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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR MAGDALENY JOANNY ZYZAK
ZATYTULOWANEJ ,,REGULACJA ROZNICOWANIA SYSTEMU PRZEWODZACEGO
W PEDZIE KWIATOSTANOWYM ARABIDOPSIS THALIANA”

Rozwdj postembrionalny roslin jest niezwykle zréznicowany i czesto zmienny nawet w
przypadku osobnikéw nalezgcych do jednego gatunku. Mimo to rozbudowywana weiaz w rosnacym
organizmie sie¢ polaczeti waskularnych wydaje si¢ by¢ doskonale dostosowana do powstajacych
nowych organéw. Od dawna wiadomo, ze w regulacji tego procesu istotna role odgrywa auksyna.
Weciaz jednak nie znamy odpowiedzi na wiele pytan dotyczacych mechanizmu tej regulacji, w tym
np. roli polarnego transportu auksyny i uczestniczacych w nich bialek. Jednoczesnie biorac pod
uwage fundamentalne znaczenie prawidlowo funkcjonujacego systemu przewodzacego, mozna
spodziewa¢ sig istnienia kilku uzupelniajacych si¢ badz zastepujacych mechanizméw regulacji jego
rozwoju. Rozprawa Pani Mgr Magdaleny Zyzak, dotyczaca regulacji réznicowania pierwotnego
systemu przewodzacego pedu modelowego gatunku dwuliSciennego, Arabidopsis thaliana,
doskonale wpisuje si¢ w nowoczesny nurt badan tego kluczowego procesu rozwojowego rodlin. Pani
Mgr Zyzak jest wspétautorka dwoch publikacji naukowych, ktére ukazaly sic w specjalistycznych
czasopismach naukowych. Kierowata ponadto grantem ETIUDA finansowanym przez NCN.

Ocena merytoryczna i metodologiczna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani Mgr Magdaleny Zyzak miesci si¢ w
dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w zakresie dyscypliny nauk biologicznych. Praca zostata
wykonana w Zakladzie Biologii Rozwoju Ro$lin Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego, pod kierunkiem Pani Dr hab. Alicji Banasiak.

Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim. Ma uklad typowy dla prac eksperymentalnych
1 obejmuje: Wstgp, krétki rozdziat Cel pracy, Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Spis
literatury. Tekst rozprawy jest bardzo dtugi, liczy bowiem ponad 200 stron. W mojej opinii te same
tresci mogly by¢ zawarte w znacznie krotszej a przez to tatwiejszej do czytania rozprawie. Omawiajac
poszczegllne czgdci pracy postaram si¢ wskazaé fragmenty, ktére moglyby byé krétsze. W
znajdujgcym si¢ na koricu pracy Aneksie zamieszczono oryginalny artykut naukowy opublikowany
w 2019 1. przez koordynowany przez Panig Promotor zespdt w International Journal of Molecular
Sciences, ktérego drugim autorem jest Doktorantka. Artykul ten zawiera czes¢ wynikéw
prezentowanych w rozprawie. Wedtug opisu udziatu autoré6w w przygotowaniu publikacji zawartego
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w artykule, Doktorantka wraz z pozostalymi autorami uczestniczyla w prowadzeniu badaf, a
samodzielnie opracowata metodyke badan i przeprowadzita analizy mikroskopowe.

Wstep rozprawy to wprowadzenie do dosé szeroko rozumianej tematyki prezentowanych w
pracy badan. Mgr Zyzak cytujac zaréwno stara ,klasyczng” jak i najnowszg literature, omawia
wyczerpujaco proces réznicowania pierwotnego systemu przewodzacego i powstawanie jego wzoru
przestrzennego oraz biosyntez¢ auksyny, jej transport i role w regulacji powstawania systemu
przewodzgcego. Szczegdlng uwage poswieca polarnemu transportowi auksyny (PAT) u 4. thaliana
oraz efektom zaburzenia PAT, co zwigzane jest bezposrednio z obiektem prezentowanych badan i
przeprowadzonymi doswiadczeniami. Mam nastepujgce uwagi krytyczne do tej czesci pracy: W
podrozdziale po§wigconym strefowosci merystemu apikalnego pedu sa niescistosci. (i) Doktorantka
niejednoznacznie uzywa skrétéw L1-3. Nie jest jasne, czy dotycza one pieter inicjalnych merystemu,
czy warstw tuniki. (ii) Wskazanie centrum organizacyjnego (OC) merystemu jako cze$ci merystemu
stupowego jest wg mnie nieprawidlowe. Faktycznie w niektérych pracach autorstwa biologéw
molekularnych zastosowano taka klasyfikacje, jednak ze wzgledu na ograniczone podzialy i wzrost
komoérek, OC odpowiada raczej proksymalnej czesci strefy centralnej (centralnym komérkom
macierzystym), a nie dystalnej czesci szybciej rosngcego merystemu stupowego. (iii) Oprécz
informacji waznych dla omawianych w kolejnych rozdziatach wynikéw badan i ich dyskusji, we
Wstgpie sg wiadomosci podstawowe (podrecznikowe), np. na temat embriogenezy, czy budowy i
funkcji tkanek przewodzacych, ktére mozna by pomingé i skrocié tekst.

Cel pracy zostal sformutowany jako cel gléwny i cele szczegétowe. Celem giéwnym byto
poznanie regulacji rozwoju systemu przewodzacego w pedzie kwiatostanowym A. thaliana i
ustalenie, jaka role w tym procesie odgrywaja organy boczne inicjowane przez merystem apikalnym.
Cele szczegolowe to proba odpowiedzi na serig¢ pytan dotyczacych roli auksyny i PAT oraz genéw
AtHBS i MP/ARFS5 w regulacji waskularyzacji pedu. Nie postawiono hipotez badawczych.

Rozdzial Materiaty i Metody zostal opracowany w sposob typowy dla prac doswiadczalnych
1 zawiera wigkszo$¢ potrzebnych informacji. Mam jednak kilka drobnych zastrzezen: (i) Brakuje paru
szczegOtow, np. dotyczacych przygotowania materiatu do krojenia na wibratomie (czy materiat byl
np. zatopiony w agarze) oraz producenta stosowanych barwnikow. (ii) Nie jest jasne, czy analizy
anatomiczne prowadzono na skrawkach z wibratomu, a jesli nie, to jak przygotowano skrawki, oraz
w jaki spos6b przygotowano przekroje do badan reakcji enzymatycznej GUS. (jii) Analize pasm
ksylemu prowadzona w mikroskopie konfokalnym Doktorantka nazywa wizualizacja
tr0jwymiarowe;j struktury, podczas gdy na rycinach pokazano wylacznie rzut prostopadly sygnatu
fluorescencji jodku propidyny, czyli obraz dwuwymiarowy. (iv) Czytanie byloby latwiejsze, jesli
bezposrednio po om6wieniu sposobu przygotowania preparatow znalazlaby si¢ krétka informacja, w
jakim mikroskopie byty analizowane.

Mgr Zyzak przeprowadzita szereg bardzo ciekawych i dobrze zaplanowanych doswiadczen,
ktore zostaly opisane w rozdziale Wyniki. Wptyw zahamowania PAT z udzialem biatka PIN1, nosnika
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wyplywu auksyny z komérek, na ontogenez¢ i waskularyzacje pedu kwiatostanowego Doktorantka
badata w dwoch uktadach doswiadczalnych: wykorzystujac pedy mutanta pinl oraz pedy roslin
transgenicznych o morfologii typu dzikiego traktowanych NPA, inhibitorem PAT. Te same dwa
uklady zostaly uzyte do badan rozwoju pasm pierwotnej tkanki przewodzacej laczacych system
przewodzacy todygi z zawigzkami powstajacymi na merystemie apikalnym. W przypadku pedéw
roslin pinl tworzenie zawigzkéw byto indukowane przez lokalne podanie auksyny na powierzchnie
strefy peryferycznej merystemu, natomiast rosliny o morfologii typu dzikiego, w ktérych PAT
hamowany byl przez NPA, przenoszono na pozywke bez inhibitora. W traktowanych pedach oraz
odpowiednich pedach kontrolnych przeprowadzono szczegbtowe analizy rozmieszczenia auksyny i
miejsc jej biosyntezy, wzoru przestrzennego ekspresji wybranych genéw oraz analizy anatomiczne
rozmieszczenia tkanek merystematycznych zwigzanych z tworzeniem systemu przewodzacego i
kolejnych stadiéw jego rozwoju. Zbadano takze poziomy transkrypcji wybranych genéw zwigzanych
z syntezg auksyny, odpowiedzig na auksyne oraz poczgtkami tworzenia tkanki przewodzacej. Analizy
te pozwolity Mgr Zyzak okresli¢ sekwencj¢ zdarzen zwigzanych z waskularyzacja pedu, takich jak
pojawianie si¢ tkanek o morfologii charakterystycznej dla kolejnych stadiéw rozwoju systemu
przewodzgcego, ekspresja gendw zwigzanych z réznicowaniem merysteméw i tkanek waskularnych
oraz pojawianie si¢ auksyny. Ponadto Doktorantka zanalizowala szczegélowo zaburzenia rozwoju
systemu przewodzacego na skutek zahamowania PAT. Dalo to podstawy to sformulowania
przyczynowo skutkowych zaleznosci pomigdzy badanymi czynnikami regulacyjnymi a kolejnymi
etapami waskularyzacji pedu. Uwazam, ze wykorzystanie dwéch uktadéow doswiadczalnych
(zahamowanie PAT przez mutacj¢ pinl lub traktowanie NPA) podnosi warto$é uzyskanych
wynikow, poniewaz zahamowanie PAT jest w nich osiagane w r6zny sposéb. Ponadto takie podejscie
umozliwia poréwnanie skutkow precyzyjnego zaburzenia PAT z udzialem biatka PIN1 w trakcie
calej ontogenezy mutanta ze skutkiem mniej specyficznego hamowania aktywnosci réznych biatek
PIN przez inhibitor podany w wybranym przez eksperymentatora momencie. Warto podkreslié takze
wykorzystanie dwdch metod wykrywania auksyny. Oprécz posredniej metody analizy ekspresji genu
reporterowego pod syntetycznym promotorem DRS, metody szeroko wykorzystywanej w badaniach
roli auksyny, przeprowadzono bezposrednie wykrywanie auksyny za pomocg przeciwciat. Obok
uzyskanych wynikéw zwigzanych z tematem rozprawy, zastosowanie dwoch metod pozwolito na ich
pordwnanie, niewatpliwie cenne ze wzgledéw metodycznych. Wyniki badan wptywu zahamowania
PAT z udzialem biatlka PIN1 na ontogenez¢ i waskularyzacje pedu kwiatostanowego z
wykorzystaniem mutanta pinl (podrozdzial 4.1) zostaly opublikowane we wspomnianym juz
artykule w IJMS, w przygotowaniu ktérego udziat Doktorantki nie zostat szczegotowo okreslony.
Niemniej jednak wyniki zaprezentowane w rozprawie sa tak bogate, ze nawet z pominieciem tego
podrozdzialu spetnialyby w mojej opinii wymogi stawiane rozprawie doktorskie;j.

Mimo duzej wartosci uzyskanych wynikéw, mam uwagi merytoryczne i redakcyjne do tej
czgsci rozprawy. (i) Wskazanie dla mutanta pinl stadiow IV (pedy koficzace wzrost poprzez
wyksztalcenie zdeformowanych organéw) oraz stadium V (pedy o tej samej wysokosci, ktorych
wzrost konczy si¢ obumieraniem merystemu) jest mylace, poniewaz sugeruje ich nastepstwo w
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ontogenezie, podczas gdy sa to alternatywne $ciezki rozwoju. Mozna bylo np. wprowadzié stadia IVa
i IVb. Ponadto nie znalaztam informacji, jak wyznaczano stadia rozwoju pedéw roslin bez
zahamowanego PAT. (ii) W podpisach pod rycinami brakuje informacji o zastosowanych barwnikach
(np. Ryc. 2-4), typie mikroskopu i $wietle, w jakim prowadzono obserwacje, czyli informacji
potrzebnych do interpretacji mikrofotografii ze wzgledu na stosowanie wiele metod przygotowania
preparatow i autofluorescencjg. (iii) Mam watpliwosci co do precyzji okreslenia lokalizacji réznych
sygnaléw na przekrojach podhuiznych wierzchotka pedu. Np. na Ryc. 6R, S sygnat odpowiedzi
auksynowej (DRS5) wg mnie obejmuje nie tylko pietra inicjalne, jak pisze Doktorantka, ale takze
komorki potomne. Poza tym brak wyjasnienia, jak rozpoznawano strefe inicjalng. To samo dotyczy
centrum organizacyjnego merystemu (OC), wskazanego np. na Ryc. 30, 35, 36. (iv) Opis morfologii
organow tworzonych na wierzchotku ped6w roslin pin/ jest niewystarczajgcy. Dlaczego Doktorantka
nie prébowata okresli¢ ich tozsamosci na podstawie morfologii? Na jakiej podstawie wyrézniano
stadia ,,uwypuklenie w miejscu podania auksyny” oraz ,,formowanie organu”? W jakim stopniu
zréznicowana byla morfologia organéw? Odpowiedzi na te pytania moga mieé¢ zwigzek ze
zréznicowanym rozmieszczeniem analizowanych sygnaléw. (v) Potrzebne jest wyjasnienie pewnych
szczegOlow zwigzanych z analiza rozmieszczenia badanych sygnatéw lub tkanek waskularnych na
preparatach. Co np. Doktorantka rozumie przez obrazowanie 3D w przypadku lokalizacji ekspresji
J1721::GFP? Czy chodzi o obserwacje szczytowych czesci pedéw in toto w mikroskopie
konfokalnym i obrazowanie na przekrojach optycznych? Jak sprawdzano ciagglo$é sygnatu na
przekrojach podhuznych? Jesli pasmo przebiega na powierzchni cylindrycznej skosnie lub jest
zafalowane, moze znalezé si¢ poza podluznym przekrojem osiowym pedu. Nie kwestionuje
wynikéw, ale nalezatoby wspomnie¢, jak rozwiazano ten problem. Kolejna informacja, ktérej nie
znalaziam, to odleglo$¢ pokazywanych przekrojéw poprzecznych od merystemu apikalnego. (vi) W
opisie czgsto pojawia si¢ okreslenie najbardziej bazalna lub bazalna cze$é pedu. Czy nie chodzi raczej
0 bazalng cze¢s¢ szczytowego fragmentu pedu, ktory badano? (vii) Poréwnujgc poziomy transkryptéw
gendw nie nalezy pisaé, ktory jest wyzszy, jesli testy statystyczne nie wykazaty istotnych réznic.
(viii) Rozdzial Wyniki jest zbyt dlugi i trudny w czytaniu, przede wszystkim dlatego, ze sporo w nim
powtdrzen. Na przyklad w podpisach pod licznymi (prawie 40) calostronicowymi rycinami
zamieszczono praktycznie te same szczegétowe informacije, co w tekscie gléwnym. Ponadto, czy nie
byloby tatwiej omawia¢ réwnolegle np. wzoréw ekspresji réznych genéw reporterowych albo
sygnatu odpowiedzi na auksyng i immunolokalizacji auksyny i na biezgco je poréwnywaé?

Dyskusja jest najkrétszym rozdzialem i w mojej opinii najlepiej napisanym. Mgr Zyzak
krytycznie analizuje i interpretuje wyniki wlasnych badafi wskazujac na zgodnosé z pracami innych
autorow lub wyjasniajac i uzasadniajac rozbieznosci, powolujgc sie na bogatg literature. Sprawnie
wykazuje, co nowego wnosza Jej badania. Cenne jest tez poréwnanie terminéw stosowanych w opisie
waskularyzacji licia i pgdu. Caly ten rozdziat $wiadezy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Jedyna
sugestia, jakg mam do tej czesci pracy, to przygotowanie uproszczonego graficznego zestawienia
rozmieszczenia badanych sygnatéw i tkanek w kolejnych stadiach rozwojowych, ktére ulatwitoby
dyskusje tak bogatych wynikéw.
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Mam tez ogélne uwagi, gléwnie redakcyjne, do rozprawy. Zastrzezenia budza niektdre
terminy: (i) roslin nie hodowano, ale uprawiano (hoduje si¢ nowe odmiany); (ii) uprawia sie w ziemi,
nie na ziemi; (iii) akropetalny oznacza w kierunku apikalnym, analogicznie bazypetalny, dlatego
okreslenie ,kierunck akropetalny” jest nieprawidlowe; (iv) czy terminu ,,stok” jakiego$ zwigzku
chemicznego nie mozna by zastapi¢ terminem ,,roztwér roboczy”? (v) ,,uszkodzony PAT” brzmi
dziwnie, to raczej zaburzony, czy zahamowany PAT. PAT to proces/zjawisko a nie obiekt; (vi)
ontogeneza to t0zwdj osobniczy, wigc lepiej nie uzywaé sformulowania ,,rozw6j ontogenetyczny”.
W tekscie jest ponadto sporo bledow interpunkcyjnych i nieco mniej pomylek stylistycznych, czy tez
niezr¢cznych sformutowan (np. ,,egzogenna aplikacja auksyny”).

Moje krytyczne komentarze nie umniejszaja oczywiscie znaczenia merytorycznego ocenianej
rozprawy, ktoérg czytalam z duzym zainteresowaniem. Za szczegblnie wazne i cenne wyniki
prezentowane w rozprawie Pani Mgr Magdaleny Zyzak uwazam:

e Probe wyjasnienia, dlaczego PAT z udzialem no$nikéw PIN1 nie jest konieczny do
waskularyzacji pedu

e Wskazanie na istnienie dwéch Zrodet auksyny bioracej udzial w waskularyzacji pedu oraz
mechanizmoéw jej transportu

* Rozpoznanie etapéw powstawania systemu przewodzacego, ktdre w rézny sposéb zaleza od
obecnosci i transportu auksyny oraz ekspresji badanych genow

e Uszczegolowienie roli w regulacji rozwoju systemu przewodzacego czynnika
transkrypcyjnego AtHBS, ktérego ekspresja jest czgsto wykorzystywana do identyfikacji
inicjalnego wzoru waskularnego

W trakcie czytania nasuneto mi si¢ kilka pytan. Prositabym, by w czasie obrony Doktorantka
wyrazita Swoja opini¢ na temat nastepujgcych zagadnien:

1. Czy wykorzystana w pracy immunolokalizacja auksyny pozwala odréznié jej obecnosé w
cytoplazmie i apoplascie (wydaje si¢ np., ze sygnat ze $ciany komérkowej widaé na Ryc. 6)?

2. Jak mozna by wythumaczy¢ obserwowane roznice w reakcji enzymatycznej GUS pod
promotorem genu AtHBS8 prowadzonej na calych szczytowych fragmentach pedu i na
przekrojach a jednoczesnie brak takich jakosciowych roznic w przypadku promotora genu
MONOPTEROS?

3. Vernoux et al. (2000) wykazali, ze w merystemie apikalnym pinl obszary ekspresji genéw
zwigzanych z inicjacja zawigzka i partycja merystemu tworza wsp6lng domene otaczajgca
stref¢ centralng. Podobnie analiza wzrostu i geometrii wierzchotka pinl (Kwiatkowska 2004)
sugeruje unikalng strefowo$¢ merystemu mutanta. Jak do tych postulatéw majg sie wyniki
uzyskane przez Doktorantke?
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Podsumowanie i wniosek koficowy

Podsumowujac, chcialabym zwrécié uwage na znaczenie i szeroki zakres badan
przeprowadzonych przez Doktorantke. Obok prowadzonych nowoczesnymi metodami badan
mechanizméw rozwoju rozprawa zawiera solidng analiz¢ histologiczng. Jeszcze raz pragne
podkresli¢ duza warto$¢ naukows i oryginalnosé prezentowanych w rozprawie Pani Mgr Zyzak
wynikéw.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa spetnia wszystkie
warunki stawiane pracom doktorskim w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o jej przyjecie i dopuszezenie Pani Mgr Magdaleny
Joanny Zyzak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

prof. dr hab. Dorota Kwiatkowska

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

ul, Bedziniska 60, 41-200 Sosnowles

tel. 32 36 89 400, 32 20 09 351, e-mail: wap@ us.edu.pl

wwwus.edu plivydzialiwnp I\ r



