UNIWERSYTET
MIKOtAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

Woydziat Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych

dr hab. Justyna Wisniewska, prof. UMK Torun, 4.08.2023
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych

Instytut Biologii

ul. Lwowska 1,

87-100 Torun

e-mail: jwisniew@umk.pl
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Przedmiot i cel rozprawy

Przedmiotem badan opisanych w recenzowanej pracy doktorskiej mgr Nikoliny Skowronskiej pt.
,Formation of vascular pattern in Arabidopsis leaf promordia’> wykonanej w Katedrze Biofizyki
i Morfogenezy Roslin, Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach pod kierunkiem promotor: dr. hab. Agaty Burian, prof. US jest poznanie tworzenia sie
wzorca wigzki przewodzacej w primordiach lisci Arabidopsis thaliana.

Wiazki przewodzace wystepuja we wszystkich organach roslinnych, czyli w todygach, korzeniach
lisciach, kwiatach i owocach. Sktadajg si¢ z tkanek przewodzacych: floemu i ksylemu. To wiasnie nimi
transportowane sa do organow roslinnych rézne substancje, takie jak cukry, biatka czy woda, bez ktérych
funkcjonowanie rosliny byloby niemozliwe. Uktady waskularne (popularnie nazywane nerwacja) zaleza
scisle od ksztattu liscia i ulegajg rozwojowi w trakcie jego wzrostu. Uktad siatkowy jest charakterystyczny
dla liSci roslin dwulisciennych, a roéwnolegly dla lici roslin jednolisciennych. Muszg zatem istnie¢
mechanizmy kontrolujace tworzenie si¢ takich uktadow. Kluczowa role odgrywaja tutaj czynniki endogenne
zapewniajace cigglosc¢ i integracje nowo powstajacych struktur z juz istniejgcymi. Tkanka waskularna moze
tez by¢ wykorzystywana do przesytania pewnych sygnatow do wierzchotkowych czesci pedu, dzigki czemu
tworza si¢ nowe organy. Auksyna to hormon kontrolujacy m.in. filotakcje czy inicjacje tkanki waskularnej, a
istnieje wiele roznych hipotez thumaczacych, w jaki sposdb hormon ten wplywa i reguluje te procesy.

Doktorantka, pod opieka naukowa Pani dr. hab. Agaty Burian, prof. US podjela ambitne
i istotne dla nauki wyzwanie jakim bylo poznanie tworzenia si¢ wzorca wigzki przewodzacej
w primordiach lisci Arabidopsis thaliana. Badania finansowano z grantu NCN SONATA BIS6
(2016/22/E/NZ3/003442).

Uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej wyniki badan sa warto$ciowe zostana
w przyszlosci opublikowane w renowowanym czasopismie naukowym, co dodatkowo podkresla
warto$¢ naukowg recenzowanej pracy. Oceniajac dysertacje nalezy zwrdci¢ szczegélna uwage na fakt,
ze temat dysertacji jest niezwykle interesujacy i nowatorski w zakresie badan podstawowych, gdyz
wykorzystano nowoczesne obrazowanie przy pomocy laserowego mikroskopu konfokalnego FV1000
Olympus w warukach in vivo zawiazkéw lisci od momentu ich powstania na wierzchotku pedu do
wytworzenia gléwnej wigzki przewodzacej i kilku bocznych, a jako materiat do badan wykorzystano kilka
linii transgenicznych: DR5v2:GFP, DR5v2:YFP, pATHB8:YFP, pTAAL:TAA-GFP, pYUC4:GFP oraz
mutanty pinl i cuc2 cuc3 skrzyzowane z DR5v2:YFP A. thaliana.

Ocena merytoryczna — struktura, jezyk rozprawy, najwainiejsze osiggniecia naukowe
Pod wzgledem formalnym rozprawa jest typowa monografia o charakterze eksperymentalnym. Praca

zostata napisana w j. angielskim, liczy 125 stron oraz zawiera tacznie 46 figur. W pracy zacytowano 116
pozycji literatury, z wiodacych, miedzynarodowych czasopism. Zawiera typowe rozdzialy: wstep
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(odpowiednik przegladu literatury), cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, spis literatury
i streszczenie w j. angielskim i j. polskim. Od strony jezykowej manuskrypt napisany jest dobrze, wszystkie
cze$ci rozprawy zostaly napisane poprawnym, wolnym od powazniejszych bledéw gramatycznych
i stylistycznych. Zastrzezenia budzi nieprecyzyjne cytowanie literatury w calej dysertacji (glownie dotyczy
to wstepu i dyskusji), co tylko w nieznacznym stopniu obniza poziom recenzowanej dysertacji. Przed
opublikowaniem wynikéw w renomowanym czasopiSmie prosze¢ na ten aspekt zwroci¢ szczegodlng uwagg.
Ponizej wymieniam popetnione btedy, ktorych nalezy uniknaé podczas przygotowania manuskryptu do
publikaciji:

- nieprawidtowy rok wydania publikacji (str. 6 Dengler jest 2000 a powinno by¢ 2006, Scarpella
i Meijer 2010 a powinno by¢ 2004, str. 10 Zhao 2014 a powinno by¢ 2012, Perico et al. 2021 a powinno by¢
2022, str. 19 Husbands et al. 2015 a powinno by¢ 2016, str. 23 Sawchuk et al. 2013, str. 33 Kang and Dengler
2002 a powinno by¢ 2004, Wenzel et al. 2021 a powinno by¢ 2007, str. 95 Kastanaki et al. 2022 powinno
by¢ aib)

-nieprawidlowe cytowanie pracy Scarpella et al. 2004 a powinno by¢ Scarpella and Meijer 2004 — na
str. 31, 32, 95

- brak zacytowania literatury w spisie literatury (str. 8 Aichinger et al. 2012, Esau 1965, str. 9 Carles
and Fletcher 2003, str. 11 Wisniewska et al. 2006, Keneda et al. 2011, Peret et al. 2012, str. 20, 23, 95, 97
Krishna et al. 2021, str. 63 Caggiano et al. 2017, str. 96 Kang i Dengler 2002, Sawchuk et al. 2023, str. 102
Banasiak and Biedron 2018, str. 106 Burian et al. 2019, str. 107 i 108 Dengler and Kang 221, Donnelly et al.
1999

- 5 zamieszczonych pozycji w spisie literatury, ktore nie zacytowano w dysertacji (pozycji 12, 15, 30,
79, 116).

W catej pracy pojawiaja si¢ nieliczne btedy redakcyjne np. opis pod rycinami jest przeniesiony na
nastgpng strong. Praca zostala pod wzgledem redakcyjnym zredagowana b. staranie. Autorka poswiecila
wiele uwagi przygotowanym figurom, ktoére sa niezwykle starannie wykonane, dobrej jakosci oraz
ulatwiajgq zrozumienie problemu naukowego (16 figur zamieszczonych we wstepie dysertacji) lub
planowanych doswiadczen i uzyskanych wynikow (6 figur zamieszczonych we materiatach i metodach
oraz 24 figury w wynikach dysertacji), co zastuguje na szczegélne podkreslenie.

Wstep przejrzys$cie wprowadza czytelnika w temat i utatwia zrozumienie celu jak i zaplanowanych
badan. Doktorantka przedstawila, w oparciu 0 prawidtowo i odpowiednio dobrang literature naukowag,
aktualny stan wiedzy dotyczacy: budowy merystemu apikalnego pedu oraz wzorca tkanki przewodzacej w
lisciach, biosyntezy i mechanizm polarnego transportu auksyny oraz szlaku transdukcji sygnatu tego
fitohormonu odgrywajacego istotng role w tworzeniu tkanki przewodzacej, inicjacji lisci i utrzymaniu wzorca
merystemu apikalnego pedu. Ponadto przedstawita proces formowania liscia oraz gtownej wigzki
przewodzacej jak i bocznych w liscieniach i lisciach u A. thaliana - organizmu modelowego w badaniach
podstawowych. W oparciu o odpowiednio dobrang literature naukowa wyjasnita tez istotng role auksyny w
tworzeniu tkanki przewodzacej, zwracajac szczegolng uwage na role polarnego transportu auksyny i udziat
biatka PIN1, opisata tworzenie wzorca gradientu stezenia auksyny w lisciu, wynikajacego zarowno z
biosyntezy jak i transportu tego fitohormonu oraz powstawanie prokambium i pre-prokambium.

Cele pracy zostaty jasno zdefiniowane tj.

- stworzenie i dopracowanie protokolu wykorzystujacego obrazowanie przy pomocy laserowego
mikroskopu konfokalnego do badan inicjacji tkanki waskularnej w warunkach in vivo w zawigzku liscia u
A. thaliana, ktory utatwi monitorowanie formowania si¢ tkanki przewodzacej we wczesnych stadiach
rozwojowych oraz pozwoli na szczegdélowa analiz¢ anatomiczng tj. identyfikowanie np. komorek
prokambium (co nie byto do tej pory nie byto wykonywane i opublikowane) oraz umozliwi on zaburzenie
rozwoju primordium poprzez traktowanie chemiczne lub mechaniczne.
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- wykazanie czy zrodta auksyny w lisciu (w apikalnym regionie zawigzka lisci jak i 2 boczne, w
marginalnych regionach zawigzka liScia) maja znaczenie podczas inicjacji i rozwoju wzoru tkanki
waskularnej li§cia tj. zarowno nerwu gldwnego jaki bocznych.

Podsumowujac, podjete w rozprawie badania uwazam za aktualne i interesujace dla
wspoélczesnej nauki.

Materialu i metody. W pracy wyszczegolniono material badawczy - linie transgeniczne:
DR5v2:GFP, DR5V2:YFP, pATHBS8:YFP, pTAALTAA-GFP, pYUC4:GFP oraz mutanty pinl i cuc2 cuc3
skrzyzowane z DRS5v2:YFP A. thaliana. Szczegotowo opisano i zobrazowano metody badawcze.
Nowatorskie podejécie do uzyskania materiatu wyj$ciowego do badan tj. 150-200 um dtugosci zawigzkow
pedu z rozwinigtymi zawigzkami lisci kultywowanymi w warunkach in vitro jest bardzo ciekawym
rozwigzaniem. Interesujacy jest fakt, ze pozywka Murasshige i Skoog (MS) w ktorej przez 3-4 dni zawiazki
pedu z rozwinigtymi zawigzkami lisci A. thaliana byly kultywowane zawierata dodatkowo gibereling - GA3
i kinetyne, ale Autorka nie wyjasnia dlaczego te 2 hormony dodawano do pozywki i czy moga mie¢ one
wplyw na uzysSkane wyniki badan. Metoda clearing of leaf primordia (podrozdziat 3.2.2, str. 37) zostata
opracowana przez Wuyts et al. (2010) i zmodyfikowana. W opisie brakuje mi jednak szczegétowego
wyjasnienia dlaczego dodawano poszczegdlnych roztworéw i na czy polegaty modyfikacje. Dopiero
w dyskusji wyjasniono dlaczego zastosowano roztwor pseudo-Schiff, ale nie wyjasniono czy to miato duze
znaczenie dla bioobrazowania i uzyskania lepszych rezultatow. Brak tez informacji czy zanurzenie materiatu
w roztworze Hoyer’s (str. 37) mialo znaczenie dla bioobrazowania. Cenna bytaby tez mata adnotacja czy
testowano inne stgzenia i czasy traktowani primordium NAA (5 mM, 2 dni), IAA(5 mM, 100 ul, 2 dni) czy
NPA (100 mM, 5 dni) niz te opisane w dysertacji. Zwrocitam tez uwagg, ze zastosowano stosunkowo wysoka
moc lasera 15-20%. Pytanie czym to byto podyktowane i nie miato wptywu na uzyskane wyniki lub mogtoby¢
przyczyna uzyskania artefaktow. Do§wiadczenia z ablacja komodrek b. dobrze zaprojektowano, a uzyskane
wyniki sg niezwykle interesujace. Autorka zastosowala w pracy, co nalezy podkresli¢, nowatorskie
metody badawcze - obrazowanie przy pomocy laserowego mikroskopu konfokalnego FVV1000 Olympus,
ktore nie nalezy do latwych technik i zbieranie wynikow jest czasochlonne i pracochlonne. Do
opracowania wynikéw wykorzystano od 6 do 40 zdje¢ primordiow, w zalezno$ci od wariantu
doswiadczenia. Nowoscia godna zauwazenia jest tez fakt, Ze do okreSlania komoérek prokambiu
Doktorantka wykorzystala nowatorski program napisany w Pythonie. Bardzo mocng strong pracy jest
cze$¢ metodyczna pracy, gdyz aby rozwigza¢ wspomniane problemy badawcze Doktorantka wykazala
si¢ duza staranno$cia i wlozyla wiele wysilku, co zastuguje na szczegélne uznanie chociazby np.:
W przygotowywanie preparatéw mikroskopowych i analize przestrzennego wzoru aktywnoS$ci biatek
reporterowych - GFP, YFP.

Opracowanie uzyskanych wynikéw 1 dyskusja tez nie budzi zastrzezen. Wyniki ilustrowane sg
prawidtowo opisanymi i wykonanymi figurami. Zostaty one przedstawione kompaktowo, syntetycznie i jasno
usystematyzowane, zakonczone poprawnie sformutowanymi wnioskami. Ta cze$¢ dysertacji cechuje sie
wysoka jako$cia i starannoscia. Nalezy tez podkreslié kompleksowo$¢ uzyskanych wynikow, co
swiadczy dociekliwos$ci i poszukiwaniu rozwigzan probleméw badawczych. Ponadto podczas analizy
uzyskanych wynikow Doktorantka zastosowala prawidlowe analizy statystyczne (Student’s test,
Pearson’s correlation significance, U Mann-Whitney’s test)). Dyskusja uzyskanych wynikow to bardzo
istotna cze$¢ prac naukowych, ktora najczesciej jest wyzwaniem dla Doktorantow. Podczas czytania
rozprawy nasune¢to mi si¢ kilka pytan:

- Dlaczego zaobserwowata Pani réznice w uzyskanym obrazie po traktowaniu primordium DR5v2:YFP
auksyna syntetyczna - NAA lub auksyna naturalng - IAA (Fig 4.8 i Fig 4.11 oraz Fig 4.9 i Fig 4.120raz Fig
4101 Fig 4.13) (str. 64 i 69).
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- Jaki wg Pani (na podstawie dostepnej literatury) moze by¢ potaczenie pomigdzy polarnym transportem
auksyny a jej biosynteza, skoro obserwuje si¢ W literaturze (badania prof. J. Frimla na wierzchotku wzrostu
korzenia A. thaliana), ze zaburzenie jednego z nich wptywa na drugi (str. 100)?

- Czy w literaturze znany jest jaki$ czynnik, ktory jest transportowany przez tkanke przewodzacg i moze
stymulowac¢ réznicowanie prokambium w tyko lub drewno? (str. 108)

Za najwazniejsze osiagni¢cia naukowe W przedstawionej pracy doktorskiej uznaje:

- zastosowanie nowatorskiej metody badawczej - obrazowania przy pomocy laserowego mikroskopu
konfokalnego FV1000 Olympus w warunkach in vivo, co umozliwito $ledzenie posrednio wzorca
podwyzszonego poziomu auksyny oraz wzorca tkanki waskularnej w rozwijajacym si¢ primordium lisci od
momentu ich powstania na wierzchotku pedu do wytworzenia gldwnej wiazki przewodzace;j i kilku bocznych
w liniach transgenicznych A. thaliana: DR5v2:YFP, pATHB8:YFP, pTAAL1:TAA-GFP, pYUC4:GFP oraz
mutantach pinl i cuc2 cuc3 skrzyzowanych z DR5v2:YFP,

- wykazanie, ze lokalnie podwyzszony poziom ekspresji DR5V2:YFP oznacza nie tylko inicjowanie tkanki
waskularnej, ale tez prawdopodobne miejsca zrodta auksyny w apikalnym i lateralnym regionach
primordium,

- analiza lokalizacji ekspresji pTAALTAA-GFP i pYUC4:GFP sugeruje, ze synteza auksyny wystepuje
w okreslonych lateralnych regionach primordium i zalezy od jej biosyntezy ale tez i polarnego transportu
auksyny,

- wystgpowanie w apikalnym regionie primordium podwyzszonego poziomu auksyn nie zalezy od jej
biosyntezy, gdyz nie stwierdzono lokalnej regulacji TAA1 i YUC4 w tym regionie, ale raczej od jej polarnego
transportu,

- glowna wigzka przewodzaca w primordiach lisci przechodzi zmiany rozwojowe tj. dlugos¢ komorek
prokambialnych i ich szerokos$¢ zmienia sie podczas wzrostu primordium, r

- réznicowanie komoérek w gtownej wigzce przewodzacej zachodzi w kierunku akropetalnym, co objawia sig¢
bardziej wydtuzonymi komoérkami prokambialnymi i ich wigksza liczba w regionie basalnym primordium,
za$ powstawanie pasm wigzki przewodzacej drugiego rz¢du odbywa sie w kierunku basalnym w primordiach,
- podczas rozwoju nastepuje wzrost dtugosci primordium lisci, co jest skorelowane odpowiednio z elongacja
komorek prokambium oraz ich szeroko$cig i jest on symetryczny (Co wykazano po raz pierwszy),

- dowiedziono, ze gtdéwna wigzka przewodzaca w primordiach lisci jest potaczona z apikalnym zrodiem
auksyny, ale nie jest ono kluczowe w ksztattowaniu tej gtéwnej wiazki przewodzacej, za$ lateralne zrodta
auksyny konieczna sg do indukcji wolno zakonczonych wigzek przewodzacych,

- traktowanie auksyng powoduje wzrost dtugosci primordium, co jest skorelowane odpowiednio z elongacjg
komorek prokambium oraz podnosi poziom auksyny nie tylko w apikalnym i lateralnych zrédtach auksyny
ale i innych wewngtrznych tkankach,

- ablacja komorek, ktora objela apikalne lub lateralne Zrodta auksyny spowodowata zmiang ksztattu
primordium i lokalizacj¢ ekspresji DR5v2, co wskazuje na wazne znaczenie w wzroscie i rozwoju primordium
oraz formowaniu wzorca wiazki przewodzace;j.

Whniosek koncowy

Nie mam watpliwosci, ze w swojej rozprawie doktorskiej mgr Nikoliny Skowronskiej podjeta
istotny problem badawczy oraz przedstawita w sposob satysfakcjonujgcy jego rozwigzanie. Dlatego z
pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Nikoliny Skowronskiej pt. ,,Formation of vascular pattern in Arabidopsis leaf promordia’ speinia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 18 lipca 2018 r. art. 187 (Dz.U. 2022 poz. 574) i wnioskuj¢ do Rady
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Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach o dopuszczenie mgr Nikoliny Skowronskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie ze wzgledu na wysoki poziom przedstawionej dysertacji wnioskuje do Wysokiej
Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach 0
wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Nikoliny Skowronskiej stosowna nagroda.
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