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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Stupianek, pt.
w»Mechanizmy transportu migdzykomaorkowego w drewnie wtérnym?”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy nowego obszaru badan zwigzanego z
transportem mi¢dzykomorkowym w drewnie wtérnym drzew nalezacych do roslin okrytonasiennych
Transport ten obejmuje szlaki (1) z komoérek naczyn do komoérek migkiszu drzewnego, majacych
bezposredni kontakt z naczyniami, tzw. komoérki typu VAC (ang. vessel-associated cell) oraz (2)
miedzy komoérkami migkiszu drzewnego czyli przemieszczanie substancji z komarek, typu VAC do
komorek, ktore nie maja bezposredniego kontaktu z naczyniami, tzw. nonVAC (ang. non-vessel-
associated cell), oraz miedzy komdrkami nonVAC.

Ocena Formalna Pracy

Przedstawiona do oceny praca liczy 163 strony i ma typowy dla rozprawy doktorskiej uktad
rozdziatow: streszczenie, wykaz stosowanych skrétow, wykaz rycin, tabel i tablic, wstep, cel pracy i
hipotezy badawcze, materiat i metody, wyniki wraz z tablicami, tabelami i schematami, dyskusja,
podsumowanie, literatura.

Wstep liczy 23 strony 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. omowienie struktury drewna
wtornego drzew, ze szczegoélnym uwzglednieniem migkiszu drzewnego oraz transportu
symplastycznego wraz z budowg plasmodesmy. Wstep zawiera takze charakterystyke transportu
endocytotycznego: szlakow zaleznego i niezaleznego od klatryny.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawita cel pracy, ktorym byto scharakteryzowanie
na poziomach tkankowym, komérkowym i molekularnym drog transportu miedzykomoérkowego
(pecherzykowego i symplastowego)), w migkiszu drzewnym drewna wtdrnego wybranych gatunkow
drzew lisciastych: klonu jaworu (Acer pseudoplatanus L.), jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior
L.) oraz mieszanca topoli osiki i topoli amerykanskiej (Populus tremula x tremuloides Michx.).



Chciatam w tym miejscu zwroci¢ uwage, ze po pierwsze pecherzyki takze naleza do symplastu,
protoplastu komorki, wigc przy sformutowaniu celu pracy powinna Doktorantka doda¢ — transportu
symplastowego przez plasmodesmy — bo o to tutaj chodzito. Ponadto przy sformutowaniu celu
rozprawy brakuje skrétow dotyczacych odkrywcow poszczegolnych gatunkéw, przy nazwach
tacinskich drzew.

W dalszej czgséci rozdziatu znajdujemy uzasadnienie podjecia takiej tematyki badan. Jak pisze
Doktorantka, niewiele jest dostepnych informacji w literaturze przedmiotu dotyczacych radialnego
transportu substancji w obrebie ksylemu, gltéwnie transportu z naczyn do komorek miekiszowych
oraz w obrgbie migkiszu drzewnego w drewnie wtdrnym.

Cel badan realizowano weryfikujac postawione hipotezy badawcze, ktdre zaktadaly, ze :
1. transport zwigzkow z apoplastu do symplastu w drewnie wtornym odbywa si¢ na

drodze endocytozy,
2. glownym typem endocytozy dziatajacej w drewnie wtdérnym jest endocytoza
zalezna od klatryny,
3. zwiazki pobierane za posrednictwem endocytozy z naczyn do komorek typu VAC
sg rozprowadzane miedzy zywymi komoérkami drewna szlakiem symplastowym, przez
plasmodesmy,
4. udzial poszczeg6lnych mechanizméw transportu w pobieraniu i rozprowadzaniu
zwigzkow w drewnie wtornym zmienia si¢ S€ZOnowo.

Kolejny rozdziat - Materiat i Metody przedstawia w sposob czytelny zastosowane techniki
badawcze. Wart podkreslenia jest dobry, szczegotowy opis stosowanych w pracy technik, co z jednej
strony pozwala czytelnikowi szybko zorientowaé si¢ w metodyce badan, z drugiej pozwoli na
ewentualne powtorzenie dos§wiadczen w przysztosci. Chciatam zapyta¢ w tym miejscu o zrddlo
procedury podwdjnego znakowania substancji metodg immunogold do mikroskopu transmisyjnego,
poniewaz nie znalaztam go w niniejszej pracy. Pytam o to dlatego, ze w podobnych doswiadczeniach
stosowatam procedur¢ wg Harris and Oparka 1994 (Plant Cell Biology. A Practical Approach) w
ktorej dwie substancje w danej prébce znakuje si¢ po kolei, podajac najpierw przeciwciato
pierwszorzgdowe, a nastepnie drugorzedowe znakujace substancje A, nastgpnie przeciwciato
pierwszorzgdowe i dalej drugorzedowe znakujgce substancje B. W procedurze stosowanej przez
Doktorantke podawano razem, w tym samym czasie, dwa przeciwciata pierwszorzedowe, a nastgpnie
razem, dwa przeciwciata drugorzedowe.

Zwrdcito moja uwage réwniez wysokie, bo az 5% stezenie, GA w utrwalaczu materialu do reakcji
immunocytochemicznych. Czy nie ma tu pomylki, bo cz¢sto stosowane jest stezenie 0,5%7?

| jeszcze jedno pytanie — czy Doktorantka jest pewna, ze pedy drzew zanurzone w roztworach
barwnikdéw pobieraly na wysoko$¢ 3-5mm roztwory tylko przez naczynia? Czy nie bylo tu
mozliwo$ci podsigkania i wnikania roztworow do apoplastu innych komorek, np. migkiszowych i
transportu apoplastycznego tym szlakiem? Czy w jaki$ sposob to sprawdzano?

Ocena warto$ci merytorycznej pracy

Rozdziat ,,Wyniki” obejmuje 66 stron i zawiera dobrze i przejrzyscie przedstawione rezultaty
przeprowadzonych doswiadczen, zilustrowane, m.in. licznymi mikrografiami, gtéwnie z mikroskopu
konfokalnego (LSM), ale tez S$wietlnego ze $wiattem przechodzacym, fluorescencyjnego i



elektronowego transmisyjnego (TEM), pokazujacymi dane jako$ciowe oraz wykresami ilustrujacymi
dane ilosciowe.

Kolejne podrozdziaty ,,Wynikdw” pokazujg etapy logicznego, przemyslanego i konsekwentnie
rozwigzywanego problemu badawczego, w oparciu o przedstawione hipotezy badawcze. W wielu
miejscach znajdujemy tez wyjasnienia, dlaczego podjg¢to przeprowadzenie danych eksperymentow
oraz liczbe probek, na ktorej te eksperymenty wykonano — co bardzo mi si¢ podoba. Atutem tej
czesci rozprawy sg takze krotkie podsumowania po kazdym podrozdziale wynikéw. Ulatwiaja one
czytelnikowi analiz¢ otrzymanych rezultatow. Dzieki nim ,,Wyniki” uktadajag w spdjng, ciekawie i
przejrzyscie opowiedziang histori¢ transportu substancji w obrgbie drewna wtornego, wybranych
gatunkow drzew lisciastych. Przyznaje, ze czytatam ten rozdziat z przyjemnoscia.

Na poczatku rozdziatu ,,Wyniki” przedstawiono anatomi¢ drewna wtornego trzech badanych
gatunkéw drzew, ze szczegdlnym uwzglednieniem komodrek migkiszu drzewnego VAC 1 nonVAC,
pokazane w Tablicy 2. Bardzo tadne i czytelne sa, moim zdaniem, mikrografie z mikroskopu
Swietlnego w tej tablicy (Tabl. 2 A-F). Z kolei mikrografie G, H, | w Tabl. 2 przedstawiajg
ultrastrukture komoérek VAC i nonVAC trzech badanych gatunkéw drzew w TEM. Doktorantka
napisata, ze -,,komorki te charakteryzowata obecno$¢ gestej cytoplazmy z licznymi pecherzykami,
dobrze rozwinigte ER, liczne mitochondria i wakuole”. Tylko sporadycznie obecne byly w tych
komorkach ziarna skrobi”. Jako biolog komorki roslinnej, pracujacy na co dzien z TEM, mam kilka
uwag.

e Ultrastruktura komorek VAC jest w miare dobrze widoczna u klonu jawora - na zdj¢ciu G.
Na pozostalych dwoch zdjeciach H oraz I, ktore przedstawiaja komorki VAC u jesionu, a
szczegolnie u topoli, trudno zobaczy¢ struktury wymienione w powyzszym opisie, czyli ER,
mitochondria, pecherzyki, nawet po powigkszeniu w wersji PDF pracy. Niezbedne, byloby w
tym miejscu zamieszczenie wigkszych mikrografii, o wigkszych powigkszeniach,
przedstawiajacych ultrastrukture komorek VAC, tym bardziej, Zze to one s3 gldownym
przedmiotem dalszych badan.

e Doktorantka napisata o licznych wakuolach w komoérkach VAC. Zasadniczo, w komdrkach
zrdéznicowanych, do ktoérych naleza komorki migkiszu drzewnego, wystepuje jedna centralnie
ulozona wakuola. Musimy pamigta¢, ze w TEM ogladamy jedynie ultracienki skrawek,
przecigtnie o grubosci 70nm, a nie komorke 3D, ktora ma kilka um s$rednicy. Dlatego, trzeba
zachowaé ostrozno$¢ W interpretacji obrazéw z TEM. Wrazenie licznych wakuol, moze
wynika¢ z roznego ksztattu/architektury wakuoli na réznych poziomach komorki i
uzyskanego przekroju. Jak r6zng morfologi¢ moze mie¢ wakuola na ré6znych poziomach
komorki §wietnie pokazuja rekonstrukcje 3D wakuol uzyskane technika SBF SEM (ang.
Serial Block Face Scanning Electron Microcope), np. w pracy Scheuring et al. 2016 PNAS,
113, pp. 452-457).

Ponadto, w nomenklaturze migdzynarodowej, wakuole na mikrografiach, oznacza si¢ jako

V, anie W - jak oznaczono w pracy.

e Doktorantka napisata tez o niclicznych ziarnach skrobi w komorkach VAC, a moim zdaniem
ziarna skrobi — tak naprawdg amyloplasty, sa catkiem spore na przekrojach komoérek jesionu i
topoli. Faktycznie, nie wida¢ ich w komorce klonu jawora, ale to tylko ultracienki przekrdj
przez komorke.



e Mysle, ze przydataby si¢ takze mikrografia, o wiekszym powigkszeniu, jamki kontaktowej -
podobnie jak pokazano jamki proste z plazmodesmami.
e Bardzo podoba mi si¢ natomiast to, ze podano liczb¢ analizowanych probek w TEM.

Zwigksza to niewatpliwie wiarygodnos¢ otrzymanych wynikow.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analiz¢ zywotnosci komoérek migkiszu drzewnego
w trzech badanych gatunkach drzew. Wszystkie komoérki migkiszowe byly zywe. Zamieszczone
mikrografie z mikroskopu fluorescencyjnego potwierdzaja tez wczesniejsze obserwacje, z
mikroskopu §wietlnego ze §wiatlem przechodzacym, ze najwigcej migkiszu zawierato drewno klonu
jawora, mniej jesionu , a zdecydowanie najmniej topoli. Wida¢ to tutaj bardzo wyraznie.

W kolejnej serii do§wiadczen weryfikowano hipoteze 1 i pokazano, ze transport substancji (W
doswiadczeniach byty to barwniki 3 TR 1 10 TR oraz FM4-64 i FM 1-43), ze swiatla naczyn, czyli z
apoplastu, do protoplastu komoérek miekiszowych VAC, moze odbywac si¢ na drodze endocytozy.
Wyniki te potwierdzono stosujgc inhibitory endocytozy takie jak, np. Brefeldyne A (BFA). Poniewaz
odkryto ten szlak u wszystkich badanych gatunkéw drzew, mozna sadzi¢, Ze pobieranie
endocytotyczne substancji z naczyn do komorek miekiszowych kontaktujgcych si¢ z naczyniami,
czyli VAC, jest dos¢ powszechng droga transportu substancji w drewnie wtérnym u roslin
okrytonasiennych. Moim zdaniem, jest to wynik bardzo cenny, poniewaz ten szlak transportu
z naczyn do zywych komérek migkiszowych VAC, pokazano po raz pierwszy. Co wigcej,
Doktorantka potwierdzita ten wynik stosujac inhibitory transportu pecherzykowego takie jak BFA
oraz dokumentujac charakter powstalych agregatow immunolokalizacja wakuolarnej H*- ATP-azy.

Z kolei obecnos¢ barwnikow TR i FM w komorkach nonVAC sugeruje ich przemieszczanie
pomigdzy komoérkami migkiszowymi symplastem, przez plazmodezmy. Barwnik TR znajdowano tez
w jamkach kontaktowych (wyraznie widoczne na zatgczonych mikrografiach) jak i w jamkach
prostych — widoczne stabiej, a na zdjeciu K w Tabl.4 w miejscu jamki prostej, ktore wskazuje
strzatka zotta nie wida¢ wcale zabarwienia. Z kolei barwniki typu FM pokazano tylko w jamkach
prostych - cho¢ jest to stabo widoczne na zalaczonych mikrografiach. Przydalyby si¢ duze
powigkszenia tych miejsc.

Niemniej jednak, chciatam zapyta¢ w jaki sposdb zdaniem Doktorantki barwniki, pobrane na drodze
endocytozy przez komorki VAC z naczyn, czyli zlokalizowane w pecherzykach i strukturach
systemu bton wewnetrznych, przedostaty si¢ do plazmodesm zlokalizowanych w jamkach prostych,
taczacych komorki VAC z komérkami nonVAC — moze Doktorantka zaproponuje inng koncepcje
niz sugerowana w dyskusji? | drugie pytanie - jak Doktorantka sadzi, czy barwniki te z komorek
VAC do nonVAC mogty takze przedostawaé si¢ na drodze endocytozy (Np. po wczesniejszej
egzocytozie z komdrek VAC do $cian komorkowych)?

W kolejnym etapie badan, weryfikujac hipotezg 2, pokazano, ze za transport pomigdzy $wiattem
naczyn, a komorkami VAC w znacznym stopniu odpowiedzialna jest endocytoza zalezna od
klatryny. Klatryn¢ zidentyfikowano na podstawie reakcji immunocytochemicznej na poziomie
mikroskopu konfokalnego, w btonie komodrkowej, cytoplazmie komérek VAC i nonVAC drewna
wtornego wszystkich badanych gatunkow drzew oraz w jamkach prostych taczacych komorki
migkiszu drzewnego u klonu jawora i topoli. Jednakze w reakcji immunogold na poziomie TEM w
drewnie wtornym topoli, klatryne zlokalizowano tylko na terenie cytoplazmy, a nie zlokalizowano na
terenie jamek prostych i plazmodesm (Tabl. 19). Czy Doktorantka mogtaby to wyjasnic.

Z kolei fakt kolokalizacji barwnikéw pobieranych endocytotycznie FM4-64FX oraz 3TR z
wystepowaniem klatryny, identyfikowane] immunocytochemicznie, potwierdza bardzo
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wyraznie udzial endocytozy zaleznej od klatryny (CME) w transporcie z naczyn do komorek
mie¢kiszu drzewnego typu VAC.

Jak wspomniano immunodetekcja w LSM biatek klatrynowych wykazata ich obecnos¢ w

btonie komorkowej, cytoplazmie oraz w jamkach prostych komorek migkiszu drzewnego badanych
gatunkow drzew, a nie wykazata na terenie jamek kontaktowych. Stad powstaje pytanie — ktoredy
odbywa si¢ zdaniem Doktorantki endocytotyczny transport barwnikow FM4-64, FM1-43 oraz 3TR i
10TR z naczyn do komdrek VAC. Rozumiem, ze jamki kontaktowe nie biorg w tym udziatlu. Wynika
z tego kolejne pytanie - jaka jest zatem funkcja jamek kontaktowych wystepujacych pomiedzy
naczyniami, a komorkami migkiszowymi typu VAC?
Z drugiej strony barwnik 10TR lokalizowano na terenie jamek kontaktowych. Wedtug niektérych
zrodet, cytowanych rowniez przez Doktorantke w niniejszej rozprawie, (Gao i wsp. 2016 Scientific
Reports | 6:35179 | DOI: 10.1038/srep35179 “Texas red-conjugated dextran, a marker of fluid phase
uptake (Fig. 3e), suggesting that its uptake may also involve in part a macropinocytic pathway’’)
barwniki TR sg markerami endocytozy fazy ptynnej (pinocytozy). Jak Doktorantka sadzi - czy skoro
10TR byt obecny na terenie jamek kontaktowych, ten typ transportu moze zachodzi¢ na terenie tych
jamek, mimo ze do$wiadczenie z wykorzystaniem innego markera pinocytozy, LYCH, ktorego
wyniki zamieszczono w niniejszej rozprawie, nie potwierdzity wystepowania tego typu transportu
pomigdzy naczyniami, a komoérkami VAC?

Kolejnym dowodem na wystgpowanie transportu endocytotycznego zaleznego of klatryny
pomiedzy komoérkami naczyn i komérkami migkiszu drzewnego drewna wtornego typu VAC, bylto
zastosowanie barwnika FM4-64FX wraz z inhibitorami endocytozy zaleznej od klatryny.
Chciatabym podkreslic w tym miejscu, ze okreSlenie rodzaju endocytozy, jako CME,
odpowiedzialnej w znacznym stopniu za transport z naczyn do komérek VAC, to kolejny
cenny wynik niniejszej rozprawy doktorskiej. Co wiecej doswiadczenia te pokazaly, ze
transport barwnika FM4-64FX z naczyn do komoérek VAC nie zostal calkowicie zablokowany
przez inhibitory endocytozy Kklatrynozaleznej, a wiec CME nie byla jedyng droga transportu
substancji z naczyn do komérek VAC w drewnie wtérnym badanych gatunkow drzew
liSciastych.

W tym miejscu zwrdcit mojg uwage, na wykresach C, D w Tabl. 10, brak stupka obrazujgcego
inhibicj¢ pobierania FM4-64FX z naczyn do komoérek VAC po zastosowaniu wortmaniny. Z
zataczonych mikrografii natomiast wynika, ze wortmanina dziatata niemal rownie silnie jak IKA.

Nastepnie sprawdzono czy funkcjonuje mechanizm transportu substancji niezalezny od

klatryny, zwiazany z obecno$ciag mikrodomen btonowych. Wykonano immunodetekcje flotyliny,
biatka charakterystycznego dla mikrodomen blonowych i wykazano jej wystepowanie, przede
wszystkim w komdrkach typu VAC. Niemniej, moim zdaniem, na mikrografiach widoczna jest tez
flotylina w kilku komorkach nonVAC. Doktorantka napisata, ze flotylina w komérekach VAC byta
obecna w blonie komodrkowej, co jest naturalne, oraz na terenie cytoplazmy. Niemniej, tak naprawdg,
doktadng lokalizacje flotyliny w komorkach, byloby lepiej wida¢ na zdjeciach z TEM, w reakcji
immunogold. Zdaj¢ sobie jednak sprawe, ze w ramach doktoratu nie da si¢ zrobi¢ wszystkiego, a
lokalizacja flotyliny nie byta gtéwnym zadaniem w tej pracy.
W dalszych do$wiadczeniach stwierdzono ponadto, ze transport wielkoczasteczkowych zwigzkow,
takich jak zastosowany w doswiadczeniach BSA potaczony z Alexa 647, byt transportowany z
naczyn do komorek VAC, ale droga inng niz endocytoza zalezna od klatryny 1 nie byt
transportowany do komdérek nonVAC.



Cennym osiagnieciem tej cze$ci pracy jest pokazanie, ze substancje moga by¢ transportowane z
komorek naczyn do komorek migkiszu drzewnego typu VAC innymi drogami, niz endocytoza
zalezna od klatryny. Mozna si¢ tego oczywiScie spodziewaé, niemniej przeprowadzone
doswiadczenia pokazujg to jednoznacznie.

W kolejnej czeséci pracy Doktorantka napisata ,,Wczesniejsze wyniki sugeruja mozliwos¢
wspoéldziatania 1 wspodlzaleznosci roznych mechanizméw w procesie transportu zwigzkow do
komorek typu VAC w drewnie wtérnym. Aby zweryfikowaé, czy na intensywnos¢ transportu
pecherzykowego moga wplywac funkcjonujace na granicy apoplast/symplast transportery btonowe,
zastosowano inhibitor transporteréw aniondéw organicznych —probenecid.” Wyniki badan daty
odpowiedz negatywna. Chcialam zapyta¢ jak Doktorantka zakladata, w jaki sposob transportery
btonowe mogtyby wptywac na endocytozg klatrynozalezng?

Bardzo interesujgce sg wyniki kolejnego doswiadczenia przeprowadzone przez Doktorantke z
wykorzystaniem techniki FRAP, ktore jednoznacznie pokazato, ze istnieje transport substancji, w
tym przypadku barwnika FM4-64FX, pomiedzy komorkami migkiszu drzewnego.

Z kolei potwierdzenie obecno$ci plazmodesm w jamkach prostych pomiedzy komorkami
nonVAC migkiszu drzewnego, poprzez immunodetekcje kalozy, nie bylo moim zdaniem konieczne,
poniewaz doktorantka pokazata plazmodezmy w tych jamkach, bardzo wyraznie wcze$niej, na
mikrografiach z TEM w Tabl. 2 J,K). Z kolei w Tablicy 18, ilustrujacej wynik immunodetekcji
kalozy w plazmodesmach na poziomie mikroskopu konfokalnego, przydatby si¢ obraz plazmodesmy
ze $wiatta przechodzacego, tak jak Doktoranta robita to na wczesniejszych tablicach.

Mikrografie jednoczesnie przeprowadzonej immunodetekcji wielkoczasteczkowego biatka

3TR i klatryny na poziomie TEM sugeruja, ze pgcherzyki optaszczone klatryng sg zaangazowane w
transport wielkoczasteczkowego barwnika 3TR na terenie cytoplazmy komorek migkiszowych
drewna wtdrnego jesionu i topoli. Rzeczywiscie t¢ kolokalizacj¢ tadnie wida¢ na mikrografiach z
TEM. Niemniej, moim zdaniem, nalezy by¢ ostroznym z interpretacja tego wyniku. Utrwalanie
chemiczne do reakcji immunogold powoduje, ze blony biologiczne w komorce praktycznie nie
zostaja zachowane. Klatryna to biatko optaszczajace blony pecherzykow. Poniewaz blony
pecherzykow nie sa widoczne, w niektorych miejscach, czastki ztota identyfikujace klatryne,
wygladajg jak cargo pecherzykéw — a moze to by¢, np. widok z goéry na pecherzyk. Aby
jednoznacznie potwierdzi¢ prawdziwo$¢ tego wyniku, mozna by w przyszio$ci zastosowaé technike
High Pressure Freezing Freeze Substitution (zamrazania z podstawianiem), ktora pozwala na
zachowanie blon biologicznych i przeprowadzenie reakcji immunogold na tych samych preparatach.
Mam nadzieje, ze technika ta bedzie niedtugo dostepna w Poznaniu — zapraszam wigc na nasz
Wydziat.
Barwnik 3TR jednak wykryto takze na terenie jamek prostych, ale w tym rejonie nie wykazano
kolokalizacji z biatkami klatrynowymi. Pojawia si¢ ponownie pytanie - jak 3TR dostat si¢ do
plazmodesmy? Wydaje si¢ mato prawdopodobne, aby 3TR wydostat si¢ pecherzykow optaszczonych
klatryng. A moze to ta cze$¢ 3TR, ktora dostata si¢ do komorki inng drogg transportu, np. w wyniku
endocytozy fazy plynnej przez jamki kontaktowe, niezalezng od klatryny, o ktdrej wspominatam
wczesniej? Jak Doktorantka sadzi?

Ciekawe sg rowniez odnotowane sezonowe prawidtowosci w transporcie radialnym barwnika
FM4-64FX u badanych gatunkéw drzew pomigdzy naczyniami drewna wtornego i komérkami VAC,
z VAC do nonVAC i pomigdzy komoOrkami nonVAC.



U klonu jawora oraz topoli najintensywniejszy transport radialny wystepowat w lecie, u jesionu pod
koniec lata. U wszystkich gatunkow transport ten byt najmniej intensywny zima, a wiosng spadat w
czasie przymrozkow, co pokazuje, ze nie tylko sezon ale i temperatura maja wptyw na radialny
transport substancji, gtéwnie z naczyn do komoérek VAC.

Sprawdzono takze udzial endocytozy zaleznej od klatryny podczas catego roku w aspekcie zmian
sezonowych, stosujgc inhibitor tego rodzaju endocytozy TA23. Pokazano, ze u klonu jawora
endocytoza zalezna od klatryny odgrywa najbardziej istotng rol¢ w transporcie z naczyn do komorek
VAC latem, u jesionu zima, wiosng i latem, natomiast u topoli inhibitor endocytozy klatrynozaleznej
(CME) nie ograniczat transportu tym szlakiem, co moze wskazywaé, ze ten gatunek drzewa jest
mniej wrazliwy na zastosowany inhibitor. Moim zdaniem to rowniez bardzo ciekawe wyniki.

Z kolei na podstawie badania aktywnosci gendéw kodujacych (1) ciezki i lekki tancuch biatek
klatrynowych - zwigzanych z CME (2) remoryn, bialek charakterystycznych dla tratw lipidowych,
wystepujacych takze w plazmodesmach i zwigzanych z endocytozg niezalezng od klatryny (CIE)
oraz (3) transporterow sacharozy u topoli metoda RT PCR pokazano, ze geny kodujace tancuchy
klatryny znajdowaty si¢ na podobnym poziomie aktywnos$ci przez caly rok. Wyniki te sugerujg, ze w
drewnie wtornym topoli transport tym szlakiem nie wykazuje zmian sezonowych, natomiast silna
ekspresja gendéw kodujacych remoryny latem, pokazala ze intensywno$¢ szlaku transportu CIE,
silnie wzrasta o tej porze roku. Réwniez transportery sacharozy wykazywaly silniejsza ekspresje
wiosng 1 latem.

Uwazam, ze pokazanie odmiennej aktywnosci roznych szlakow transportowych, w zaleznosci od
sezonu, jest takze bardzo cennym wynikiem niniejszej rozprawy doktorskiej.

Kolejny rozdzial - podsumowanie wynikow i wioski - jest tak naprawde glownie
podsumowaniem wynikow. Troche zabraklo mi w tym miejscu ostatecznej konkluzji, moze
schematu obrazujgcego, podsumowujgcego catos¢ otrzymanych wynikow.

Dyskusja jest przeprowadzona poprawnie, z uwzglgdnieniem pozycji literaturowych z
ostatnich 4 lat. Sformutowane wnioski sa adekwatne do uzyskanych wynikow. W dyskusji
omoOwiono najszerzej i stusznie najciekawsze osiggniecia niniejszej rozprawy, czyli endocytoze jako
szlak transportu pomiedzy apoplastem i symplastem w drewnie wtérnym oraz udziat endocytozy
klatrynowej i1 niezaleznej od klatryny w tym procesie. Nie do konca przekonuje mnie jednak
wyjasnienie zasugerowane przez Doktorantke, ze ,, wielkoczgsteczkowe zwiazki, po internalizacji z
naczyn do komorek typu VAC, zostaja wbudowane w system endomembranowy, a nastgpnie
przetransportowane do sasiadujacych komoérek przez desmotubule obecna w PD. Mysle, ze
wyjasnienie tej bardzo intrygujacej kwestii wymaga dalszych badan.

Mam tez kilka innych uwag do tego rozdziatu. Moim zdaniem w dyskusji znajdujemy troch¢ za duzo
powtdérzen z rozdziatu ,,Wyniki” 1 raczej tez nie powinno si¢ przytacza¢ tutaj tablic, figur i
schematdw pokazanych w rozdziale ,,Wyniki”. Poczatek dyskusji pasuje bardziej do wstepu.

Na koniec jeszcze drobne uwagi techniczne. Doktorantka pisze w jednych miejscach klon
jawor, w innych tylko klon Iub tylko jawor. Oczywiscie klon jawor to Acer pseudoplatanus, ale
moze bardziej elegancko byloby zachowaé spdjne nazewnictwo w calej pracy. W streszczeniu
znajdujemy takie zdanie: ,komorki typu VAC sg zdolne do internalizacji substancji
transportowanych w martwych elementach przewodzacych na drodze endocytozy zaréwno
zaleznej, jaki i niezaleznej od klatryny”. Powinno by¢ z martwych elementéw przewodzacych, w
tym przypadku literowka ma do$¢ istotne znaczenie. Oraz drugie stwierdzenie rOwniez zawarte w



streszczeniu — ,,wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej stanowig pierwszy dowod
na funkcjonowanie endocytozy, czyli nowego mechanizmu transportowego dziatajacego w drewnie
wtornym drzew lisciastych”. Endocytoza nie jest generalnie nowym mechanizmem, bo znanym od
wielu lat w komorkach roslinnych - jest natomiast po raz pierwszy odkrytym i opisanym przez
Doktorantke - jako szlak transportu substancji z naczyn do komérek VAC w drewnie wtornym drzew
liSciastych.

Chciatabym jednak w tym miejscu raz jeszcze podkresli¢, ze oprocz tych wymienionych przeze mnie
potknie¢ w teks$cie, niniejsza rozprawa doktorska jest pieknie napisana stylistycznie i praktycznie bez
btedow literowych.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani Mgr
Aleksandry Stupianek speilnia wszystkie wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.
1789), w zwiazku z art. 179 ust. 1 Ustawy prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z 3. 07. 2018
(Dz.U. poz. 1669) i wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego we Wroctawiu 0 dopuszczenie Pani Mgr Aleksandry Stupianek do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Chciatabym podkresli¢, ze wysoko oceniam przedstawiong mi do recenzji rozpraw¢
doktorska pani mgr Aleksandry Stupianek, zaréwno pod wzgledem koncepcji, jak i wartosci
merytorycznej. Podjete przez Doktorantke badania sg niewatpliwie nowatorskie, uzyskane wyniki
warto$ciowe, a wiele z nich jest nowych dla Nauki. Doktorantka po raz pierwszy pokazata, ze
endocytoza jest jedng z drog transportu substancji na granicy apoplast/symplast w drewnie wtérnym
drzew liSciastych — konkretnie z naczyn drewna wtérnego (apoplast), do komorek migkiszu
drzewnego sasiadujgcych z naczyniami (symplast), czyli komorek VAC. Ponadto Doktorantka
zidentyfikowata typ endocytozy — jako endocytozg zalezng od klatryny, a takze stwierdzita istnienie
transportu z naczyn do komoérek VAC niezaleznego od klatryny, a zwigzanego z wystegpowaniem
mikrodomen btonowych. Zostato to, moim zdaniem, pokazane bardzo czytelnie i sprawdzone
wieloma technikami. Wyniki zawarte w rozprawie doktorskiej p. mgr Aleksandry Stupianek
pokazaly takze, ze dalszy transport radialny, tzn. z komérek VAC do komérek nonVAC oraz
pomiedzy komorkami nonVAC, w drewnie wtornym, zachodzi szlakiem symplastowym, przez
plazmodesmy. Wskazuja na to, m.in. wyniki do$wiadczen uzyskanych technikg FRAP, jak i
znakowanie technika immunogold czasteczek barwnika 3TR, ktory pobrany przez naczynia zostat
przetransportowany endocytotycznie z naczyn do komoérek migkiszu drzewnego VAC, a nastgpnie
transportem symplastycznym przez plazmodesmy (rowniez pokazane w reakcji immunogold)
pomigdzy komdrkami migkiszu drzewnego. Warto§ciowe sg rowniez wyniki pokazujace sezonowos$¢
intensywnos$ci transportu w drewnie wtornym badanych drzew lisciastych. Na koniec Chce
podkresli¢ raz jeszcze, ze rozprawa jest napisana bardzo starannie i poprawnie stylistycznie.
Oczywiscie nowe dla Nauki wyniki prowokuja zadawanie licznych pytan, ktére zawartam w swojej
recenzji, ale to zupelnie naturalne. Moje uwagi nie obnizaja jednak rangi otrzymanych przez
Doktorantke wynikoéw, z ktorych te moim zdaniem najciekawsze, dotyczace endocytozy jako szlaku
transportu pomig¢dzy naczyniami, a komérkami migkiszowymi typu VAC w drewnie wtornym drzew



liciastych, zostaly opublikowane przez mgr Aleksandre Stupianek w New Phytologist, 222(4),
1846-1861, 2019, w artykule, w ktorym jest ona jest pierwszym autorem. Dodam, ze praca ta
otrzymata Nagrode Gtowng PTBER w 2020r - w kategorii najlepsza praca oryginalna.
Biorac pod uwage ww. osiagnigcia, wartos¢ merytoryczng otrzymanych wynikéw, wnioskuje tez o
wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani Mgr Aleksandry Stupianek stosowng nagroda.
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