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40-032 Katowice

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Aleksandry Elzbiety Shupianek

pt.: ,;Mechanizmy transportu miedzykomoérkowego w drewnie wtérnym”

Praca doktorska mgr Aleksandry Elzbiety Stupianek zostala wykonana na Wydziale Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego, w Zakladzie Biologii Rozwoju Roslin pod
promotorstwem Pani dr hab. Katarzyny Sokotowskiej.

Badania, ktoérych wyniki zamieszczono w przedstawionej do oceny rozprawie
doktorskiej miaty na celu scharakteryzowanie, na réznych poziomach organizacji
strukturalngj  roélin, drég  transportu = migdzykomoérkowego  (pecherzykowego
i symplastowego) w migkiszu drzewnym wybranych gatunkéw drzew liéciastych: klonu
jaworu (4cer pseudoplatanus), jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior) oraz mieszatfica topoli
osiki i topoli amerykanskiej (Populus tremula x tremuloides).

Przedstawione przez Doktorantk¢ badania sa logiczna kontynuacja problematyki
badawczej, ktéra od wielu lat jest wiodgcym tematem realizowanym przez Promotora
rozprawy doktorskiej, Pania dr hab. Katarzyne Sokotowska, cztonka zespotu Zakladu Biologii
Rozwoju Roslin.

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Elzbiety Stupianek, liczaca 163 strony, skiada
si¢ ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim, stéw kluczowych, wykazu stosowanych
w rozprawie skrotdw, wykazu rycin, tabel i tablic, spisu tresci, wstepu, celu pracy wraz
z hipotezami badawczymi, opisu metodyki, opisu uzyskanych wynikéw, dyskusji,
podsumowania obserwacji i wnioskéw oraz spisu literatury.

Praca napisana jest poprawnie, uklad jest typowy dla prac eksperymentalnych, a tresé
pracy odpowiada tytutowi rozprawy.

Streszczenie zostalo dobrze przygotowane i przedstawia zwiezla informacje

o obiekcie badawczym, problematyce badawczej i uzyskanych wynikach. Pragne zwrdcié
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uwage, ze wiokna niekoniecznie zawsze s martwe, za$ naczynia s3 martwymi elementami,
co nie musi by¢ podkre$lane.

Wstep
Obejmuje 24 strony i jest ilustrowany 7 rycinami. Mozna w nim wyréznié trzy glowne
tematy: charakterystyke drewna wtérnego zaréwno pod wzgledem struktury jak i funkcji, opis
transportu symplastowego oraz opis procesu endocytozy. Wszystkie czedci opracowano
niezwykle starannie z uwzglednieniem wlasciwych informacji dotyczacych poruszanych
w rozprawie doktorskiej probleméw badawczych. Z obowigzku recenzenta, ponizej wskazuje
na pewne niedociagniecia tej czedei rozprawy doktorskiej.

W mojej ocenie kilka podrozdzialéw wstgpu (na przyklad: rola migkiszu drzewnego
w eliminacji embolizmu elementéw przewodzacych, funkcja w zwiekszaniu wydajnosci
transportu naczyniami — efekt jonowy, rola w wydzielaniu surfaktantéw do elementéw
przewodzacych, rola komoérek migkiszu drzewnego w reakcjach obronnych w drewnie
wtornym) sg zbedne, jako Ze nie dotycza bezposrednio probleméw naukowych realizowanych
w ramach rozprawy doktorskiej, tym bardziej, ze w pracy analizowano przemieszczanie sie
substancji w kierunku przeciwnym, czyli od naczynia do miekiszu. Ostatni akapit rozdziatu
1.1 — nie wiem dlaczego wspominano o drzewach dlugowiecznych? Jakie drzewa miala
Autorka na mysli? Przy okazji - Wang, 2020; Fu i wsp., 2021 — obie te prace dotycza
transportu czgsteczek sygnalnych, czyli nie traktuja o przyroscie w drzewach
dlugowiecznych.
Poza tym prosz¢ o ustosunkowanie si¢ do moich ponizszych uwag:
1/Jamki kontaktowe — prosz¢ doktadnie oméwié, co rozumie Pani pod tym pojeciem.
2/Jaka jest r6znica miedzy komérkami kontaktowymi i typu VAC (jesli takowa jest)?
3/Proszg objasni¢ termin ,sita promieniowa” — chodzi o wytrzymalo§é na $ciskanie,
rozcigganie? naprezenia Sciskajace i rozciagajace?
4/Proszg doktadnie wyjasnic t¢ zalezno$c: ,,. sugeruje sig, iz specyficzne obszary mikrodomen
w blonie komorkowej, kluczowe dla niektérych typéw CIE, odgrywaja role w regulacji
przepuszczalnosci PD, co z kolei wskazuje na powigzanie transportu pecherzykowego
i symplastowego”.
5/Rycina 8 - kolorystyka Zle dobrana; trudno odr6zni¢ kolor brazowy od czarnego.

Cel naukowy opisano doktadnie i wskazano 4 hipotezy badawcze (1/transport
zwigzkow z apoplastu do symplastu w drewnie wtérnym odbywa si¢ na drodze endocytozy;
2) glownym typem endocytozy dziatajacej w drewnie wtérnym jest endocytoza zalezna od

klatryny; 3) zwiazki pobierane za posrednictwem endocytozy z naczyh do komérek typu



VAC s3 rozprowadzane migdzy zywymi komoérkami drewna szlakiem symplastowym; 4)
udziat poszczegélnych mechanizméw transportu w pobieraniu i rozprowadzaniu zwigzkow
w drewnie wtérnym zmienia si¢ sezonowo), ktére byly weryfikowane w ramach pracy
doktorskie;j.

Materialy i metody

Doktorantka bardzo szczegdétowo opisata wszystkie zastosowane metody. Opisano material
doswiadczalny i jego pozyskiwanie. Opisano procedury otrzymania preparatéw do analizy
w mikroskopie $wietlnym i elektronowym oraz drobiazgowo przedstawiono wykorzystane
w rozprawie metody molekularne. W tym rozdziale pracy znajduja sie trzy ryciny (moim
zdaniem rycina 9 i 11 sg zbedne) i cztery tabele, ktére dobrze obrazuja wybrane aspekty
metodyczne. Rozdziat ten pokazuje jak réznorodne metody i techniki zostaty wykorzystane
w pracy doktorskiej, poczagwszy od mikroskopii jasnego pola, przez fluorescencyjna, w tym
konfokalng, po mikroskopi¢ elektronowa, wykorzystanie techniki immunodetekeji zaréwno
na poziomie mikroskopii $wietlnej jak i elektronowej, FRAP, analizy molekularne, LCM
(Laser Capture Microdissection) i analizy statystyczne.

W trakcie czytania tego rozdziatu pojawily sie pytania i prosze o krétkie odpowiedzi:

1/ dlaczego w przypadku jesionu i klonu wykorzystywano drzewa, a w przypadku topoli
galezie (przy okazji uzycie okreslen ,,drzewka” i ,,gatgzki” nie jest profesjonalne);

2/ kilkuletnie oznacza — ile lat? I czy zawsze pobierano gatezie w takim samym wieku?

3/ jakie tkanki zawieraty fragmenty pobrane do utrwalania? Lyko, kambium i drewno? Czy
tylko drewno; ile przyrostéw rocznych zawieralo sie w takim fragmencie?

4/ do analiz w TEM pobierano tylko ostatni przyrost roczny? Dlaczego uzyto MTSB
1 zelazocyjanku potasu?

5/ dlaczego wybrano dwa barwniki: FM 1-43FX i FM 4-64FX; napisano, ze »r0Znig sie
dtugoscig fali wzbudzajgcej oraz stopniem hydrofobowosci” — dlaczego to bylo wazne?

6/ w czym rozpuszczano barwniki/fluorochromy? Czy podane stezenia byly wczesniej
sprawdzane w eksperymentach kontrolnych, aby okresli¢ wtasciwa koncentracje, czy tez dane
sq literaturowe?

7/ dlaczego stosowano wode wodociggowa?

8/ z opisu metodyki wynika, Ze pobierano fragmenty o dtugosci 3-5 mm i tutaj dwa pytania: a/
czy te fragmenty w trakcie eksperymentu byly zanurzone w roztworach? b/ czy sprawdzano
jak wysoko przemieszczajg sie barwniki?

9/ proszg o doktadny opis — ,Na przekrojach poprzecznych analizowano obszary drewna

wtornego o minimalnej powierzchni 0,4 mm2 rozciggajace sie od rdzenia do kambium?” — tak

acwsrans |

B T aFY

e

AR ¥

g

e



EE

SR e MNP 2

A ST

NP

*ow

SRR < AR L Sk A AR

T ez

P o T

R

o

mala byla $rednica pedu? ,Wzdhz promieni drzewnych. Kazdorazowo do analiz
wykorzystywano przekroje z co najmniej dwéch miejsc. Podczas....” Co bylo kryterium
wyboru miejsca?

10/ ,....wtérnego, przeliczajac liczbe komérek typu VAC z sygnatem fluorescencyjnym
pochodzagcym z pobranego barwnika na 100 naczyf.” Nie mam pewnosci czy to dobre
kryterium; wszystko zalezy od $rednicy naczyn; moze by¢ wtedy mniej lub wigcej komorek.
11/ ,Przeprowadzano immunodetekcje na poziomach komérkowym, subkomorkowym
i ultrastrukturalnym” — co to poziom subkomérkowy?

12/ czy gliceryna jako $rodek zamykajacy nie grozi szybszym wyswieceniem fluorochromu?
13/ ,Do opisanej powyzej podstawowej procedury immunolokalizacji w niektorych
eksperymentach zastosowano kilka modyfikacji. W przypadku lokalizacji barwnikéw TR, ze
wzgledu na ich wyjatkowo szerokie spektrum wzbudzenia, przekroje, zaraz po ich
przygotowaniu na wibratomie, poddano dziataniu $wiatta UV (Analytic Jena, Upland, CA,
USA), aby znaczaco obnizy¢ poziom fluorescencji barwnikéw..” - prosze objasnié na ile taka
procedura jest poprawna metodycznie;

14/ niedopuszczalne uzycie okreslenia ,nanoczasteczka” zamiast nanoczastka — dlatego
prosz¢ o wyjasnienie réznicy miedzy tymi dwoma okresleniami;

15/ dlaczego siateczki kontrastowano tylko w octanie uranylu?

16/ w eksperymentach FRAP — wygaszano fluorescencje z barwnika btonowego — dlaczego?
17/ ,Intensywnos¢ transportu migdzykomérkowego (z naczyn do komérek typu VAC oraz
zkomorek typu VAC do nonVAC i pomigdzy nonVAC) oceniano analizujac przekroje
poprzeczne przez drewno wtérme.” — dlaczego analizowano przemieszczanie sie fluorochromu
blonowego, w kontekscie tego co wiemy o istnieniu tratw lipidowych w blonach
plazmodesm?

18/,,mikroskopu fluorescencyjnego z bialym $wiatlem przechodzacym” - prosze
doprecyzowa¢; rozumiem, ze do wzbudzania fluorescencji stosowano $wiatlo wzbudzajace
»wycinane” ze $wiatla bialego o odpowiednich dlugosciach fal $wietlnych wykorzystujac
stosowne filtry;

19/ ,,Profile przekrojéw przez drewno wtérne wykorzystywane do analiz intensywnosci
transportu do komérek typu VAC oraz...” — co rozumieé pod okresleniem ,,profile”?

20/ zastosowaniec BSA jako markera transportu pomiedzy wyszczegdlnionymi
kompartymentami jest ciekawe — chciatabym sie dowiedzieé, co stanowilo kryterium tego
wyboru? Masa czasteczkowa i $rednica? BSA ma $rednice 7,2 nm, czyli chyba wieksza niz

pory w Scianie? Czy wyb6r podyktowany byt checia sprawdzenia rowniez tego parametru?



Wszystkie powyzsze pytania/uwagi maja tylko na celu zaspokoié¢ moja ciekawosé
badacza i eksperymentatora. Pragng zwroci¢ uwage, ze zakres stosowanych metod
badawczych byt bardzo szeroki, co na pewno utrudnialo precyzyjny ich opis.

Wyniki

Wyniki sg opatrzone 23 tablicami (z czego wigkszo$é to fotografie obrazujace uzyskane
rezultaty), 5 wykresami oraz 5 tabelami. Nalezy podkresli¢, ze dokumentacja zdjgciowa jest
doskonalej jakosci i dobrze ilustruje uzyskane wyniki.

W pierwszej kolejnosci, zgodnie z logika badan, przeanalizowano budowe
histologiczng drewna A. pseudoplatanus, F. excelsior i P. tremula x tremuloides,
wykorzystujgc w tym celu szczegélows analiz¢ preparatéw na poziomie mikroskopu
swietlnego stwierdzajge, ze analizowany material ma budowe typowa dla okrytonasiennych
roslin - drzewiastych, co stanowito wladciwy punkt wyjsciowy do dalszych analiz.
Przeprowadzone analizy pozwolily doktadnie scharakteryzowaé migkisz drewna dla kazdego
z tych gatunkéw i wskaza¢ lokalizacj¢ komoérek migkiszowych ze wzgledu na petnione przez
nie funkcje, czyli komérek bezposrednio sgsiadujacych z naczyniami (VAC vessel associated
cells) i tych, kiore okresla si¢ mianem nonVAC, a sa komoérkami migkiszowymi, ktére nie
kontaktujg si¢ bezposrednio z naczyniami. Te analizy prowadzono z wykorzystaniem
mikroskopii §wietlnej i elektronowej. Na poziomie ultrastrukturalnym analizowano nie tylko
organelle charakterystyczne dla tych dwéch typéw komoérek miekiszowych, ale takze budowe
scian ze szczegdlnym uwzglednieniem jamek.

Okreslono réwniez zywotno$¢ komorek w preparatach, ktdre analizowano ze wzgledu
na przemieszczanie si¢ réznego rodzaju fluorochroméw, co jest jak najbardziej uzasadnione.
Badania te prowadzono z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej.

Nastepnie przeprowadzono szereg analiz sprawdzajacych mozliwosci przemieszczania
si¢ zwigzkow wysokoczgsteczkowych z naczyn do komorek typu VAC. Badania te wykazaty,
ze zwigzki wysokoczasteczkowe znajduja si¢ zar6wno w komérkach VAC jak i nonVAC, co
oznacza, ze pobieranie takich zwigzkéw z apoplastu (czyli w tym przypadku z naczyn) do
komorek zywych, jakimi sa komorki migkiszowe zachodzi z powodzeniem. Stwierdzenie
wystgpowania zastosowanych fluorochroméw w kompartymentach wewngtrzkomérkowych
sugerowalo, ze w proces pobierania substancji z soku ksylemowego zaangazowana moze byé
endocytoza. Nastgpnie przeprowadzono szereg, logicznie zaprojektowanych analiz
(wykorzystano réznego rodzaju inhibitory wlasciwe dla analizowanych proceséw - na
przyklad immunodetekcje biatek klatrynowych, flotyliny, transporteréw btonowych) w celu

okreslenia, czy endocytoza uczestniczy w pobieraniu substancji z soku ksylemowego 1 jesli
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tak, to czy jest to endocytoza zalezna, czy niezalezna od klatryny. Zastosowano
immunodetekcje réznych bialek, ktére sa markerami poszczeg6lnych rodzajéw endocytozy,
auzyskane wyniki dobrze udokumentowano. Po stwierdzeniu, ze substancje moga by¢
pobierane z soku ksylemowego do komoérek miekiszowych na drodze endocytozy,
postanowiono sprawdzié, czy dalsze (do innych komérek migkiszowych drewna)
przemieszczanie si¢ substancji w obrebie drewna moze zachodzié symplastem. W tym celu
wykonano analizy z wykorzystaniem techniki FRAP, i stwierdzono, ze mozliwy jest transport
barwnika blonowego pomigdzy zywymi komérkami miekiszu drzewnego w analizowanych
gatunkach. Dokonano réwniez analizy przemieszczania si¢ 3 kDa zwiazku miedzy
komorkami migkiszowymi i wykazano, ze transport poprzez PD moze zachodzi¢, a badania te
prowadzono réwniez z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej, gdzie zastosowano ztoto
koloidalne do detekcji analizowanej substancji na terenie cytoplazmy.

Badania obejmowaly réwniez analize przemieszczania si¢ barwnika blonowego
migdzy komérkami drewna wtérnego w rdznych porach sezonu wegetacyjnego. Wykazano,
ze transport ten podlega sezonowym zmianom.

Wszystkie przedstawione wyniki sg dobrze udokumentowane. Wiekszo$é rozdzialow
opisujacych wyniki jest zakonczona krétkim podsumowaniem, co uwazam za niezwykle
cenne.

Nalezy zaznaczy¢, ze podjete przez Doktorantke analizy byly pionierskie przede
wszystkim ze wzgledu na problemy badawcze.

Przeprowadzone badania, zaplanowane w logiczny sposob, pozwolity Doktorantce na
uzyskanie szeregu nowatorskich wynikow, a podsumowujac przedstawione wyniki, za wazne
ustalenia pracy uwazam:

1/wykazanie, ze endocytoza jest mechanizmem uczestniczacym w pobieraniu
substancji z naczyn do komérek migkiszowych,

2/wskazanie, ze W tym procesie zaangazowana jest endocytoza, w tym endocytoza
zalezna od klatryny,

3/zidentyfikowanie szeregu specyficznych biatek, ktérych do tej pory nie opisano dla
bton komérek w drzewach,

4/powigzanie sezonowej aktywnosci drzew z mechanizmami uczestniczacymi
w pobieraniu substancji z apoplastu do symplastu,

5/dostarczenie eksperymentalnych dowodéw na wspéldziatanie dwoch systemow

symplastu i apoplastu w koordynacji wymiany substancji migdzy komérkami drewna.



Moje uznanie dla przeprowadzonych badan jest bardzo duze, ale mimo to mam kilka pytan do
opisu wynikow:

1/w jaki sposob obliczono, ze widkna sg najliczniejsze w drewnie analizowanych gatunkow?
2/co to jest promien geometryczny?

3/ tablica 2 fig. I, H: na fig. I wskazano jamke kontaktows, ale trudno dostrzec szczegély na
tak matym powigkszeniu; dlaczego na zdjeciu I warstwa amorficzna jest elektronowo-jasna,
a na zdjeciu H elektronowo-gesta?

4/okreslenie jamki kontaktowe pojawia si¢ w literaturze u van Bell'a w 1990; inni badacze
wskazuja, ze sa to jamki proste — prosze o krotki komentarz;

S/tab. 3 — czym wytlumaczy¢ tak matg liczbe komorek z sygnalem u topoli?

6/tab.4 — brak informacji, Ze niektére zdj¢cia pokazuja ten sam obraz w mikroskopie
konfokalnym i polaczenie obrazu z tego mikroskopu i jasnego pola (np. A, B, G, I);
7/dlaczego znacznikéw fluorescencyjnych, na przyklad TR, nie widaé w naczyniach?
Przeciez powinien by¢ widoczny sygnat, jesli fluorochrom dostawat sie z naczyfi do komorek
np. VAC?

8/ opis pod fig. 4 ,,Biatymi strzatkami zaznaczono barwnik fluorescencyjny zlokalizowany
w jamkach kontaktowych, a zoltymi strzatkami w jamkach prostych.” — ¢zy mam racje, ze
chodzi o obecnos$¢ w Scianie?

9/ tablica 5 J — czy fluorochrom wida¢ w $cianie miedzy naczyniami?

10/ czy pobieranie znacznikéw zachodzi tylko z naczyn?

11/ pierwszy akapit rozdziatu 4.6 — zbedny, do wstepu lub dyskusji;

12/ tablica 9 dlaczego kolor TR jest niebieski?

13/ ,,sygnat fluorescencyjny pochodzacy od barwnika blonowego byl gléwnie obecny
w Scianach komérkowych elementdéw przewodzgcych” — prosze objasnié jak to mozliwe?

14/ Czy jest mozliwe, ze barwniki dostawaty si¢ do komdrek przez podsigkanie?

Dyskusja liczy 14 stron wydruku komputerowego i jest podziclona na stosowne
podrozdzialy, co znacznie ulatwia $ledzenie dyskutowanych probleméw. Doktorantka
wlasciwie przedyskutowala uzyskane przez siebie wyniki. Pokazata, ze dobrze jest obeznana
z literaturg zar6wno starsza, jak i aktualng, i posiada umiejetno$é obiektywnego
porownywania uzyskanych przez siebie wynikdéw z danymi literaturowymi. Doktorantka
kolejno dyskutowala, w sposéb zrozumialy i kompetentny, uzyskane przez siebie wyniki
wzwigzku z postawionymi na wstgpie hipotezami badawczymi. Szczegélowo
przedyskutowano takie problemy jak: endocytoza jako mechanizm zaangazowany

w pobieranie substancji w kierunku od naczynia do komorki miekiszowej, drewno wtorne
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jako miejsce funkcjonowania réznych typéw endocytozy - zaleznych i niezaleznych od
klatryny, transport mig¢dzykomérkowy (symplastowy) w systemie miekiszu drzewnego
zwigzkéw pobranych z naczyf na drodze endocytozy oraz sezonowa zmiennogé
w intensywnodci i udziale poszczegdlnych mechanizméw transportowych w drewnie.

Uzyskane wyniki i ich dyskusja, jak to bywa w nauce, rodza kolejne pytania, i takie
réwniez pojawily si¢ u mnie. Proszg o krétka dyskusje ponizszych aspektow.

1/Uzyskane wyniki wskazuja, ze istotnie, w proces pobierania substancji z naczyn
moze by¢ zaangazowana endocytoza z udzialem pecherzykéw optaszezonych klatryna. To
stwierdzenie jest niezwykle ciekawe, szczegélnie w $wietle tego co wiemy o endocytozie
zaleznej od klatryny, ze jest to proces $cisle regulowany, aby do komoérki dotarty wlasciwe
substancje. Jakie moze by¢ wytlumaczenie, ze w pobieranie zwigzkéw zupetnie obeych dla
komoérek (jakie zostaty wykorzystane w badaniach), ten typ endocytozy zostal uruchomiony?

2/ W zwigzku ze stwierdzeniem Doktorantki: ,wielkoczasteczkowe zwigzki, po
internalizacji z naczyn do komérek typu VAC, zostaja wbudowane w system
endomembranowy, a nastgpnie przetransportowane do sgsiadujacych komorek przez
desmotubulg obecng w PD.” Prosze zaproponowaé mechanizmy, ktére uczestnicza w takim
procesie z uwzglednieniem moich pytan: a/dlaczego zwiazki wielkoczasteczkowe miatyby
by¢ wbudowywane w blong? Jaki mechanizm tego procesu musiatby zaistnieé? Jedli juz
zalozymy, ze zostaly wbudowane w blong, to jaka jest dalsza droga? Autorka pisze, ze przez
desmotubule — tutaj pojawia si¢ kolejne pytanie - przez jej $wiatlo czy w blonie? gdyby
rozwazy¢ transport we wnetrzu desmotubuli — musiatby dany zwigzek najpierw dostaé sie do
Swiatta ER ~ prosze omowi¢ ten aspekt; jesli bfona — to musi byé mechanizm pozwalajacy na
wbudowanie danego zwigzku w blony ER; w jaki sposéb moze dochodzié do takiej sytuacji?
Czy w dalszych badaniach nalezy poszukiwaé odpowiednich znacznikéw pecherzykéw
endocytarnych kierujgcych je odpowiednich kompartymentoéw?

3/,,...fluorescencyjny sygnat pochodzacy od podawanych znacznikéw zlokalizowany
byl nie tylko w $wietle naczyn, ale przede wszystkim w komérkach typu VAC” — prosze
wyjasni¢ jak moze by¢ widoczny barwnik w naczyniach, a chodzi o te fluorochromy typu
FM, skoro fluorescencja pojawia sie dopiero po zwigzaniu z blong? Poza tym na Fig. 5 nie
wida¢, aby fluorochrom byl w naczyniach.

4/,,....stwierdzono transportu barwnika LYCH z naczyf do komérek typu VAC (Tabl.
11), tym samym wykluczajac zaangazowanie endocytozy fazy plynnej w pobieranie
zwigzkow z apoplastu do symplastu.” — to zdanie przeczy opisanym wynikom i dokumentacji

zdjeciowej; rozumiem, ze chodzito w stwierdzenie, ze nie jest to gléwny rodzaj endocytozy.



5/,,...BSA nie wymaga pecherzyka oplaszczonego klatryna, aby zosta¢ pobranym z apoplastu
do symplastu, wskazujgc jednoczesnie na zaangazowanie mechanizmu niezaleznego od
klatryny w internalizacje BSA do komérek typu VAC.” Jaki mechanizm moze wchodzi¢
w gre? Napisano, ze prawdopodobnie endocytoza niezalezna od klatryny. Czy zatem wielkos¢

czasteczki, w przypadku BSA (7,2 nm) moze mie¢ znaczenie wyboru drogi internalizacji?

,Podsumowanie obserwacji i wnioski” to rozdziat, w ktérym dokonano podzialu na:
podsumowanie obserwacji i wnioski, co jest godne podkreslenia. Wnioski wskazane przez
Doktorantke sa w peni uzasadnione. We wniosku 1, moze warto doda¢, ze uzyskane wyniki

potwierdzaja, przynajmniej dla Acer pseudoplatanus, wyniki Czaninskiego (1072).
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Wykaz cytowanej literatury obejmuje 282 pozycje. Muszg przyznaé, ze wyjatkowo rzetelnie
zostal przygotowany ten rozdzial rozprawy, chociaz i tutaj znalazty si¢ niedociagnigcia,
wypunktowane ponizej:

1/ dziwna cytacja _ Wojtaszek, P., Wozny, A., Ratajczak, L., & Guzicka, M. (2012). Biologia
komorki roslinnej?

2/ dziwna cytacja — nie wiadomo, ktéry rozdziat podrecznika ma Doktorantka na mysli
Hejnowicz, Z., Wojtaszek, P., Wozny, A., Ratajczak, L., Jackowski, G., Jarmuszkiewicz, W.,
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Naukowe PWN.

3/ w tekscie jest Evert, 2006 a powinno by¢ Evert i wsp. 2006 (Evert, R. F., Esau, K., & Esau,
K. 2006). Esaw’s Plant anatomy: Meristems, cells, and tissues of the plant body: their
structure, function, and development (3rd ed). Wiley-Interscience.

4/ brak w tekscie - Guo, J., & Yang, Z. (2020). Exocytosis and endocytosis: Coordinating and
fine-tuning the polar tip growth domain in pollen tubes. Journal of Experimental Botany,
71(8), 2428-2438. https://doi.org/10.1093/jxb/eraal 34

Powyzsze uwagi w niczym nie umniejszaja znaczenia rozprawy doktorskiej mgr.
Aleksandry Stupianek. Pragne podkresli¢, ze nalezy je traktowaé jako podstawe do dyskusji
oraz jako wyraz troski o jeszcze lepsza forme opracowania wynikéw do przysziych

publikacji.
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Nalezy stwierdzi¢, ze we wstepie oraz w wynikach, Doktorantka powoluje si¢ na dwie
prace, ktérych jest wspotautorkg. Poniewaz sg odnosniki do wspomnianych publikacji, to nie
doszlo do naruszenia licencji CC-BY (uznanie autorstwa), dlatego uzycie w rozprawie
doktorskiej rycin/wynikéw oraz ich modyfikacje sa dopuszczalne. Tym bardziej, ze
Doktorantka w publikacji ,,Xylem Parenchyma—Role and Relevance in Wood Functioning in
Trees” pelnita wiodacg role w przygotowaniu publikacji. W drugiej pracy - ,,Endocytosis acts
as transport pathway in wood”, Doktorantka przeprowadzita eksperymenty z podawanie
znacznikéw, analizy immuno i mikroskopowe oraz wspéluczestniczyta w pisaniu publikacji.

W obu pracach byta pierwsza autorka, co nalezy podkreslié.

Podsumowanie i wniosek kovicowy

Rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Shupianek stanowi samodzielne
rozwigzanie problemu badawczego przy uzyciu adekwatnej metodyki badaf, co jest
ustawowym wymogiem stawianym rozprawom doktorskim. Nie mam watpliwosci, ze
W swojej rozprawie Pani mgr Aleksandra Stupianek podjeta istotny problem badawczy oraz
przedstawita w sposéb satysfakcjonujacy jego rozwigzanie. Biorac pod uwage wszystkie
aspekty przedlozonej mi do recenzji rozprawy doktorskiej pragne stwierdzié, ze wysoko
oceniam przedstawiong mi do oceny pracg oraz, ze spelnia ona warunki wymagane dla
rozpraw doktorskich zawarte w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule z zakresu sztuki (Dz.U. 2003r. Nr 65, poz.595
z pézn. zmi.).

W zwigzku z tym stawiam wniosek do Rady Wydzialu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenia Pani mgr Aleksandry Stupianek do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoks wartosé rozprawy

i oryginalnos¢ zaprezentowanych wynikéw wnioskuje o jej wyréznienie stosowng nagroda.

Z powazaniem

Prof. dr hab. Ewa U. zynska
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