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Recenzja Rozprawy Doktorskiej mgr Joanny Niny Skrzydel, pt. ,,Dynamika skladu i struktury
Scian komdérkowych epidermy dzialek kielicha u Arabidospis thaliana”.

(Tytul oryginalny “Dynamics of composition and structure of Arabidopsis thaliana cell walls in
sepal epidermis”)

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr Joanny Skrzydel, zostala napisana w
jezyku angielskim i dotyczy obszaru badan zwigzanego z przebudowg $ciany komorkowej o
charakterze pierwotnym, w czasie wzrostu i rozwoju komoérek. W tym szczegélnym przypadku,
badania dotyczyly zmian skladu i struktury zewnetrznej, $ciany abaksjalnej epidermy dzialek
kielicha u Arabidopsis thaliana. Doniesienia literaturowe dotyczace tej problematyki sg stosunkowo
skromne i wigkszo$¢ z nich pojawita si¢ w ciagu ostatnich lat. Pokazuje to, ze podjeta przez
Doktorantke tematyka wpisuje si¢ w stosunkowo nowy, nurt badan. Co wazne, cze$¢ wynikow
zawartych w pracy ma aspekt nowosci naukowe;.

W niniejszej rozprawie doktorskiej mozemy wyrézni¢ dwa gtéwne nurty. Pierwszy dotyczyt analizy
zmian skladu zewnetrznej S$ciany komorkowej epidermy w czasie rozwoju dziatki kielicha i
poréwnania tego skiadu do podobnej $ciany u mutantdw: csil-3, mad5, pme35, xyll-4 - z
wykorzystaniem spektroskopii Ramana.

Drugi nurt dotyczy! préby wyjasnienia przyczyn powstawania i zmian wzoru prazkéw kutykularnych
obecnych na powierzchni zewnetrznej $ciany abaksjalnej epidermy dziatek kielicha u A. thaliana. W
tej czesci eksperymentéw wykorzystano glownie mikroskopie konfokalng oraz nowoczesne
narzgdzia, takie jak MorphoGraphsX 2.0. W badania te, oprdcz roslin typu dzikiego, Col-0,
wigczono mutanta - madJ, ktéry wykazywal najsilniejsze réznice fenotypowe w poréwnaniu do Col-
0. Co wazne, réznice te dotyczyly, m.in. wzoru prazkéw kutykularnych na powierzchni $ciany
zewngetrzne]j abaksjalnej epidermy dziatki kielicha — przedmiotu szczegdtowych analiz w tej czeéci
pracy.



Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny praca liczy 151 stron i zawiera typowe dla rozprawy doktorskiej

rozdzialy: wstep, cele pracy wraz z hipotezami badawczymi, material i metody, wyniki wraz z
figurami (zdjeciami), tabelami i schematami, dyskusje, wioski, spis literatury, streszczenie w jezyku
angielskim i polskim oraz tabele uzupetniajaca.
Wstep liczy 31 stron i jest przegladem literatury zwigzanej z zagadnieniami podjetymi w niniejszej
rozprawie doktorskiej. Co wazne, uwzglednia doniesienia z ostatnich lat. Rozdzial ten pokazuje
znajomos¢ literatury przedmiotu Doktorantki. Zawiera, m.in. podrozdzialy omawiajgce gltéwne
sktadniki budujgce pierwotng Sciane komodrkows, modele struktury $ciany i jej ekspansji. Ponadto,
Doktorantka zamiescita we wstepie podrozdzial dotyczacy wykorzystania techniki spektroskopii
Ramanna w badaniach skiadu $ciany komorkowej, przedstawita dane i dotychczasowe doniesienia
literaturowe dotyczacego obiektu niniejszej rozprawy — dziatki kielicha u A. thaliana, a szczegdlnie
sciany zewnetrznej jej epidermy. Ponadto, Doktorantka w osobnym podrozdziale Wstepu omdwita
kutykule pokrywajaca zewnetrzng $ciane epidermy — jej sklad, powstawanie, jak rowniez modele
wyjasniajace tworzenie si¢ wzordw kutykularnych na powierzchni $ciany.

W rozdziale 2 ,,Objectives” Doktorantka przedstawita obiekt badawczy oraz pie¢ hipotez
badawczych, ktére weryfikowata w kolejnych eksperymentach.

Ocena merytoryczna pracy

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze zdecydowang wiekszos¢ badan przeprowadzono in vivo,

czyli na materiale zywym, nieutrwalonym, niebarwionym, co wpisuje si¢ w ogélny trend
wspdtczesnych badan biologicznych.
Zastosowanie mikrospektrofotometrii Ramana pozwolito na §ledzenie zmian sktadu $Sciany
komdrkowej in situ, w zywych, nieuszkodzonych komérkach zaréwno w typie dzikim jak i u
mutantéw. Jest to technika szybka i nieinwazyjna. Z drugiej strony wyniki otrzymane z
wykorzystaniem tej techniki moga by¢ niejednoznaczne, szczegélnie dotyczace sktadu $cian
komdrkowych. Jak napisata bowiem Doktorantka w rozdziale Dyskusja: ,,Wiele polimeréw $cian
komoérkowych ma podobne grupy chemiczne, co powoduje naktadanie si¢ pasm Ramana, co utrudnia
jednoznaczng identyfikacje. W szczegdlnosci polisacharydy $cian komoérkowych maja podobng
struktur¢ chemiczna, co prowadzi do naktadania si¢ pasm Ramana z powodu drgan wspdlnych grup
funkeyjnych, jak w przypadku celulozy i hemicelulozy (Gierlinger i in. 2012, Zhang i in. 2017B)”.
Uwazam, za cenne iz Doktorantka zdaje sobie sprawe z ograniczen stosowanej techniki i z
mozliwosci otrzymania niejednoznacznych wynikéw, co wielokrotnie przewija sie w Dyskusji
zamieszczonej w pracy. Co wigcej, w rozdziale Dyskusja, Doktorantka poswigcita caly rozdziat temu
zagadnieniu: (5.4. Zalety i wady zastosowania mikrospektroskopii ramanowskiej w badaniach
pierwotnych $cian komoérkowych). Rozdziat ten zawiera wiele cennych informacji. Niemniej, ma on
raczej charakter rozdzialu podrecznikowego, bez odniesien do otrzymanych wynikéw i moim
zdaniem nie powinien by¢ wlaczony do Dyskusji, jesli juz, to raczej do Wstepu.



Roéwniez druga cze$¢ badan zawartych w rozprawie, dotyczaca powstawania 1 wzordw prazkow
kutykularnych, zostata przeprowadzona gléwnie na zywych dziatkach kielicha (z wyjatkiem
obrazéw z mikroskopii elektronowej) z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej i autofluorescencji
kutikuli (zawarto$¢ kutyny). Tak wiec i w tych badaniach nie utrwalano materialu, ani nawet nie
barwiono. Jak wiemy kazde z tych dzialan moze prowadzi¢ do zmian, powstawania artefaktow,
nieobecnych w zywej komoérce. To réwniez zaleta otrzymanych wynikow badan, ktére zostaty
bardzo dobrze przedstawione i zilustrowane w rozdziale Wyniki.

Generalnie, cennym rozdzialem rozprawy jest Dyskusja, dojrzata, omawiajaca otrzymane
wyniki w §wietle najnowszej literatury przedmiotu zaiwrajgca tez proby wyjasnienia, np. czynnikow
oddziatujacych na wzér prazkéw kutykularnych, w oparciu juz istniejgce modele, pochodzace z
publikacji ostatnich lat. Co réwniez cenne w moim odczuciu, Doktorantka w tym rozdziale
wielokrotnie podkresla swoj dystans do otrzymanych wynikdw, ktére mogg by¢ niejednoznaczne.

Szczegolowe komentarze, sugestie i pytania

Zastosowane mutanty Arabidopsis sa dobrze oméwione we Wstepie, niemniej, dla latwiejszej
orientacji czytelnika i klarownosci wynikéw, moim zdaniem, niezbedne byloby zamieszczenie tabeli
przedstawiajgcej krotko cechy mutantéw — szczegdlnie jesli w doswiadczeniach zastosowano wiecej
niz jeden mutant. Przyktadowo.

Mutant cechy

pme32-2 Zredukowana aktywno$¢ metyloesterazy pektynianiowe;j
(PME); mniej pektyn slabo zestryfikowanych, mniej potaczen
taficuchéw pektyn przez Ca®*, mniej sztywne $ciany |,
fenotypowo roéliny poktadajace sie (Hongo et al. 2012).

xyll-4 Brak aktywnosci hydrolazy glikozylowej (a-ksyloglikozylazy);
redukcja poziomu ksyloglukanu, nadmiar reszt ksylozy w
tancuchach ksyloglukanu prowadzi do krétszych tuszczyn i
zmniejszonej zywotnosci (fitness) roslin mutantéw, redukcja
szybkiej elongacji komoérek, wptyw na demetylacje pektyn —
zaburzenie wzrostu, zaburzenie sztywnosci komorek epidermy
dziatek kielicha, zaburzenie wzrostu anizotropowego

csil-3 Zaburzenie polgczenia celulazy (CESA) z mikrotubulami (MT)
— zaburzenie ulozenia mikrofibryli celulozowych ( mikrofibryle
przy blonie, najmtodsza warstwa, nie sg utozone rownolegle do
MT kortykalnych, czyli prostopadle do gléwnego kierunku
wzrostu komorki) — redukcja wzrostu elongacyjnego komorki,
redukcja wzrostu hypokotyla, korzeni i organow kwiatowych w
tym dziatek kielicha. Zmienia rozmiaru i ksztalt organdow

mads Brak aktywnosci microRNA 5 — wplywa na katanine, enzym
zwigzany z MTs, niezbedny dla prawidlowej orientacji podziatu




komorki i anizotropowosci wzrostu komorki. Fenotypowo
mniejsze liscie i cale rosliny

. Mutant pme35 zostal oméwiony we wstepie, ale w doswiadczeniach zastosowano mutanta
pme32-2, ktorego cechy nie zostaly wczesniej omdéwione. Rozumiem, ze jest to mutant
podobny do pme35, czyli o zredukowanej aktywnosci enzymu - metyloesterazy
pektynianowej, ale czym faktycznie roznity si¢ te mutanty? Warto bytoby to wyjasnic.

. Stosowano dwa mikroskopy konfokalne w badaniach: Zeiss LSM 700 i Zeiss LSM 800.
Doktorantka nie podala, czy roznily sie one wyposazeniem, niezbednym do badan, czy byt
jakis$ inny powdd zastosowania dwoch rodzajow sprzetu. Warto byloby to napisac.

. Bardzo pomocny dla czytelnika jest schemat obrazujacy parametry ksztattu komorek
nalezacych do trzech grup (Fig. 3.4.) oraz obrazy przyktadowych komérek typu Col-0 (gérny
rzad) z fragmentami komoérek wybranymi do analizy wzoru prazkéw kutykularnych przy
uzyciu narzedzia FibrilTool (dolny rzad) Fig. 3.5.).

. Na str. 33 dowiadujemy si¢, ze do spektrometrii Ramana, byly brane dzialki kielicha ze
stadium 10 1 12. Stadia te sa oczywiscie opisane w zacytowanej w tym miejscu przez
Doktorantke pracy Smyth et al. 1990. Jednakze dopiero w rozdziale ,,Wyniki” na str. 46
dowiadujemy si¢, ze w stadium 10 dziatka kielicha nadal rosnie, a prazki kutykularne nie
pokrywajg jeszcze calej powierzchni dziatki, podezas gdy w stadium 12 dziatka kielicha juz
nie rodnie, a cala jego powierzchnia jest pokryta wyraznymi prazkami kutykularnymi. Moze
warto byloby jednak zamiesci¢ te charakterystyke juz w rozdziale Materiat i Metody oraz
zdjecie dziatki w stadium 10 i 12 dla zobrazowania r6znic w pokryciu prazkami w obu
stadiach.

. Co w pierwszej chwili zaskakujace sktad $ciany w obszarach z prgzkami kutykularnymi i bez
prazkow nie r6znil si¢ znaczaco. Zaréwno w obszarze $ciany z prazkiem jak i bez prazka
obecne byly takie substancje jak pektyny, celuloza i hemicelulozy. Na Fig. 4.4. z
transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM) warstwa CL (ang. cuticular layer), czyli
warstwa kutykularna, ma struktur¢ zblizong do $ciany pierwotnej z celulozg, pektynami i
hemicelulozami, cho¢ moze wystgpowa¢ tam pewna ilo$¢ fenoli i woskéw. Gradient tych
substancji na terenie kutykuli dobrze przedstawia schemat w pracy Reynoud et al. 2021
cytowanej tez przez Doktorantke. Tak wiec po zapoznaniu si¢ z danymi literaturowymi
podobne wyniki spektrometrii Ramana dotyczace sktadu $ciany dla obszaréw z prazkami
kutykularnymi i bez prazkéw nie sg az tak zaskakujace. Tym bardziej, ze jak napisata
Doktorantka: ,,ze wzgledu na niewielkg grubos¢ pierwotnej $ciany komérkowej w stosunku
do rozdzielczosci pomiaréw ramanowskich (ryc. 4.4), oddzielenie $ciany komorkowej od
kutykuli podczas pomiaréw byto niemozliwe: I dalej na stronie 59 ,, Analiza mikrofotografii
z transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM -patrz ryc. 4.4B) sugeruje, Zze prazki
dziatek kielicha zbudowane sa nie tylko z kutyny i woskow, ale takze zawierajg rdzen bogaty
w pektyne, prawdopodobnie z osadzonymi mikrofibrylami celulozowymi”.

. Na zdjeciach z TEM wykonanych przez Doktorantke (Fig. 4.17.A,B ) w niekt6rych prazkach
obszary rdzenia sa wyraznie ciemniejsze niz $ciany pierwotne, a w innych nie. To sugeruje
mozliwe zréznicowanie sktadu $ciany rdzenia w réznych prazkach. Analize sktadu rdzenia
prazkéw 1 ewentualnych réznic w sktadzie $ciany migdzy prazkami, mozna by przeprowadzié
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w przysztosci, np. technikg immunogold do TEM, z wykorzystaniem stosownych
przeciwcial. Przydatoby si¢ tez zdjecie z TEM, nieco lepszej jakosci, fragmentu $ciany z
kilkoma prazkami kutykularnymi, w wigkszym powiekszeniu, pokazujagcym strukturg¢ sciany
w kilku réznych prazkach.
Chciatabym doda¢ w tym miejscu, ze struktura i sktad prazkéw kutykularnych jest dla mnie
szczegOlnie interesujgca, poniewaz w naszych badaniach dotyczacych anatomii i
ultrastruktury lisci klonu i lipy rosnacych na szlamach pokopalnianych, w perspektywie
wykorzystania tych gatunkéw do fitoremediacji terendw poprzemystowych, rowniez w TEM
obserwowali$my pojawianie si¢ podobnych prazkéw, ktére okreslalismy jako outgrows, czyli
wyrostki. Co ciekawe, u klonu pojawialo si¢ ich duzo wigcej w lisciach drzew rosngcych na
szlamie pokopalnianym w poréwnaniu do kontroli (Krzestowska et al. 2024), podczas gdy u
lipy byto odwrotnie.
. Warto podkresli¢, ze ciekawym wynikiem rozprawy i jednoczesnie nowoscig naukows, byto
wykazanie obecno$ci pasma 1678cm™, charakterystycznego tylko dla obszaru $ciany z
prazkiem - wskazujacego na kutyng, podczas gdy w obszarze bez prazka wystgpowato pasmo
1594cm™, wskazujace na kutyne z fenolami, co jest czesto spotykane w obszarze kutikuli — o
czym tez wspomniata Doktorantka we Wstepie.
. W rozdziale 4.1.4 Kompensacyjny wptyw sktadu $ciany komérkowej u mutantéw — wpltyw
ten nie byt widoczny, np. u mutantéw ,,celulozowych” - z zaburzonym funkcjonowaniem
CESA, csil oraz mad5. Byl natomiast widoczny w mutancie pme32, gdzie zwigkszony
poziom pektyn o wysokim stopniu estryfikacji (raczej unikamy sformutowania
zestryfikowanych czy deestryfikowanych poniewaz sg nieprecyzyjne - Willats, McCartney,
Knox 2001; Planta 213; 37-44), a wigc nie tworzacych mostkéw pomiedzy tancuchami
homogalakturonanu (HG) z udzialem Ca®", wzmacniajgcych strukture $ciany, byt
kompensowany przez wyzszy poziom celulozy (substancji szkieletowej Sciany) i hemiceluloz
(ksyloglukanu) - sktadnika laczacego mikrofibryle celulozowe w sieé. Niemniej, obrazy z
pracy Hongo et al. 2012, cytowanej rowniez przez Doktorantke, dla podobnego mutanta -
pme35 - pokazuja, ze rosliny te (obraz po 40 dniach hodowli), poktadaja si¢/wylegaja, a wigc
ta kompensacja nie jest do konca efektywna. Oczywiscie, wyniki Doktorantki dotycza
zewnetrznej Sciany komorek abaksjalnej epidermy dziatek kielicha, a nie catej roéliny, ale
chcialabym zapyta¢ jak wygladatly rosliny mutanta pme32 w hodowli u Doktorantki.
Kompensacja bylta takze widoczna u mutanta z obnizonym poziomem hemiceluloz
(ksyloglukanu) xy//, gdzie odnotowano wzrost poziomu celulozy. I tu takze chcialabym
zapytaé, jak wygladaty te rosliny w poréwnaniu do roslin dzikich Col-0.
. Z kolei mutanty, u ktérych nie odnotowano kompensacji, np. csi/ wg. publikacji Birmingham
et al. 2012 wykazuja, m.in. wyrazng redukcje wzrostu. Co ciekawe, w niniejszych
doswiadczeniach, w mutancie csi/ nie odnotowano obnizenia poziomu celulozy (cho¢
prawdopodobnie uktad mikrofibryli celulozowych mégt byé zaburzony), ale odnotowano
wyrazny spadek poziomu pektyn o wysokim stopniu estryfikacji. Jak Doktorantka mogtaby
wyjasni¢ to zjawisko? Niestety nie mamy danych dla poziomu pektyn o niskim stopniu
estryfikacji, ktére tworza mostki pomiedzy tancuchami HG z udziatem Ca®", co wzmacnia
strukture Sciany. Jak Doktoranta sadzi, czy obnizenie poziomu pektyn o wysokim stopniu
estryfikacji moglo wigzaé si¢ ze wzrostem frakcji pektyn o niskim stopniu estryfikacji i
wzmocnieniu $ciany w ten sposob? Wowczas tez mielibySmy do czynienia z efektem

5



10.

11.

12.

13

14.

15.

16.

17.

kompensacyjnym. Czy sg jakie$ dane literaturowe na ten temat? Szkoda, ze nie sprawdzono
poziomu tej frakcji pektyn w dos§wiadczeniach zaplanowanych w tej rozprawie.

We wnioskach koncowych Doktorantka napisala, ze hipoteza 3, dotyczaca kompensacji
obnizenia poziomu danego skladnika w $cianie mutantéw, zostata potwierdzona, ale zostata
ona potwierdzona cze$ciowo, tylko dla niektérych mutantéow. Jest taka informacja w
rozdziale Dyskusja, ale brakuje jej we Wnioskach Koncowych.

W drugiej czgsci pracy dotyczacej dynamicznych zmian we wzorze kutykularnym na
powierzchni $ciany dzialki kielicha, na stronie 72, Doktorantka dobrze uzasadnia wybor
mutanta mad5 do dalszych badan podajac jego cechy. Jednak w pierwszym zdaniu tego
akapitu Doktorantka napisata: ,,Sposrod wszystkich analizowanych genotypdw, mutant mad5
wykazuje najsilniejszy fenotyp pod wzgledem morfologii i wzrostu dzialek kielicha”. Jest to
skrot myslowy/zargon laboratoryjny. Powinno by¢ napisane raczej: najsilniejsze rdznice
fenotypowe w poréwnaniu do roslin dzikich Col-0.

Rowniez na str. 72 Doktorantka napisata, ze spektroskopia Ramana umozliwila badania
sktadu zewnetrznych $cian pierwotnych komérek epidermy dziatek A. thaliana i ze badania
te wykazaly subtelne zmiany w sktadzie Scian w koncowych etapach rozwoju dzialek.
Rozumiem, ze wybrano do analiz ostatnie stadia rozwoju dzialek kielicha, poniewaz od
stadium 8 zaczyna si¢ formowanie prazkéw kutykularnych i tego problemu dotyczyta
znaczna cz¢$¢ dalszych analiz. Niemniej, wydaje si¢ bardzo prawdopodobne, ze we
wezesniejszych stadiach rozwoju dzialek kielicha, sktad zewnetrznej $ciany zmienial sie
bardziej znaczaco. Czy sg jakiekolwiek dane na temat zmian sktadu $ciany komadrkowej we
weczeéniejszych stadiach rozwoju dziatek?

Str. 73. Fig. 4.17. Zdjgcia z mikroskopu elektronowego skaningowego (SEM) sa dobrej
jakosci i klarownie ilustrujg cechy pakéw, wystepowanie dziatek kielicha oraz wzory
prazkow kutykularnych na $cianie zewnetrznej epidermy u rosliny dzikiej i u mutanta madJ,
ktére byly analizowane w dalszej czgsci pracy. Bardzo dobrze, ze Doktorantka zamiescita
takie poréwnanie. Jednak zdjecia z TEM, szczegdlnie 4.17B, sa przecietnej jakosci. Bytoby
dobrze poprawi¢ ich jako$¢ oraz pokaza¢ warstwy Sciany tacznie z regionem kutikuli w
wiekszym powiekszeniu, na wigkszym zdjeciu.

Chciatam tez zapytac - dlaczego Doktorantka nie zamiescita zdje¢ z TEM zewnetrznej $ciany
peryklinalnej z prazkami u mutanta mad5, a jedynie z rosliny dzikiej? Szczegélnie, ze
pozostata czes¢ tej figury (zdjecia z SEM) zawiera takie porownania i dobrze sg widoczne
roznice wzoru i wielkosci prazkéw kutykularnych pomiedzy rosling dzika i mad5. Jednakze,
na zdjgciach z SEM mozemy zobaczy¢ tylko ich powierzchnie, a niestety brak obrazu
ultrastruktury.

Brak tytuléw wielu figur zamieszczonych w pracy. Doktorantka od razu opisuje poszczegdlne
zdjecia w tablicach.

Fig. 4.18 Col 01 4.19 mad5 —w mad 5 komorki sa wigksze i o innych ksztattach niz w Col -0
— warto bytoby o tym wspomnie¢.

Str. 79 1 80 Figury 4.21A 1 4.22A — Niestety, nie sg dla mnie widoczne czerwone ramiona
krzyzykow pokazujacych kierunek wpuklenia powierzchni komérki, nawet po powiekszeniu
na ekranie komputera.

Str. 82 Formowanie prazkéw kutykularnych w grupie 1. Do analiz wzigto 6 komorek linii
Col-0 i az 18 komoérek mutanta mad5. Brak informacji skad ta réznica w liczbie. Mysle, ze
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19.

20.
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wynika to z faktu iz patrzac na Fig. 4.21 ilustrujaca komorki typu dzikiego Col-0 oraz Fig.
4.22 ilustrujgcg komorki mutanta mad5 mozna zauwazy¢, ze komoérek grupy 1 jest znacznie
wiece] w madd niz u Col-0. Uwazam jednak, Zze w tym miejscu warto, aby Doktorantka
zaznaczyla dlaczego jest az taka réznica w liczbie analizowanych komorek pomigdzy
wariantami. Ta sama uwaga dotyczy analiz dla komorek grupy 3, gdzie analizie poddano 11
komorek Col-0 i tylko 3 mutanta mad5. To réwniez wskazuje na réznice pomigdzy Col-1 i
mads.

W trzeciej grupie komorek, o wyraznie wydhizonym ksztalcie - komoérki genotypu mads
wykazujg zaburzenia zaréwno w uwypukleniach (curvature) — szczegdlnie komoérka 2, jak i
utozeniu prazkéw kutykularnych - wszystkie 3 pokazane komoérki. Ponadto w tej grupie u
mad5 wystepuja obszary pozbawione prazkow kutykularnych — chyba, ze wynika z obrobki
obrazéw w programie komputerowym.

Co wiecej, w mutancie mad5 zaggszczenie prazkow kutykularnych i1 zwigzana z tym
intensywno$¢ fluorescencji jest najwyzsza w czasie T48 (dla 1 i 2 grupy komorek mads, oraz
T24 dla trzeciej grupy komorek, a zdecydowanie najnizsza i najmniej prazkéw kutykularnych
w czasie T72. Tendencji takiej nie obserwujemy w przypadku dziatek kielicha roslin Col-0,
gdzie intensywnos$¢ fluorescencji oraz gesto$é prazkéow kutykularnych jest podobna od T24
do T72. Szkoda, ze Doktorantka nie zwrdcila na to uwagi w swojej pracy. Chcialam tez
zapyta¢ jak Doktorantka wyjasnitaby te zmiany u mutanta mad3.

Wyniki przedstawione w rozdziale 4.2 (Dynamika zmian wzoru kutykularnego na
powierzchni $ciany komoérkowej dziatki kielicha) pokazujg cenng prawidlowos¢, ktora jest
jednoczes$nie nowoscig naukowa, ze kierunek formowania prazkéw kutykularnych na
powierzchni zewnetrznej Sciany komorkowej abaksjalnej epidermy dziatki kielicha zalezy
przede wszystkim od gtéwnego kierunku wydtuzania si¢ komdrki (PDGmax), prazki sg w
wigkszosci komdrek réwnolegle lub skosne do tego kierunku zaréwno w dziatkach Col-0 jak
i mad5. Widoczne jest to zardwno na zamieszczonych zdjeciach jak 1 w tabeli 4.4. Mniejszy
jest zwigzek wzoru prazkéw kutykularnych z kierunkiem zagiecia komérki (uwypuklenia)
oraz lokalnymi kierunkami wzrostu komorki. Niemniej, w kazdej grupie wystepuja komorki,
gdzie kierunek ulozenia prazkéw kutykularnych jest prostopadly do PDGmax. Jak
Doktorantka sadzi, co moze by¢ tego przyczyng?

Na str.94 Doktorantka napisata: "W komorkach Col-0 grzbiety byly wyréwnane wzdiuz
dhugiej osi komorki lub bardzo blisko niej (patrz komorki 1, 2, 6 1 9 na rys. 4.27A), podczas
gdy w mad5 orientacja pragzkéw kutykularnych wzgledem dtugiej osi komorki byta zmienna
(poréwnaj np. komoérki 3, 51 9 na rys. 4.27B)”. Moim zdaniem, jest troche inaczej - w
genotypie Col-0, utozenie pragzkdéw kutykularnych réwnolegte lub zblizone do réwnolegtego
do dtuzszej osi komorki wystepuje w kom. 1,2,3,4 i 9. Niemniej, w mad5 réwniez -
szczegblnie w mniejszych komarkach, np. 1,2,7,8,9. Z kolei, w najwigkszej komorce nr. 10
genotypu mad5 wzér prazkdéw kutykularnych jest faktycznie bardzo skomplikowany.
Doktorantka napisata, w Dyskusji ze ,,mutacja csi/ wptywa na uklad celulozy, anizotropie¢
wzrostu i koordynacje wzrostu w pdzniejszych etapach rozwoju dziatek kielicha, co prowadzi
do zmiany wielko$ci i ksztattu dziatek kielicha (Mollier i in. 2023)”. Skoro mutacja csil
wplywa na anizotropi¢ wzrostu komaérki to moze ciekawe byloby zobaczy¢ wzoér prazkéow w
tym mutancie, moze w kolejnych badaniach?



22. Roéwniez w rozdziale Dyskusja Doktorantka napisata: “Co zaskakujace, analiza iloSciowa nie
wykazata zadnych efektow mutacji mad5, chociaz ksztatt i rozmiar dzialek kielicha mad5 sa
znacznie bardziej zmienione niz w przypadku csi/ (Mollier et al. 2023, Trinh et al. 2024)”.
Czy moze si¢ to wigzaé¢ z zaburzeniami podziatéw komoérkowych w tym mutancie w zwiazku
z zaburzeniami kataniny? Jak Doktorantka sgdzi?

23. Réwniez w przypadku pme32 Doktorantka napisata, ze nie zaobserwowano zadnych efektow
mutacji, z czym nie moge sie do konca zgodzi¢. Mysle, ze jest to pewien skrét myslowy. Jak
w dalszym ciagu Dyskusji napisata Doktorantka ,,W przypadku mutanta spodziewany jest
wyzszy stopien metyloestryfikacji pektyn, o ktérym wiadomo, ze wplywa na wzrost i
wlasciwoscei mechaniczne $cian i tu Doktorantka cytuje prace Hongo i in. 2012. Wiasnie w tej
pracy wida¢ byto efekt morfologiczny wylegania roslin mutanta pme35, o ktérym napisatam
powyzej, z zalaczonym pytaniem - jak wygladata morfologia rodlin mutanta pme32 w
doswiadczeniach Doktorantki. Efekt ten bowiem prawdopodobnie spowodowany byt
wyzszym poziomem pektyn o wysokim stopniu estryfikacji i obnizonym poziomie pektyn o
niskim stopniu estryfikacji, a co za tym idzie, mniej sztywng $ciang tego mutanta. O tym
napisata tez Doktorantka w dalszej czesci Dyskusji. Szkoda, ze nie zbadano poziomu pektyn
o niskim stopniu estryfikacji w $cianach. Je$li analizy spektrometrii Ramana daly wynik
niejednoznaczny, czy zaskakujacy, w kwestii poziomu pektyn - mozna przeprowadzié
dodatkowe badania innymi technikami, np. immunocytochemiczne (immunolabelling). O
takiej mozliwosci Doktorantka wspomina tez na stronie 107 Dyskusji wyjasniajgc zmiany u
mutanta xy//. Dokladnie takie rozwigzanie chciatam tez zasugerowaé. Ponadto w rozdziale
Wyniki Doktorantka napisata, ze odnotowano u mutanta pme32 wyzszy poziom celulozy.
Czyli pewne efekty mutacji byty widoczne, niektére - jak wyzszy poziom celulozy - jako
efekty posrednie.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Chciatabym podkresli¢, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Joanny
Skrzydet jest ciekawa zaréwno pod wzgledem koncepcji, jak i wartosci merytorycznej. Uwagi, ktdre
zawartam w recenzji nie obnizaja, w mojej ocenie, wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej i
majg raczej na celu zwrdcenie uwagi Doktorantki na pewne kwestie w przysztosci. Chciatam
podkresli¢, ze doceniam fakt iz Doktorantka podj¢ta si¢ trudnego zadania analizy cienkich kutykuli
pokrywajacych organy kwiatowe, w ktérych bezposrednie pomiary mechaniczne sg technicznie
trudne 1 w zwigzku z tym dost¢pnych danych jest niewiele (Dominguez i in. 2017, Skrzydet i in.
2021, Airoldi 1 in. 2024). Jednymi z cenniejszych wynikéw uzyskanych przez Doktorantke i co
wazne nowych dla Nauki bylo, m.in. (1) pokazanie, ze na powierzchni komoérek abaksjalne;
epidermy dziatek kielicha u A. thaliana, reprezentujgcych wszystkie grupy ksztaltéw zdefiniowane w
tym badaniu (od komorek niemal izotropowych do silnie wydtuzonych), nowo powstate prazki sg w
wiekszosci przypadkéw réwnoleglte do kierunku maksymalnego wzrostu (PDGmax), zarowno w
skali komorkowej, jak 1 subkomoérkowej, (2) wykazanie, ze wzdr prazkéw kutykularnych zalezy od
anizotropii wzrostu i krzywizny powierzchni oraz jej geometrii, (3) stwierdzenie mniejszej
anizotropowosci wzrostu dzialek kielicha w poroéwnaniu, np. do ptatkéw Hibiskus, czy (4)
wykazanie na terenie $ciany z prazkiem kutykularnym obecnosci pasma 1678cm™ wskazujacego na
kutyne co pokazalo, ze te regiony $ciany zawieraly pasmo charakterystyczne tylko dla tego obszaru,
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Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Joanny Skrzydel spelnia wszystkie wymogi zawarte w art. 187 ustawy z dnia 18 lipca
2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018 poz. 1668, ze zm.) i wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach, o dopuszczenie Pani mgr Joanny Skrzydet do dalszych etapéw postepowania o nadanie

stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki
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