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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Niny Skrzydel, pt. ,,Dynamics of

composition and structure of Arabidopsis thaliana cell walls in sepal epidermis.”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Instytucie Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, pod kierunkiem Prof.
dr hab. Doroty Kwiatkowskiej i Dr hab. Romana Wrzalika, prof. US. Badania byly finansowane z
projektu ERA-CAPS finansowanego przez NCN, kierowanego przez promotora pracy, Prof. dr hab.
Dorote Kwiatkowska.

Sciana komérkowa otaczajagca komorki roslinne jest ztozong strukturg zbudowang z wielu
polimeréw, gtéwnie polisacharydéw, ale rowniez zwigzkéw aromatycznych i glikoprotein, ktore sa
ze sobg powigzane tworzac skomplikowana sie¢. Sklad $ciany i interakcje pomiedzy poszczegdlnymi
polimerami ulegaja ciggtym modyfikacjom i przebudowie zapewniajac ochrong¢ mechaniczng
komoérkom, determinujagc ich wzrost i morfogeneze, jak réwniez wptywajac na odpowiedz
komorkowa na stres biotyczny i abiotyczny. Z tego wzgledu poznanie sposobu w jaki rosliny buduja
sciang komérkowa i zrozumienie procesow, ktére w niej zachodzg jest jednym z gtéwnych kierunkéw
badan w biologii roslin. Mimo rozwoju nowych technik badawczych i wielu waznych odkryé
dotyczacych interakcji pomiedzy poszczegélnymi polimerami, powigzanie ich dynamiki z
konkretnymi procesami morfogenetycznymi pozostaje nadal duzym wyzwaniem. Pani Joanna
Skrzydet w ramach pracy doktorskiej podjeta si¢ zbadania, w jaki sposéb zmienia sie struktura i sktad
Sciany komodrkowej podczas wzrostu komérek epidermy dziatek kielicha, kwiatéw Arabidopssis
thaliana, ktére sg obecnie jedna ze struktur modelowych w badaniach nad $ciang komérkowg. W
swoich badaniach skoncentrowata si¢ na ustaleniu czy zmiany skfadu i anizotropii strukturalnej

Sciany komorkowej, anizotropia wzrostu komorek i rozw6j wzoru przestrzennego kutykuli sg ze sobg

il



powiazane, a jesli tak, to w jaki sposob, co stanowi bardzo wazne zagadnienie z punktu widzenia
zrozumienia oddziatywan pomigdzy elementami $ciany komérkowej, warunkujgcych morfogeneze

komorek roslinnych, a tym samym dla rozwoju dyscypliny nauki biologiczne.
Ocena formalna i merytoryczna

Oceng rozprawy opartam gtéwnie na kryteriach okreslonych, zgodnie z obowigzujaca ustawa jako

wymaganych do spetnienia od osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma form¢ manuskryptu przygotowanego w jezyku angielskim,
ktory liczy 151 stron. Zwraca uwagg jego bardzo klarowna i spojna struktura. Wstep jest konkretny i
przemyslany, cel przejrzysty i wyraznie okreslony w formie pieciu hipotez, uzyskane wyniki utozone
w formie trzech gtéwnych rozdziatéw, a nastepnie obszernie przedyskutowane, wnioski, albo moze
raczej podsumowania, sg czytelne, odnoszace si¢ bezposrednio do postawionych hipotez. Jako
suplement zostata zatgczona réwniez szczegétowa tabela zbierajaca wszystkie najwazniejsze wyniki,
umozliwiajgca ich poréwnanie na réznych poziomach. Cytowana literatura zgodnie ze spisem
zawiera 201 pozycji, chociaz mozna zauwazy¢ kilka rozbieznosci pomiedzy cytacjami w tekscie
pracy, a spisem literatury: cztery prace nie sa zacytowane w tekscie (Boudaoud et al. 2014, Burda et
al. 2024, Caffall &Mohnen 2009, Ochoa-Villarreal et al. 2012), dwéch prac brakuje w spisie
(Chylinska 2016 i Gierlinger et al.2019), dwie prace s3 podane w spisie dwukrotnie: Mazurek et al.
2013 i Stepinski et al. 2020), a w dwoch jest niezgodnos¢ w datach publikacji. Do rozprawy, ktéra
zostata napisana w jezyku angielskim, zatgczono streszczenie w jezyku polskim, spetniajac tym

samym wymog ustawowy. Catos¢ pracy jest generalnie dobrze napisana i przemyslana, a jej zwiezty

i przejrzysty styl sprawia, ze czyta sie jg bardzo dobrze.

Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogélna wiedze teoretyczng

osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora w okreslonej dyscyplinie

Po zapoznaniu si¢ z cato$cig pracy nie mam watpliwosci, ze Doktorantka prezentuje szeroka
0gblng wiedzg z zakresu tematyki jej badan i potrafi ja wykorzystaé. Przygotowany przez nig wstep
do manuskryptu zawiera zwiezly, przejrzysty opis wszystkich zagadnien waznych dla zrozumienia
pracy, w oparciu o bogatg literature, ktéra zostata odpowiednio dobrana i zacytowana. W jego
pierwszej czgdci Doktorantka opisuje strukture, skiad i niektére aspekty zwiazane z biosyntezg i
przebudowa pierwotnej $ciany komérkowej, zwlaszcza te majace bezposredni zwigzek ze zmianami
wiasciwosci mechanicznych. Pézniej wyjasnia czym jest spektroskopia Ramana i w jaki sposob jest
wykorzystywana w analizach $cian komoérkowych, a nastepnie opisuje dziatki kielicha Arabidopsis

Jjako ukfadu modelowego w badaniach nad morfogeneza. W ostatniej czesci charakteryzuje kutykule



jako element zewnetrznej $ciany komorek epidermy i opisuje teorie probujace wyjasnié powstawanie
specyficznych wzoréw kutykularnych. Tekst zostal uzupetniony bardzo pomocnymi ilustracjami.
Wszystkie zagadnienia sa dobrze opisane w bardzo przystepny sposéb, chociaz uktad rozdzialow
moglby by¢ nieco inny. Szczegoélnie mylace byto rozdzielenie opisu podstawowego sktadu $cian
komérkowych i ich przebudowy od modyfikacji $ciany jaka jest odkladanie kutyny, rozdziatami
dotyczagcymi spektroskopii Ramana i modelu badawczego. Polgczenie tych dwoch rozdziatow
mogtoby poprawi¢ odbiér przygotowanego wstgpu merytorycznego. Réwniez osobne przedstawienie
dwoch rozdziatéw, w ktérych byly wyszczegélnione identyczne podsekcje (celuloza, hemicelulozy,
pektyny) wprowadza nieco zamieszania. Gdyby rozdzialy te zostaly potaczone, mozna byloby
unikng¢ pewnych powtdrzen i poczucia, podczas czytania pierwszego rozdziatu, ze pewne informacje
sa niepelne. Mam jeszcze kilka dodatkowych uwag. 1) W przypadku jednego z mutantéw
wykorzystanych w badaniach - pme32 brakuje jakiegokolwiek opisu i odniesienia do literatury.
Doktorantka odnosi si¢ natomiast do jednego z innych mutantéw metyl-esterazy pektyn - pme35.
Dlaczego wiasnie do tego mutanta i co wiadomo o mutancie pme32, wybranym przez Nig do analizy?
2) Nastr.26 Doktorantka podaje, ze w kutykuli czasami wystepuja polisacharydy $ciany komérkowej,
nie podajgc odniesienia do literatury. Natomiast dwa zdania wczesniej napisata o polisacharydach
sciany jako jednym z giéwnych skfadnikéw kutykuli. Prosz¢ o wyjasnienie tych rozbieznosci i
informacje, co wiadomo na ten temat w przypadku zewnetrznej $ciany epidermy dziatek kielicha
Arabidopsis, ktére s3 w tej pracy obiektem badaf. 3) Na str. 29 pojawia sie tez drobna pomyika

dotyczaca skrétu nazwy mutanta, ktéra jest powtarzana w rozprawie (zamiast cdr powinno by¢ der).

Te drobne uwagi nie zmieniaja oczywiscie faktu, ze Doktorantka wykazala, iz posiada szeroka
wiedzg dotyczgca tematu prezentowanych badan. Jest to dobrze widoczne réwniez w dyskusji, gdzie
omawia wyniki swoich badan odnoszac si¢ do bardzo szerokich danych literaturowych i prezentuje
duzo bardziej szczegétowe opisy wielu zagadnien, trafnie odnoszac do nich swoje wyniki.
Swiadectwem wiedzy teoretycznej Doktorantki, ale réwniez opanowania przez nig umiejetnosci
formutowania probleméw badawczych jest takze przemyslane sformutowanie przez Nig celéw pracy

i zaproponowanie hipotez badawczych.

Moge wigc stwierdzié¢, ze rozprawa doktorska prezentuje ogdlna wiedze teoretyczna

Doktorantki w dyscyplinie nauk biologicznych, speliajac kryterium ustawowe.

Ocena wraz z uzasadnieniem czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnosé samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej przez osobe¢ ubiegajaca si¢ o nadanie stopnia doktora.

Osiagnigcie postawionych celéw badawczych wymagato od Doktorantki zaplanowania w

Sposob przemyslany eksperymentow, ich przeprowadzenia z wykorzystaniem réznorodnych technik



badawczych, a nastepnie krytycznej oceny uzyskanych wynikéw i wyciagniecia adekwatnych
wnioskéw, co zostato przez Doktorantke w pelni zrealizowane. W swojej pracy zastosowata
nowoczesne metody badawcze jakimi sg: spektroskopia Ramana, obrazowanie przyzyciowe z
wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, SEM, TEM i analizy danych z wykorzystaniem
specjalistycznego oprogramowania, udowadniajac, ze opanowala szeroki warsztat badawczy i jest
dobrze przygotowana do prowadzenia badan naukowych. Zastosowane metody zostaly z reguty
dobrze opisane, ale prositabym o ustosunkowanie si¢ do kilku moich drobnych uwag: 1) W metodyce,
przy podaniu mutantéw uwzglednionych w analizie brakuje odniesienia do literatury i informacji o
zrédle/sposobie uzyskania nasion. Proszg o uzupetnienie tych informacji, 2) Prositabym réwniez o
wyjasnienie, dlaczego roliny Arabidopsis do obrazowania Ramana rosty w warunkach innego
natgzenia Swiatla niz te do przyzyciowego obrazowania w mikroskopie konfokalnym. Czy mogto to
mie¢ znaczenie dla uzyskanych wynikéw? 3) W opisie metodyki Doktorantka podaje, ze obrazowanie
przyzyciowe wykonywano na pakach w 8-12 stadium rozwojowym, natomiast do analiz Ramana
pobierano pgki kwiatowe w 10-12 stadium rozwojowym. Dlaczego te stadia sie réznily? 4) Przy
opisie mikroskopii konfokalnej podane sa dwa mikroskopy, czy dany typ analizy byt zawsze
wykonany w jednym mikroskopie, tak zeby wyniki byly poréwnywalne? 5) Dlaczego w mikroskopii
konfokalnej uzyto lasera 488 opisanego w pracy jako optymalnego dla YFP? Czy analizowano linie

z tym markerem? W metodyce brakuje takiej informacji.

Czedc eksperymentalna pracy realizowana przez Doktorantke obejmowata trzy gtéwne grupy
eksperyment6w. Najpierw analizowano sklad i strukturalng anizotropie $cian komorkowych w
dziatkach kielicha roslin typu dzikiego (ekotyp Columbia) i czterech mutantéw o potencjalnie
zmienionych tych parametrach. Nastepnie sprawdzano dynamike zmian wzoru kutykularnego na
powierzchni sciany epidermy u roslin WT (Col.) i mutanta - mad5, a w ostatnim etapie zmiany we
wzorze grzbietow kutykularnych towarzyszace wzrostowi powierzchni komérek. Przeprowadzone
analizy dostarczyly warto$ciowych wynikéw, ktore zostaty z reguly dobrze zilustrowane i wiasciwie
zinterpretowane, co pokazuje zrozumienie przez Doktorantke omawianych proceséw biologicznych.
Kilka moich uwag do tej czgsci rozprawy: 1) W eksperymentach wykorzystano technike SEM i TEM,
a wyniki poréwnujace rosliny WT i mutanta mad5 zostaly zamieszczone w Fig. 4.17. Dlaczego
zdjgcia z TEM, pokazujace warstwowanie $ciany, zamieszczono tylko dla roslin WT? Brakowato
takiej informacji dla mutanta. Czy co$ wiadomo na ten temat na podstawie literatury? 2) W Fig. 4.18
14.19 fioletowe obrysy komoérek byty prawie niewidoczne nawet przy bardzo duzym powigkszeniu
wersji elektronicznej pracy, 3) W Fig. 4.19, na mapie A, s3 komérki zaznaczone gwiazdkami, ktérych
wzrost nie jest pokazany na mapie B, 4) W przypadku Fig. 4.21 i 4.22 nie ma opisywanych,

czerwonych ramion krzyzykéw wyznaczajacych kierunki wzrostu, co utrudnia zrozumienie tekstu i



czytanie map. 5) Dlaczego dla poszczeg6lnych paneli na tych figurach zastosowano bardzo zmienne
skale? To utrudnia poréwnanie intensywnosci sygnatu. 5) Czg$¢ podpisu do Fig. 4.22 jest podana
Jako taka sama jak w Fig. 4.21. Jednak oznaczenie komérek ,,5” jest na tych figurach inne. Na figurze
421 sa one zaznaczone gwiazdka, co oznacza, Zze sa to komérki przylegajace do komérek
szparkowych, podczas gdy na Fig. 4.22 nie ma takiego oznaczenia. Czy to s3 w takim razie inne typy
komoérek? 6) W rozdziale 4.2.2.1., w analizach formowania grzbietéw kutykularnych w komérkach
izodiametrycznych uwzgledniono tylko 6 komérek WT i az 18 mutanta mad5, podobnie w Fig.
4223 — odpowiednio 8 i 3 komorki. Skad wynikajg te réznice i czy maja znaczenie dla

wnioskowania?

Podsumowujac: dobrze przygotowany wstep, trafnie sformutowane cele pracy, przejrzysty
opis stosowanej metodyki, przeprowadzone eksperymenty, wnioski i dyskusja wynikéw oraz

wiasciwy dobér cytowan pokazujg, ze Doktorantka wykazuje umiejetnosé samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej. spetniajac kolejne kryterium ustawowe.

Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie

problemu naukowego.

Doktorantka zrealizowata cel pracy, ktérym byto potaczenie analiz dynamiki zmian lokalnego
sktadu scian komérkowych, anizotropii strukturalnej $cian, wzrostu anizotropowego komérek i
formowania wzoru przestrzennego kutykuli na powierzchni komérek epidermy, aby sprawdzié czy i
jak te procesy s ze sobg powigzane i przyblizy¢ si¢ do zrozumienia ich regulacji. Uzyskane przez
nig wyniki poszerzajg w sposob znaczacy nasza wiedze zaréwno z zakresu funkcjonowania komorki
roslinnej jak i biologii rozwoju roslin. Oryginalno$¢ rozwigzania przez nig problemu naukowego
przejawia si¢ w kilku aspektach: 1) Zbadaniu przy pomocy spektroskopii Ramana sktadu $cian
komérkowych miodszych i starszych komérek epidermy dziatek kielicha rolin WT i czterech
mutantéw, a nastgpnie stwierdzeniu na podstawie rozdzielonych dw6ch komponentéw, ze sktad ten
zmienia si¢ podczas ontogenezy i Ze zmiany te maja charakter ilosciowy a nie jakosciowy, 2)
Zidentyfikowaniu w Scianach pierwotnych pasm spektroskopii Ramana wrazliwych na polaryzacje,
ktdre s zwigzane nie tylko z celuloza, ale takze z kutyna, 3) Wykazaniu, ze u mutantéw, obnizony
spadek poziomu jednego z gtéwnych typéw polisacharydéw moze by¢ kompensowany przez inne
typy tych zwiazkéw, 4) Zbadaniu procesu formowania wzoru kutykuli na poziomie pojedynczej
komérki i wykazaniu zwigzku pomigdzy formowaniem grzbietéw kutykularnych a anizotropia
wzrostu komorki w skali komérkowej i subkomérkowej, jak réwniez pokazaniu, ze procesy te sg do
siebie réwnolegte. 5) Ujawnieniu potencjalnego zwigzku pomigdzy zmianami w formowaniu

grzbietéw kutykularnych, a zmianami stanu mechanicznego $cian komérkowych. 6) Wskazaniu



stabych stron i ograniczen spektroskopii Ramana w badaniach zewnetrznej $ciany epidermy dziatek
kielicha, pokrytej ztozonym wzorem kutykularnym, ktére powinny by¢ brane pod uwage w tego typu

analizach.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani Joanny Skrzydet stanowi oryginalne

rozwigzanie problemu naukowego. co jest zgodnie z wymogiem ustawowym.

Zagadnienia do omoéwienia podczas obrony:

1. Doktorantka napisala w dyskusji, ze Komponent 1 i Komponent 2, wyodrebnione z widma
ramanowskiego w celu analizy ilo$ciowej, byly do siebie podobne pod katem pasm
chemicznych dla polisacharydéw $ciany. Prositabym o dokladniejsze wyjasnienie, co byto
podstawg rozdzielenia tych dwdch komponentéw i czy ich podobiefistwo nie zaburza w
istotny sposéb wnioskdw wyciagganych z analiz.

2. W dyskusji, na stronie 115, Doktorantka opisuje ograniczenia spektroskopii Ramana i jako
jedno z nich podaje ograniczong glebokos$¢ penetracji. W zwigzku z tym prositabym o
wyjasnienie jaki jest jej zakres i czy na tyle gleboki, ze mozna uzyska¢ widma z catej grubosci
badanej sciany komoérkowej? Jakie moze mie¢ tutaj znaczenie rozna grubos¢ $ciany epidermy
w rejonach grzbietow kutykularnych i pomiedzy nimi?

3. Wnioski zamieszczone w rozprawie sa bardzo opisowe i stanowig bardziej podsumowanie
wynikéw. Z tego wzgledu prositabym o przedstawienie krétkich, konkretnych wnioskow, z
zaznaczeniem, ktdre sa zupetnie nowe, a ktére potwierdzaja wnioski/hipotezy wezesniejsze.

4. Jestem réwniez ciekawa, ktére wyniki Doktorantka uwaza za najistotniejsze i dlaczego? A

takze jak widzi perspektywy dalszych badan, w oparciu o uzyskane przez Nig wyniki?

Podsumowanie:

Uwazam, ze oceniana rozprawa doktorska przedstawia istotne dla nauki wyniki, ktére
przyblizaja nas do zrozumienia, w jaki sposob modyfikacje struktury i skladu $ciany komérkowe;j
zarowno lokalne jak i na poziomie calej komorki, regulujag procesy morfogenetyczne u roslin.
Przygotowana rozprawa doktorska pokazuje, ze Pani Joanna Skrzydet posiada odpowiednig wiedze i
umiejetnosei, aby formutowaé hipotezy badawcze, planowac i realizowaé eksperymenty, wyciggaé
wiasciwe wnioski i interpretowac je w odniesieniu do aktualnej wiedzy. Jest wiec, w mojej opinii,
dobrze przygotowana do prowadzenia samodzielnej pracy naukowej. Moje pytania i sugestie nie
podwazaja wartos$ci merytorycznej pracy, majg jedynie na celu wyjasnienie pewnych kwestii i ich

przedyskutowanie, co moze by¢ pomocne podczas przygotowywania pracy do druku.



Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymagania zawarte w art.
187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668,
ze zm.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowe;j Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani mgr Joanny Niny Skrzydet do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

A, Botwasel

dr hab. Alicja Banasiak, prof. UWr



