. Jest
jednak kilka kwestii, do ktorych chciatabym, aby Doktorantka si¢ odniosta. 1) W rozdziale
dotyczacym struktury merystemu wierzchotkowego pedu (SAM) stwierdzono, ze merystem ten
moze sktadac¢ si¢ z kilkuset matych, stale rosngcych i dzielacych si¢ komorek, ktore ostatecznie
rdznicujg si¢ 1 tworza rozne organy (str. 7). Czy rzeczywiscie wszystkie komorki wechodzace w
skfad merystemu przechodza ostatecznie proces réznicowania? 2) W tym samym rozdziale
Doktorantka napisata rowniez, ze po podziale komoérki inicjalnej, jedna komodrka potomna
utrzymuje pozycje na szczycie merystemu (SAM) i zachowuje tozsamos$¢ komorki inicjalne;,
natomiast druga ,,opuszcza” wierzchotek i w wyniku wzrostu merystemu przemieszcza si¢ na
peryferie, gdzie wchodzi na $ciezke réznicowania. Chciatabym wyjasni¢, co Doktorantka miata
na mysli piszac ,,na peryferie”? Strefe peryferyczna? Jesli tak, to czy wszystkie komorki
powstajace w wyniku podziatu komorki inicjalnej, przechodzace roznicowanie, trafiajg do strefy
peryferycznej merystemu? 3) Z kolei w rozdziale dotyczacym réznicowania pasm waskularnych
jest podane, ze ekspresja markeréw prokambium (w tym Q0990) jest wykrywana w komorkach
wydtuzonych, ale nie w komorkach, ktére dzielityby si¢ rownolegle do osi pasma (str. 32-33).
Czy ekspresja markera Q0990 rzeczywiscie nie wystepuje w dzielagcych sie komodrkach

prokambium? 4) Schemat strefowo$ci merystemu (SAM) przedstawiony w Fig. 1.2 sugeruje, ze
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komorki strefy OC daja poczatek niezaleznej warstwie merystemu w sposob podobny do
komorek inicjalnych, a w podpisie brakuje wyjasnienia jakie rejony i warstwy pokazuja
poszczeg6lne kolory i linie zaznaczone na schemacie. Przyznam, ze mimo réznych sposobow
opisu SAM, z takim przedstawieniem jego strefowosci jeszcze si¢ nie spotkalam. Dlatego
prositabym, aby Doktorantka zinterpretowata nam ten schemat i wyjasnita co innego/nowego
chciata w nim przekaza¢. Chciatam jednoczes$nie podkresli¢, ze opis struktury merystemu w
tekScie pracy, w przeciwienstwie do schematu, nie odbiega od typowego opisu 1 nie budzi
zastrzezen. 5) Doktorantka podaje takze, ze transport auksyny na duze odlegtosci odbywa si¢
przez dojrzale tyko wraz z asymilatami fotosyntetycznymi, podczas gdy kierunkowy transport
auksyny na krotkie odlegtosci (lub polarny transport auksyny, PAT) zachodzi z komorki do
komorki w sposob bierny poprzez dyfuzje przez btony 1 plazmodesmy lub aktywnie przez biatka
nosnikowe (str. 10). Dla mnie ten opis jest zbyt duzym skrdotem, dlatego prositabym, aby
Doktorantka wyjasnita, czy mozna powiedzie¢ o pasywnej dyfuzji przez btony, ze jest
ukierunkowana? Czy transport przez plazmodesmy mozna nazwa¢ polarnym transportem
auksyny (PAT)? Jaka jest definicja transportu okreslanego jako PAT?

W rozdziale Materialy i metody opisano materiat badawczy i kolejne etapy opracowanej,
nowej procedury. Przedstawiono rowniez jej modyfikacje zwigzane z dodatkowym
traktowaniem zawigzkow lisciowych auksynami (IAA, NAA) i NPA, a takze poddawaniem ich
lokalnej ablacji. Wigkszo$¢ procedur zostata przedstawiona w sposob przejrzysty, typowy dla
prac doktorskich, umozliwiajacy ich wykorzystanie w formie gotowego protokotu. Nasuneto
mi si¢ jednak kilka pytan 1 watpliwosci, ktore chcialabym wyjasni¢. 1) Przy opisie roslinnego
materiatu badawczego wymienione sg linie transgeniczne i mutanty wykorzystane w badaniach,
z odniesieniem do odpowiedniej literatury. Wyjatek stanowia krzyzowki mutantéw z linig
transgeniczng DR5v2:YFP, gdzie nie ma odniesienia do literatury. Stad moje pytanie. Skad
pochodzity analizowane krzyzowki? Czy doktorantka sama krzyzowata 2) W jakim celu do
lanoliny mieszanej z auksyng dodawano Sephadex? Pytam z czystej ciekawosci, poniewaz sama
stosuj¢ metodg¢ aplikacji auksyny w lanolinie, ale bez Sephadexu i chciatabym wiedzie¢ czy ta
modyfikacja w jaki§ korzystny sposéb wplywa na tego typu doswiadczenia. 3) Metoda
rekonstrukcji pasm prokambialnych w zawigzkach, wymaga dokladniejszego wyjasnienia. Z
opisu analiz wynika, Ze komorki prokambialne byty zaznaczane manualnie 1 byly rozpoznawane
na podstawie proporcji pomigdzy dlugoscia 1 szerokoscia. Czy to program mierzyl komorki i
wybierat je na podstawie tych pomiardw, a tylko zaznaczane byty manualnie czy tez odbywato
si¢ to na innej zasadzie? Jak rysowano nerwy, recznie czy przy pomocy programu? Zdjecia
zamieszczone w Fig. 3.6, ktore prawdopodobnie miaty obrazowaé dzialanie programu sa
nieczytelne. Ponadto narysowany wzoér uzylkowania nie do konca odpowiada wzorowi



zaznaczonych komorek. Z tego wzgledu prositabym o wyjasnienie wszystkich kolejnych
etapow rekonstrukeji pasm waskularnych.

W Wynikach zaprezentowano szereg ciekawych doswiadczen opisanych w 11 rozdziatach.
Opis jest w wiekszo$ci klarowny 1 syntetyczny, towarzysza mu dobrze opracowane figury
zawierajace zdjecia, schematyczne rysunki 1 wykresy. Wszystkie elementy figur wazne dla
interpretacji wynikow sg bardzo dobrze oznaczone. Zabrakto mi jednak, w przypadku figur
dotyczacych analiz morfologicznych, pokazania, oprocz zdje¢ z narysami pasm waskularnych,
takze oryginalnych skandéw, z widocznym uktadem komorek. Ponadto liczba analizowanych
prob dla kazdej linii 1 kazdego wariantu eksperymentu i nie zawsze jest wyraznie podana.
Wielko$¢ prob jest generalnie bardzo zmienna, co moze wynika¢ z trudnos$ci technicznych
podczas preparacji. Tutaj chcialabym podkresli¢, ze analizy przeprowadzone w ramach
prezentowanej rozprawy sg bardzo trudne zaré6wno technicznie jak 1 w interpretacji. Sg one
czasochlonne, wymagaja koncentracji, cierpliwosci 1 zdolno$ci manualnych. Biorgc pod uwage
liczbe¢ réznych wariantow eksperymentéw przeprowadzonych w ramach tej rozprawy,
chciatabym zwro6ci¢ uwage na ogrom pracy wlozony przez Doktorantke w jej przygotowanie.

Doktorantka uzyskata wiele niewatpliwie waznych wynikow, chciatabym jednak wyjasni¢
kilka aspektow. 1) Rozdzial odnoszacy si¢ do podawania NPA, wymaga wyjasnienia.
Traktowanie NPA catkowicie zmienia wzor uzytkowania w lisciu, co zostato pokazane w pracy
Mattsson i in. 1999. Stwierdzono w niej, ze juz przy stezeniu 80um NPA nie rozwija si¢ zyltka
srodkowa. Stezenie NPA stosowane przez Doktorantke wynosito az 100mM. Jestem cieckawa z
czego wynikal wybor az tak wysokiego ste¢zenia? Ponadto chcialabym spyta¢, w jaki sposob
doktorantka rozpoznawata i wyznaczala poszczego6lne analizowane parametry (nerw gtéwny,
nerwy drugorzedowe, rozgalezienia i pgtle) przy catkowicie zmienionym wzorze uzytkowania i
ksztalcie liscia, jaki powinien mie¢ miejsce przy zastosowaniu tak wysokiego stezenia
inhibitora? Doktorantka stwierdzita, ze aplikacja NPA powoduje zmniejszenie liczby petli
drugorzedowych, podczas gdy Mattsson 1 in. 1999 pokazuja wzrost liczby tych nerwoéw. Podaje
rowniez, ze uzyskane przez Nig dane sugeruja zwigkszenie liczby pasm nerwow
pierwszorzgdowych (Fig. 4.14C). Tymczasem Mattsson i in. 1999. dowodza, ze przy wysokim
stezeniu NPA nerw $rodkowy nie powstaje. Prositabym, aby Doktorantka odniosta si¢ do tych
réznic podczas obrony. Chcialabym jednocze$nie zaznaczy¢, ze badania Mattsson 1 in. opieraty
si¢ na analizach rozwoju pasm ksylemu, natomiast badania Doktorantki dotyczyty innego,
znacznie wczesniejszego etapu, jakim jest rozwoj prokambium. 2) W opisie wynikow
dotyczacych ablacji czesto pada termin li$¢ starszy lub mlodszy, a takze jest mowa o op6znieniu
tworzenia petli. W jaki sposob ustalano wiek lisci w tych eksperymentach, aby moéc to
stwierdzi¢? 3) Kolejne pytanie dotyczy analizy rozwoju prokambium w nerwach
drugorzgdowych przed i po apikalnej ablacji. Doktorantka podaje, ze w zawiazkach po ablacji,
komorki prokambium w pasmach drugorzgdowych sg znacznie stabiej rozwinigte, co objawia
si¢ ich mniej wydtuzonym ksztattem w poréwnaniu do kontroli, gdzie komoérki prokambium sa

prawie 3-4 razy dluzsze niz szersze. W Fig. 4.20 zaznaczono analizowane rejony, ale wydaja
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si¢ one nie do konca poréwnywalne, a metodyka tych analiz nie jest wyjasniona. Stad moje
pytania: Czy poréwnywano tylko te zaznaczone obszary i takze inne? Czy komorki byly
analizowane na podstawie pomiardw np. przy pomocy programu stosowanego do innych analiz,
czy tylko na podstawie obserwacji morfologicznych?

Dyskusja jest dobrze napisana, w oparciu o dostepng literaturg 1 pokazuje, ze Pani mgr
Nikolina Skowronska posiadta umiejetnos¢ krytycznej interpretacji otrzymanych wynikéw oraz
wyciggania wlasciwych wnioskow. Calo$¢ dyskusji jest podzielona na pig¢ podrozdziatdéw
zgodnych z postawionymi celami pracy. W pierwszym z nich dyskutowana jest uzytecznos¢
opracowane] przez Doktorantke metody analizy, w drugim Doktorantka odnosi si¢ do
powstawania i roli epidermalnych zroédet auksyny dla rozwoju uzytkowania, w kolejnych dwoch
rozdzialach dyskutuje mechanizmy regulujace powstawanie nerwu gléwnego 1 petli nerwow
drugorzedowych, a w ostatnim, odnosi si¢ do zwigzku pomigdzy wzrostem blaszki liSciowej a
formowaniem uzytkowania. Omawianie kazdego z zagadnien w osobnym rozdziale sprawia, ze
dyskusja jest przejrzysta 1 dobrze si¢ ja czyta. Wnioski zamieszczone w czesci koncowe;j
rozprawy s3 bardziej podsumowaniem najwazniejszych wynikow, w ktorym Doktorantka
odnosi si¢ dosy¢ szczegotowo zarowno do gldéwnych jak 1 szczegotowych celow postawionych
W pracy.

Do najwazniejszych wynikéw uzyskanych przez Doktorantke moim zdaniem nalezy
zaliczy¢: 1) Wykazanie r6zni¢ w morfologii komoérek prokambialnych w obrgbie pojedynczych
nerwow drugorzedowych, co wskazuje na niejednoczesny rozwodj prokambium w obrebie
pojedynczego pasma i pozwala na okreslenie kierunkéw jego progresywnego wyodrebniania,
2) Pokazanie, ze podczas wczesnego etapu rozwoju prokambium, wydluzony ksztatt komorek
jest efektem podziatow a nie elongacji, co wcigz pozostaje kwestig dyskusyjna, 3) Wykazanie,
ze epidermalne Zrédta auksyny nie sg konieczne dla prawidtowego rozwoju nerwu gléwnego 1
nerwow drugorzedowych, 4) Udowodnienie znaczenia sygnalu, prawdopodobnie auksyny,
pochodzacego z juz istniejacej waskulatury, dla rozwoju nowych pasm waskularnych.

Jestem rowniez ciekawa zdania Doktorantki odnos$nie dwoch dodatkowych aspektow,
prositabym, aby odniosta si¢ do nich podczas obrony:
1) We wstepie Doktorantka napisata, Ze pierwszym etapem rozwoju waskularnego i
powstawania wzoru jest specyfikacja komorek prokambialnych w obrebie tkanek
podstawowych. Czy specyfikacje komorek prokambialnych rzeczywiscie mozna uznaé za
pierwszy etap rozwoju waskularnego? Czym w takim razie jest preprokambium i czy moze mie¢
znaczenie dla rozwoju systemu przewodzacego w lisciu?
2) Czy pasmo waskularne wyznaczane przez polarny, bazypetalny transport auksyny z miejsca
inicjacji zawigzka w stron¢ istniejacej waskulatury pedu (zanim pojawi si¢ uwypuklenie
zawigzka) mozna nazywa¢ nerwem gltoéwnym ($rodkowym). Czym jest w takim razie $lad
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lisSciowy? Jaka jest r6znica pomig¢dzy $ladem lisciowym a nerwem glownym? Czy jest mozliwe
ich rozréznienie podczas wezesnych etapow waskularyzacji nowego organu?

Whiosek koncowy

Podsumowujac, uwazam, ze oceniana rozprawa doktorska przedstawia nowe 1 wartosciowe
dla nauki wyniki, ktére pozwalaja inaczej spojrze¢ na przedstawiany dotychczas model
waskularyzacji licia. Rozprawa zawiera rowniez aspekty nowatorskie jak np. opracowanie
nowej metody analizy dorostych lisci czy zastosowanie ablacji mechanicznej réznych rejonéw
rozwijajacego si¢ zawigzka. Doktorantka wykazata, ze posiadta umiejetnos¢ formutowania
problemow badawczych, planowania eksperymentow 1 ich realizacji, jak rdéwniez wyciggania
wnioskow 1 ich interpretowania w odniesieniu do obecnego stanu wiedzy. Moje, zamieszczone
powyzej pytania i uwagi nie podwazajag w zaden sposob wartosci merytorycznej pracy jako
catosci, maja na celu jedynie wyjasnienie kwestii, ktore mogly zosta¢ przeoczone, lub nie do
konca wyjasnione w pracy, wynikajg takze z checi dyskusji z Doktorantka nad niektorymi
problemami badawczymi zwigzanymi z waskularyzacja, ktorymi jestem szczegolnie
zainteresowana.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska speinia wymagania Ustawy o
stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki z dnia
18.07.2018 1. (art. 187, Dz. U. 2022 poz. 574. ze zm.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani mgr Nikoliny Skowronskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 1.09.2023 Alicja Banasiak



