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Uwagi ogélne

Rozprawa doktorska mgr Agaty Leszczuk wilacza si¢ w nurt badan zmierzajacych do
poznania mechanizméw decydujacych o sukcesie reprodukcyjnym roslin
okrytonasiennych. Wybor truskawki jako modelu badawczego wskazuje, ze badania te
dodatkowo moga mie¢ aspekt aplikacyjny. Rozwdj zalazka, w tym roznicowanie
plodnych woreczkéw zalazkowych, oraz zaplodnienie i rozwoj zarodka sa
skomplikowanymi, wciaz niedostatecznie poznanymi procesami interakcji migdzy
somatycznymi i generatywnymi komoérkami zalazka, a nastgpnie z tagiewka pytkowa.
W obszarze tej problematyki prowadzone sa m.in. badania zmierzajace do poznania roli
elementow macierzy zewnatrzkomoérkowej, zarowno w réznicowaniu komorek zalazka
oraz rozwoju gametofitu meskiego, jak i podczas zaplodnienia i embriogenezy.
Elementem ECM o szczegdlnej roli sa arabinogalaktoproteiny. AGP to wielce
zrbéznicowana grupa bialek, ktére moga by¢ badZz zwiazane z dwuwarstwa lipidowa
blony za pomoca kotwicy GPI, badz by¢ uwalniane do $ciany, gdzie moga pelnic
wielorakie funkcje, np. sygnalizacyjne, odzywcze itp. W tym kontekscie badanie
wzorca lokalizacji AGP o odmiennych epitopach cukrowych w roznicujacym sig

zalazku stanowi ciekawy i wazny problem badawczy.

Recenzja szczegdlowa

Recenzowana rozprawa liczy wraz z opisami dokumentacji 120 stron maszynopisu.
Dokumentacj¢ przedstawiono w formie XXIX tablic, na ktérych zamieszczono 158

zdjgc, spis literatury obejmuje 166 pozycji. Tres¢ pracy podzielono na rozdziaty,



ktorych uktad jest typowy dla prac eksperymentalnych — Wstep, Cel pracy, Materiat i
Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Abstrakt i Literatura.

Wstep napisany jest prostym, naukowym jezykiem, jego tres¢ stanowi dobre
wprowadzenie do problematyki badawczej dysertacji. Rozdzial ten Autorka rozpoczeta
od najbardziej ogélnych zagadnien takich jak réznorodnos¢ rozmnazania roslin,
omawiajac szczegétowo formy rozmnazania u badanego rodzaju Fragaria, u ktorego
opisano zaroOwno rozmnazanie plciowe jak i apomiktyczne. Nastepnie w sposéb
syntetyczny przedstawita budowe $ciany komorkowej, w tym budowe i funkcje
elementow strukturalnych oraz elementow macierzy zewnatrzkomorkowej. Ostatnia,
najobszerniejsza czgd¢ Wstepu poswiecita omoOwieniu stanu wiedzy nt. budowy i
funkcji AGP. W tym podrozdziale Autorka dokonala przegladu literatury dotyczacej
wystgpowania i roli AGP w organach rozmnazania u roslin nasiennych.

Omawiane we Wstepie zagadnienia sg przedstawione w sposob rzeczowy, co $wiadczy
iz Doktorantka dobrze teoretycznie przygotowala si¢ do wykonania badan i zna dane

literaturowe dotyczace obranej przez siebie problematyki badawcze;.

Cel pracy

Autorka postawila sobie trzy cele badawcze, ktdére sa precyzyjnie sformutowane. Byto
to (1) poznanie kolejnych etapdw roznicowania zalazka, (2) immunolokalizacja AGP
w komorkach réznicujacego sie zalazka, (3) okreslenie funkeji AGP podczas rozwoju
zalazka. Mam zastrzezenie (dyskusyjne) do trzeciego celu — Doktorantka na podstawie
analizy dystrybucji AGP mogla domniemywac/proponowaé funkcje tych biatek i
rzeczywiscie tak najczesciej robila w Dyskusji. Faktyczne okreslenie funkcji AGP
wymagaloby np. badan na mutantach genéw kodujacych poszczegdlne biatka.

Material i metody

Rozdzial ten zostal napisany poprawnie, wszystkie zastosowane techniki opisano
bardzo szczegétowo. Do badan anatomicznych i cytologicznych Autorka wykorzystata
proste metody takie jak barwienie preparatéw blekitem toluidyny i reakcje PAS.
Budowe stupkow Fragaria x ananasa pokazano wykorzystujac technike elektronowej
mikroskopii skaningowej. Lokalizacje AGP przeprowadzono przede wszystkim
technika immunofluorescencyjna z uzyciem trzech monoklonalnych przeciwciat
JIM13, JIM15 oraz MAC207. Przeciwciato JIM13 uzyto takze do badan na poziomie

ME, lecz tylko w wybranych komorkach, przede wszystkim do potwierdzenia
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obecnosci AGP w amyloplastach i wakuolach z druzami. Podsumowujac praca zostata
wykonana stosunkowo prostymi metodami, ale poprawnie dobranymi do okreslenia
anatomii rozwijajacego si¢ zalazka oraz poznania lokalizacji badanych AGP w jego
komorkach.

Wyniki

W  rozdziale Wyniki Doktorantka opisala i udokumentowala na
mikrofotografiach kolejne etapy dojrzewania zalazka otoczonego $ciang zalazni.
Analizie poddata wszystkie elementy strukturalne, tj. $ciane zalazni, ostonke oraz
osrodek. Badania te pozwolily stwierdzi¢, ze u Fragaria x ananasa w zalazni z reguty
rozwija si¢ jeden gruboosrodkowy zalazek, a nucelus otoczony jest pojedyncza
ostonka. Zatem rozwoj zalazka u badanego gatunku w zasadzie nie odbiega od rozwoju
zalazkow u innych gatunkéw tego rodzaju. Szczegdlna uwage poswigcita komérkom
linii generatywnej — od wielokomoérkowego archesporu poprzez wyrdznicowanie
megasporocytu, nastepnie komorki powstale w wyniku podzialu mejotycznego (diady,
triady/tetrady) az do rozwoju megaspory funkcjonalnej w woreczek zalazkowy, w
ktorym po zaplodnieniu rozwijal si¢ globularny zarodek. Analize badan anatomicznych
Autorka podsumowata stwierdzeniem, ze u Fragaria x ananasa woreczek zalazkowy
rozwija si¢ wg typu Polygonum. Z kolei w Wynikach opisuje rowniez jako megaspore
funkcjonalng komorke zlokalizowang na mikropylarnym biegunie zalazka. Czy jest to
odstepstwo od reguty?

W kazdym z badanych stadiow rozwoju zalazka Doktorantka okreslita
lokalizacj¢ AGP rozpoznawanych przez monoklonalne przeciwciata wiazace epitopy
cukrowe tych biatek: JIM13, JIM 15 oraz MAC207. Uwazam, ze wyniki tych badan sa
najbardziej interesujace. Ujawnily bowiem wzorzec dystrybucji badanych AGP w
komorkach $ciany zalazni oraz w poszczegélnych elementach strukturalnych zalazka
podczas jego rozwoju. Analiza uzyskanych wynikow pozwolita Autorce wykazaé, ze w
komorkach linii generatywnej:

e AGP wiazace przeciwciala JIM13 obecne sa w $cianie réznicujacych sig
komorek archesporialnych oraz w $cianie megasporocytu, co wskazuje na ich
udzial w determinacji w osrodku tych komoérek, ktore moga wejs¢ (komorki
archesporialne), a nastgpnie wchodza na drogge rozwoju generatywnego
(megasporocyt),

e AGP rozpoznawane zar6wno przez przeciwciala JIM13 jak i JIM15 wystepuja

w $cianie megaspory funkcjonalnej, co wskazuje na ich zaangazowanie w
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proces selekcji megaspory rozwijajacej si¢ w gametofit (megaspory
funkcjonalnej),
e wystepowanie AGP rozpoznawanych przez przeciwciata JIM13 i JIM15 w
$cianie woreczka zalazkowego wskazuje, ze sa one markerem zenskiego
gametofitu,
e w 7-komérkowym woreczku zalazkowym badane AGP obecne sa zarowno w
Scianie gametofitu jak i w cytoplazmie komorek aparatu jajowego i komorki
centralnej; mozna zatem przypuszcza¢ ze cytoplazmatyczna pula tych biatek
uczestniczy w procesie podwojnego zaptodnienia,
e AGP zlokalizowane w komoérkach linii generatywnej moga réwniez
uczestniczy¢ w interakcji z somatycznymi komérkami nucelusa.
Na zalaczonych mikrofotografiach praktycznie brak sygnatu badanych AGP w $cianie
otaczajacej i oddzielajacej komorki diady i miodej tetrady (Tabl. X1II i IX). Biatka te
lokalizowano dopiero w $cianach triad/tetrad z roznicujaca si¢ megaspora funkcjonalna.
Szkoda, ze Doktorantka nie przedyskutowata tego wyniku w kontekscie znanych zmian
w budowie Scian komoérkowych podczas megasporogenezy, tj. obecnosci $ciany
kalozowej, ktora ulega lizie po zakoniczeniu mejozy.
Komérki somatyczne

W komoérkach nucelusa szczegdlne nagromadzenie AGP wiazacych JIM13 i
JIM15 wystgpowalo w $cianach pionowej warstwy komorek od mikropylarnego
szczytu osrodka do woreczka zalazkowego. Uzasadniony jest zatem wniosek, ze taka
lokalizacja wskazuje na ich udzial w wytwarzaniu odpowiedniego $rodowiska dla
rosnacej tagiewki pytkowej i jej ukierunkowaniu na gametofit. Na podstawie obecnosci
sygnalu, tym razem wszystkich uzytych przeciwcial wokoét i w ziarnach skrobi,
Doktorantka sugeruje, ze AGP moga uczestniczy¢ w mobilizacji rezerw pokarmowych
zgromadzonych w komoérkach osrodka. Oczywiscie nie mozna wykluczyé tej hipotezy,
tym bardziej ze jest dyskutowana w $wietle doniesien literaturowych, jednakze w
Swietle moich doswiadczen w stosowaniu technik immunocytochemicznych, powinna
zosta¢ zweryfikowana przez zastosowanie reakcji kontrolnych. Skrobia jest niezwykle
immunogenna i moga ,,lepi¢ si¢” do niej rozne niespecyficzne przeciwciata.

Bardzo interesujaca jest obecnos¢ AGP rozpoznawanych przez JIM13 w
warstwie komorek $ciany zalazni, w ktérych wystepuja druzy. Wiadomo, ze AGP maja

zdolnos¢ wiazania wapnia, wigc jest prawdopodobne ze biora udzial w metabolizmie



wapniowym w miejscu, gdzie jony te sa immobilizowane w krysztatach szczawianu
wapnia.

Po zaplodnieniu wszystkie badane AGP lokalizowano w $cianach wieszadetka i
roznicujacego si¢ globularnego zarodka oraz bielma. Na tablicach XXVIII i XXIX
zamieszczono zdjecia, ktére pokazuja ze w tym stadium rozwoju zalazka po raz
pierwszy silny sygnatl pochodzi od epitopow wiazacych przeciwciato MAC207 - z
komorek zarodka i szczegoOlnie bielma. Obecnos$¢ sygnalu MAC207 w zarodku i
bielmie znalazta si¢ w opisie zdje¢, ale szkoda ze Doktorantka nie podjeta tego
zagadnienia w Dyskusji. Na podstawie zamieszczonej dokumentacji proponuje zwrécic
uwage na zmian¢ wzorca badanych AGP. Podczas gdy przed zaplodnieniem sygnat
AGP rozpoznawanych przez MAC207 byt bardzo niski lub catkowicie nie byt
widoczny, po zaptodnieniu staje sie wysoki w zarodku i bielmie. Chcialabym poznaé
opini¢ Doktorantki na ten temat.

W Dyskusji pani Leszczuk w sposob uporzadkowany omoéwita uzyskane wyniki i

skonfrontowata je z piSmiennictwem dotyczacym badanego problemu.
Tok prowadzenia dyskusji jest poprawny, Autorka kolejno przedyskutowata
przypuszczalne funkcje badanych AGP w okresie od wyrdznicowania archesporu do
rozwoju zarodka. Wszystkie proponowane funkcje zostaly poparte danymi
literaturowymi. Prosz¢ w tym miejscu Doktorantk¢ o ustosunkowanie si¢ do
omawianych w Dyskusji dwu przeciwstawnych funkcji arabinogalaktoprotein: AGP
rozpoznawane przez te same przeciwciala sa proponowane zarowno jako markery
komorek rozwijajacych si¢ (megasporocyt, megaspora funkcjonalna) jak i komorek
degenerujacych.

Whioski wyciagnigte na podstawie przeprowadzonych badan sa poprawne, ale w
mojej ocenie jest ich zbyt wiele (15). Moze nalezaloby w jednym wniosku okresli¢ typ
rozwoju zalazka i woreczka zalazkowego, a w kilku nastepnych - bez
podsumowywania wynikoéw - proponowane funkcje badanych AGP.

Pod wzgledem redakcyjnym praca napisana jest jasnym, poprawnym jezykiem,
aczkolwiek bylaby bardziej przejrzysta dla czytelnika, gdyby osobny rozdziat
poswigcono opisowi rozwoju zalazka ze wskazaniem na to co jest typowe, a co
obserwowano sporadycznie.

e Mam natomiast uwage do zamieszczonej dokumentacji. Dlaczego fotografie

przedstawiajace anatomi¢ zalazka sa odpowiednio duze, natomiast te po

reakcjach immunofluorescencyjnych czgsto bardzo mate?
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e W Dyskusji Doktorantka pisze, ze u truskawki moze dochodzi¢ do rozwoju
woreczkéw zalazkowych na drodze apomiksji. Szkoda, ze w opisie wynikéw
nie ma informacji, ktére 2z analizowanych megaspor funkcjonalnych
prawdopodobnie sa pochodzenia apomiktycznego. Czy te pokazane na Fot. 697

e Na str. 16 Autorka okresla AGP raz jako glikoproteiny raz jako proteoglikany.
W moim odczuciu pojecia te nie sa synonimami. O glikoproteinach méwimy
wtedy gdy czes¢ cukrowa czasteczki jest mniejsza niz bialkowa, natomiast w
proteoglikanach jest odwrotnie, a jak sama Doktorantka napisala w AGP
fancuch biatkowy stanowi tylko ok. 10%, 90% to reszty cukrowe.

e U roslin poprawne poj¢cie to nasiono a nie nasienie.

Moje uwagi w wigkszosci sa dyskusyjne i zostaly przedstawione gloéwnie w celu

udoskonalenia analizy otrzymanych przez Doktorantke wynikow.

Reasumujac uwazam, ze rozprawa doktorska pani mgr Agaty Aleksandry Leszczuk
wnosi nowe dane do poznania udzialu bialek AGP w rozwoju zalazka, szczegdlnie
komorek linii generatywnej i zarodka. Przedstawiona praca wskazuje, ze Autorka
dobrze opanowala klasyczne metody cytologiczne i nowoczesna technike
immunocytochemiczng na poziomie mikroskopu konfokalnego i elektronowego. Prace
oceniam pozytywnie uwazajac, ze spelnia ona wymagania ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (z péZniejszymi zmianami). Stawiam w zwiazku z tym wniosek do

Wysokiej Rady o opuszczenie Doktorantki do dalszego etapu przewodu doktorskiego.



