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Wprowadzenie i podstawa prawna recenzji

Niniejsza recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, ktéra decyzjg z dnia 26 wrze$nia 2025 r.
powotfata komisje doktorskg w postepowaniu o nadanie stopnia doktora Pani mgr Joannie Ninie
Skrzydet. Recenzja zostata sporzadzona zgodnie z obowigzujgcg procedurg nadania stopnia naukowego
doktora w dziedzinie nauk przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne, na podstawie przepiséw
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571).

Przedmiotem oceny jest rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Niny Skrzydet pt. Dynamics of
Composition and Structure of Arabidopsis thaliana Cell Walls in Sepal Epidermis, przygotowana w
ramach szkoty doktorskiej Uniwersytetu Slgskiego. Praca zostata wykonana pod opieka naukowa prof.
dr hab. Doroty Kwiatkowskiej oraz dr hab. Romana Wrzalika, prof. US.

Tematyka rozprawy miesci sie w nurcie badar z pogranicza biologii rozwoju roslin, biofizyki
oraz mechanobiologii, koncentrujgc sie na analizie struktury, sktadu chemicznego i funkcji pierwotnej
sciany komdrkowej w epidermie dziatek kielicha Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity) oraz jej
dynamiki podczas rozwoju organu.

Ogdlna charakterystyka rozprawy

Rozprawa liczy 151 stron i zostata podzielona na dziesieé rozdziatow. Czes¢ gtéwna poprzedza obszerny
i merytorycznie dopracowany wstep, stanowigcy naukowe wprowadzenie do zagadnien zwigzanych z
budowg, sktadem i dynamikg pierwotnej sciany komadrkowej roslin. Autorka w sposéb uporzgdkowany
i syntetyczny przedstawia organizacje i sktad pierwotnej Sciany komorkowej roslin okrytonasiennych,
omawia role pektyn, hemiceluloz i celulozy w ksztattowaniu wifasciwosci mechanicznych $ciany oraz
opisuje mechanizmy wzrostu komérek epidermy — ze szczegélnym uwzglednieniem zaleznosci miedzy
orientacjg mikrofibryli celulozowych a kierunkowoscig ekspansji komérkowej.

Istotnym elementem wprowadzenia jest rowniez szczegétowa charakterystyka struktury i
biosyntezy kutykuli, ze szczegélnym uwzglednieniem formowania sie wzoru kutykularnego na
epidermie, obejmujgcego drobne fatdy, listewki oraz inne elementy rzezby kutykuli (ang. cuticular
ridges) obserwowane w epidermie dziatek kielicha Arabidopsis thaliana. Autorka omawia ponadto
znane modele mechanistyczne dotyczace ksztattowania sie pofatdowarn kutykuli oraz uwarunkowania
geometryczne i biomechaniczne tego procesu. W koricowej czesci wstepu Autorka przedstawia bardzo
ogdlny zarys zastosowan technik spektroskopii oscylacyjnej, ze szczegdlnym uwzglednieniem
spektroskopii rozpraszania ramanowskiego jako narzedzia do analizy in situ sktadu chemicznego $cian
komérkowych. Ten fragment ma charakter raczej syntetyczny i petni funkcje skrotowego
wprowadzenia do metodologii zastosowanej w dalszej czesci rozprawy.

Czes$¢ eksperymentalna rozpoczyna sie (rozdziat drugi) sformutowaniem celéw i hipotez

badawczych, obejmujgcych pie¢ kluczowych zagadnien: zmiennos¢ sktadu pierwotnej sciany
komérkowej w trakcie rozwoju dziatek kielicha, anizotropie strukturalng jej komponentow,
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wystepowanie mechanizméw kompensacyjnych u analizowanych mutantéw, a takze formowanie oraz
modyfikacje wzoru kutykularnego w trakcie ekspansji powierzchni epidermy.

Rozdziat trzeci przedstawia opis przygotowania materiatu biologicznego oraz zastosowanych
metod pomiarowych. Podstawowa technike analityczng stanowi spektroskopia rozpraszania
ramanowskiego sprzezona z mikroskopig konfokalng, wsparta zestawem narzedzi chemometrycznych
i zaawansowanych metod analizy danych. Na podkreslenie zastuguje roéwniez wykorzystanie
komplementarnych technik mikroskopowych — transmisyjnej (TEM) i skaningowej (SEM) mikroskopii
elektronowej — ktdére poszerzajg mozliwosci interpretacyjne badan i potwierdzajg szeroki zakres
umiejetnosci metodologicznych doktorantki. Integracja tych metod pozwala na spéjne zestawienie
wynikéw odnoszacych sige zaréwno do sktadu chemicznego, jak i morfologii oraz dynamiki zmian
struktury powierzchni epidermy, a tym samym znaczaco wzmacnia wnioskowanie biologiczne.

Giéwna czes¢ pracy stanowig rozdziaty cztery i pieé, w ktérych przedstawiono analize map
spektroskopii rozpraszania ramanowskiego rejestrowanych wzdtuz scian komérkowych, segmentacje
widm z wykorzystaniem analizy skupieri metodg k-Srednich (ang. k-means clustering), identyfikacje
widm sktadowych przy uzyciu wielowymiarowej dekonwolucji krzywych metoda naprzemiennych
najmniejszych kwadratéw (MCR-ALS, ang. Multivariate Curve Resolution — Alternating Least Squares),
a takze badania anizotropii pasm zaleznych od polaryzacji, stuzagce ocenie stopnia uporzagdkowania
celulozy oraz komponentéw kutykuli. Czes¢ spektroskopowg uzupetniajg ilosciowe analizy geometrii
komodrek oraz dynamiki wzoru kutykularnego, prowadzone na podstawie sekwencji obrazéw
konfokalnych in vivo.

Zwieniczeniem rozprawy jest rozdziat szosty, w ktérym Autorka syntetyzuje uzyskane wyniki,
wskazuje ich znaczenie biologiczne i metodologiczne oraz proponuje dalsze kierunki badan — m.in.
wykorzystanie technik o wyzszej rozdzielczosci przestrzennej w analizie architektury kutykuli. Prace
odpowiednio zamykajg rozdziaty siedem do dziesie¢ stanowigce uporzadkowany alfabetycznie wykaz
literatury, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz dane uzupetniajace.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Rozprawa Pani mgr Skrzydet stanowi interdyscyplinarne opracowanie naukowe, tgczace metody
biologiczne, biofizyczne oraz spektroskopii molekularnej w analizie dynamiki pierwotnej Sciany
komorkowej epidermy dziatek kielicha Arabidopsis thaliana. Autorka w sposéb kompetentny
formutuje hipotezy dotyczace zmian skfadu chemicznego sciany komérkowej, jej anizotropii
strukturalnej, potencjalnych mechanizméw kompensacyjnych u mutantéw oraz zaleznosci pomiedzy
dynamika wzrostu komorek epidermy a powstawaniem i przebudowg elementéw rzezby kutykuli. Cata
czes¢ eksperymentalna zostata opracowana z duzym naktadem pracy i obejmuje odpowiednig liczbe
pomiaréw oraz analiz, co swiadczy o wysokim stopniu zaangazowania Autorki. Struktura badan jest
logiczna i dobrze powigzana z postawionymi hipotezami, jednak czes¢ wynikow wymaga pogtebione;j
analizy oraz rozszerzenia o dodatkowe dane referencyjne, aby wnioski mogty zosta¢ w petni
potwierdzone i jednoznacznie uzasadnione.

Jednym z mocnych elementéw rozprawy jest trafny dobor metod analitycznych oraz ich
integracja w ramach spdjnego podejscia badawczego. Spektroskopia rozpraszania ramanowskiego —
kluczowa technika zastosowana w pracy — zostata poprawnie wykorzystana w kontekscie
obrazowania i analizy heterogenicznosci Sciany komoérkowej. Niemniej, mimo wiasciwie
przeprowadzonych pomiaréw, analiza widm nie zawsze w petni wykorzystuje potencjat metody,
zwtiaszcza w zakresie jej czutosci na skfad chemiczny, koniecznosci pracy z widmami referencyjnymi
oraz jednoznacznego przypisania pasm, co ogranicza precyzje interpretacji. Waznym elementem pracy
jest zastosowanie zaawansowanych narzedzi chemometrycznych, ktére zwiekszajg wiarygodnosé
interpretacji i pozwalajg na ocene heterogenicznosci sktadu chemicznego sciany. Wyniki uzyskane w
rozprawie zostaty konsekwentnie odniesione do przyjetych hipotez. Autorka wnioskuje, ze sktad
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chemiczny pierwotnej sciany epidermy ulega ilosciowym zmianom podczas dojrzewania dziatek
kielicha, a zastosowanie metody MCR-ALS potwierdza przebudowe $ciany w czasie ontogenezy. U
mutantow zidentyfikowano dodatkowo subtelne réznice jakosciowe — m.in. brak jednego z pasm
kutykularnych w obszarach pomiedzy elementami wzoru kutykularnego u mutanta csil oraz
przesuniecie pasma hemicelulozowego w xylI — co potwierdza drugg czes¢ hipotezy 1. Autorka
wykazata obecno$¢ anizotropii strukturalnej pierwotnej $ciany komdrkowej, odzwierciedlonej w
pasmach zaleznych od polaryzacji, ktére obejmuja nie tylko celuloze, ale takze komponenty kutykuli.
Wyniki te potwierdzajg hipoteze 2 i sg spdjne z literaturg dotyczacg m.in. mutantéw zaburzajacych
dziatanie kataniny. Analiza udziatu sygnatéw przypisanych gtéwnym polisacharydom — pektynom,
celulozie i hemicelulozie — wskazuje na wystepowanie mechanizmu kompensacyjnego u mutantéw,
co potwierdza hipoteze 3. Z kolei dane uzyskane z obrazowania in vivo przedstawiaja dynamiczny
proces morfogenezy elementéw rzezby kutykuli, zalezny od anizotropii wzrostu i geometrii $ciany,
wspierajac hipotezy 4 i 5. Szczegdlnie interesujgce sg obserwacje dotyczgce mutanta mad5, u ktérego
ztozonos¢ wzoru kutykularnego oraz obnizony stopieri uporzadkowania mikrofibryli celulozowych
odzwierciedlajg zaburzong architekture $ciany.

Pomimo licznych zalet pracy, cze$¢ zagadnien zwigzanych z interpretacja danych
spektroskopowych wymaga doprecyzowania. Uwagi ponizsze nie podwazaja wartosci merytorycznej
rozprawy, lecz wskazujg obszary, w ktérych uzupetnienie lub pogtebienie analiz mogtoby dodatkowo
wzmocni¢ jej naukowy charakter.

W kontekscie pracy, w ktorej spektroskopia rozpraszania ramanowskiego stanowi
podstawowsq i decydujaca technike analityczng, nalezy wskazaé, ze czes¢ teoretyczna poswiecona tej
metodzie jest niewystarczajaco rozwinigta. Autorka trafnie identyfikuje pasma charakterystyczne dla
celulozy, hemiceluloz, pektyn oraz komponentéow kutykuli, jedynie na podstawie danych
literaturowych. W rozprawie szczegdlnie brakuje widm referencyjnych (standardow) wszystkich
gtéwnych komponentéw $ciany komoérkowej oraz — co kluczowe — woskéw epikutykularnych.
Wskazanym byloby aby pomiary tych standardéw odbyty sie w identycznych warunkach
instrumentalnych jak badanych tkanek roslinnych. Brak jest réwniez szczegotowej analizy i dyskusji
dotyczacej naktadania sie pasm i trudnosci w ich dekonwolucji, co jest niezwykle istotne przy analizie
materiatu biologicznego.

Segmentacja map ramanowskich zaprezentowana na rycinach 4.5 i 4.7 pozwolita na
wyodrebnienie dwdéch gtéwnych populacji widm odpowiadajgcych obszarom sciany wykazujgcym
uformowany wzor kutykularny oraz obszarom o powierzchni gtadkiej. Na podstawie przedstawionych
widm nalezy stwierdzi¢, ze sygnaty przypisane klastrom niebieskim maja wyraznie bardziej lipidowy
charakter. Swiadcza o tym intensywne pasma rozciaggajacych drgan C—H, w tym maksimum w okolicy
~2850 cm™, a takze profil w zakresie fingerprint, typowy dla dtugotaricuchowych kwasoéw ttuszczowych
i estréw lipidowych. Powyzisze wyniki sugerujg , ze w preparatach mogly pozosta¢ sladowe ilosci
woskéw wystepujgcych w warstwie kutykularnej, co — ze wzgledu na duzy przekrdj czynny
rozpraszania ramanowskiego — moze znaczgco wptywaé na charakter widma. Z uwagi na brak widm
referencyjnych oraz brak ilosciowych danych dotyczacych skutecznosci usuwania woskow
powierzchniowych, interpretacja réznic pomiedzy klastrami powinna by¢ prowadzona z wiekszg
ostroznoscia. Rozszerzenie badan o komplementarne techniki analityczne, takie jak GC-MS frakgji
woskowej, umozliwitoby jednoznaczne potwierdzenie, czy obserwowane réznice widmowe wynikajg z
przebudowy polisacharydéw $ciany komdérkowej, czy tez — co jest réwnie prawdopodobne patrzgc na
profil widm — z niejednorodnej dystrybucji pozostatosci kutykularnych lipidéw.

Analiza anizotropii pasm celulozy zaleznych od polaryzacji zostata przeprowadzona poprawnie
i stanowi istotny element pracy, szczegélnie w odniesieniu do mutanta mad5. W przypadku tego
genotypu Autorka wykazata wyraZnie obnizony stopien uporzadkowania mikrofibryli celulozowych, co
jest zgodne z fenotypem mutantéw o zaburzonym dziataniu kataniny. Jednoczesnie obserwowang w
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pracy zwiekszong zmienno$¢ wynikow dla mad5 warto bytoby szerzej oméwic; na podstawie obrazéw
przedstawionych w czesci mikroskopowej mozna przypuszczaé, ze przyczyng mogg by¢ bardziej
pofatdowane, nieregularne sciany peryklinalne oraz wieksza heterogenicznosc¢ topografii powierzchni,
ktére istotnie wptywaja na lokalng orientacje komponentéw sciany.

W toku lektury odnotowano jedynie drobne niescistosci redakcyjne i jezykowe, ktére nie
wplywaja na merytoryczng wartos¢ rozprawy. Nalezg do nich sporadyczne literéwki, niekiedy
nieprecyzyjne nazwy technik oraz powtdrzenia. Np. okreslenia takie jak ,,Raman imaging”, ,Raman
microscopy” czy ,Raman spectroscopy” sg stosowane w rozprawie wymiennie, bez doprecyzowania
ich znaczenia ani uzycia petnej, poprawnej nazwy techniki, tj. ,spektroskopia rozpraszania
ramanowskiego” (ang. Raman scattering spectroscopy). Brakuje réwniez wyjasnienia, ze
mikrospektroskopia ramanowska stanowi rozwiniecie tej metody i nie jest technika odrebng, lecz
rozszerzeniem spektroskopii rozpraszania ramanowskiego o obrazowanie przestrzenne. W spisie
literatury — w szczegdlnosci duplikaty pozycji Mazurek et al. (2013) oraz Stepinski et al. (2020). Uwagi
te nie obnizajg jakosci edytorskiej pracy.

W analizie rozprawy pojawito sie kilka kwestii wymagajgcych doprecyzowania. Poniisze
pytania dotyczg kluczowych aspektéw metodologicznych i interpretacyjnych; odpowiedzi na nie
podczas obrony pozwolg petniej zaprezentowac intencje badawcze Autorki oraz jej kompetencje
merytoryczne.

1. W rozprawie czesc teoretyczna dotyczgca spektroskopii oscylacyjnej jest dosc skrétowa. Jakie
sg, Pani zdaniem, najwieksze trudnosci w analizie widm pierwotnych scian komérkowych z
zastosowaniem spektroskopii rozpraszania ramanowskiego przy wzbudzeniu 532 nm?

2. Co byto powodem rezygnacji z pomiarow widm zwigzkéw standardowych — zaréwno
sktadowych sciany komdrkowej, jak i sktadnikow kutykuli oraz woskéw — zarejestrowanych w
identycznych warunkach eksperymentalnych (A = 532 nm, ten sam obiektyw, ta sama
procedura obrébki widm)? W jaki sposéb, Pani zdaniem, wigczenie takich widm referencyjnych
oraz petnego, precyzyjnego przypisania pasm mogtoby wptyngé na interpretacje i
jednoznacznos¢ wnioskow?

3. W jaki spos6b w praktyce oceniata Pani skutecznos¢ usuniecia woskéw z powierzchni Sciany?
Czy rozwazata Pani metody ilosciowe do oceny preparatyki?

4. W segmentacji map (Fig. 4.5, 4.7) klaster niebieski wykazuje widma jednoznacznie bardziej
lipidowe. Jak ocenia Pani mozliwos¢, ze rdznice miedzy klastrami odzwierciedlajg w wigkszym
stopniu resztkowg obecnos¢ woskow niz réznice w sktadzie polisacharydow sciany?

5. Czy mogtaby Pani wyjasni¢, w jaki sposéb topografia powierzchni oraz zmienna krzywizna
$ciany komoérkowej wpltywajg na jakosc i interpretacje rejestrowanych widm ramanowskich?
Jak doktadnie przygotowywano i pozycjonowano probki na podiozu pomiarowym? Czy
rozwazano alternatywne metody przygotowania przekrojow — np. kriotomie - ktére mogiyby
ograniczy¢ artefakty wynikajgce z geometrii probki, zwtaszcza w przypadku mutanta mad5?

6. Jakie kryteria zastosowata Pani, wybierajac liczbe klastrow w algorytmie K-means? Czy
analizowano rowniez modele wieloklasowe?

7. W przypadku mutanta mad5 obserwuje Pani duzg zmiennos$¢ wartosci anizotropii. Jakie
czynniki — biologiczne lub instrumentalne — uwaza Pani za najbardziej prawdopodobne Zrédio
tej zmiennosci?

Ocena osiggnie¢ naukowych doktorantki

Dorobek naukowy mgr Joanny Niny Skrzydet, oceniany na podstawie profilu Scopus (Author
ID: 57222992134), swiadczy o dobrze uksztattowanym profilu badawczym w obszarze biologii rozwoju
roslin, mechanobiologii i badan nad strukturg sciany komorkowej. Doktorantka jest wspotautorka
artykutu oryginalnego opublikowanego w Cell Reports (2023, IF=7.5), poswieconego roli biatka CSI1 w
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koordynacji kierunku wzrostu komérek, w ktérym przedstawiono analizy organizacji mikrofibryli
celulozowych oraz dynamiki morfogenezy organéw. Tematyka i metodologia tej pracy — obejmujaca
m.in. analize struktury $ciany komorkowej oraz zaleznosci miedzy mikrofibrylami a kierunkiem wzrostu
— pozostajg bezposrednio zgodne z kluczowymi zagadnieniami rozprawy doktorskiej, a Pani mgr
Skrzydet jest druga autorky. Drugg publikacja pierwszoautorska Pani mgr Skrzydet jest artykut
przegladowy opublikowany w International Journal of Molecular Sciences w roku 2021 (IF=6.2). Tekst
ten przedstawia wspodfczesng wiedze o budowie, organizacji i mechanicznych wtasciwosciach kutykuli,
ze szczegblnym uwzglednieniem mikromorfologii kutykuli w perianthium — zagadnien bedacych osig
centralnych rozdziatdw rozprawy. Obie publikacje sg dobrze cytowane, tematycznie spdjne z pracg
doktorska i stanowig dowdd zaréwno kompetencji merytorycznych, jak i samodzielnosci badawczej
doktorantki. Dodatkowo mgr Skrzydet uczestniczyta w realizacji projektu miedzynarodowego ERA-
CAPS (NCN), ktérego zakres — obejmujgcy mechaniczne podstawy rozwoju organdw roslinnych i role
CSI1 — pozostaje scisle powigzany z tematykq rozprawy. Wszystkie te elementy wskazujg, ze
osiggniecia naukowe doktorantki spetniajg wymagania stawiane pracom doktorskim w dyscyplinie
nauki biologiczne.

Podsumowanie i koricowa ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Niny Skrzydet pt. ,Dynamics of Composition and Structure of
Arabidopsis thaliana Cell Walls in Sepal Epidermis” stanowi interdyscyplinarny wktad w badania nad
strukturg, dynamikg i mechanobiologia pierwotnej $ciany komorkowej oraz kutykuli roslin
okrytonasiennych. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, ze Autorka — z wyksztatcenia biolog —
podjeta sie zastosowania zaawansowanych technik spektroskopii oscylacyjnej, w tym
mikrospektroskopii rozpraszania ramanowskiego, ktére nalezg do metod szczegdlnie wymagajacych
zarowno pod wzgledem eksperymentalnym, jak i interpretacyjnym. Prawidiowe wykorzystanie tych
narzedzi, w potaczeniu z analiza chemometryczng i komplementarnymi technikami mikroskopowymi,
sSwiadczy o samodzielnosci badawczej oraz wysokiej kulturze metodologicznej doktorantki. Catosc
badan zostata przeprowadzona w sposob spdjny z postawionymi hipotezami. Pomimo
przedstawionych uwag, rozprawa prezentuje wysoki poziom merytoryczny i metodologiczny. Praca w
petni wpisuje sie w aktualne kierunki badan nad mechanobiologig roslin.

Rozprawa spetnia wszystkie wymogi formalne i merytoryczne okreslone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571). Whnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego o
dopuszczenie Pani mgr Joanny Niny Skrzydet do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Katarzyna Marzec
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