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Uwagi ogolne

Rozprawa doktorska mgr Joanny Gebury, zgodnie z tytulem, stanowi przejrzysta
monografi¢ rozwoju generatywnego u gatunku 7inantia anomalia. Gtowna czes$¢ pracy
obejmuja podstawowe badania embriologiczne, tj. morfologia, anatomia i cytologia
meskich i zenskich organéw rozmnazania, a takze nasion i owocodw. Do tego kierunku
badan mozna zakwalifikowac¢ tez opis struktur i procesow, ktore sa specyficzne dla
szlaku plciowego Tinantia anomalia. Wyniki tego nurtu badan nalezg zatem do tzw.
embriologii klasycznej. Dodatkowo, przy pomocy metod molekularnych Autorka
okreslita pozycje systematyczna i pochodzenie filogenetyczne badanej rosliny oraz
zroznicowanie skladu biatkowego pylnikow. Wykonanie calego zakresu badan
wymagalo od mgr Joanny Gegbury opanowania szerokiego wachlarza technik — od
podstawowych metod anatomicznych i cytologicznych, w tym na poziomie mikroskopu

swietlnego i elektronowego, do technik biologii molekularne;.

Recenzja szczegolowa

Recenzowana rozprawa liczy wraz z opisami dokumentacji 225 stron maszynopisu.
Dokumentacj¢ przedstawiono w formie tabel, rysunkéw oraz fotografii - sg to przede
wszystkim mikrofotografie z mikroskopu $wietlnego i elektronowego, ktore
umieszczono na XXIV tablicach. Spis literatury obejmuje 186 pozycji, ktore zostaty
poprawnie dobrane i wykorzystane w pracy. Tres¢ dysertacji podzielono na rozdziaty,
ktorych uklad jest typowy, tj. Wstep, Cel pracy, Material i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie i Wnioski, Abstrakt i Literatura. Na koncu pracy Autorka dodatkowo

umiescita spis zamieszczonej dokumentacji.



Wstep mgr Gebura  rozpoczgla od przedstawienia podstawowych informacji
dotyczacych przejécia rosliny z fazy juwenilnej do kwitnienia — opisala glowne
fizjologiczne i genetyczne czynniki wlaczone w proces indukcji kwitnienia. Kolejny
podrozdzial Autorka poswiecita omowieniu znanych z literatury, w tym z prac
przegladowych i podrecznikéw embriologii roslin, struktur i procesow wiaczonych w
plciowe rozmnazanie ro$lin okrytonasiennych. Znalaz! sig¢ tu opis morfologii i anatomii
precikow i stupkow, przebieg mikro- i megasporogenezy oraz =~ mikro- i
megagametogenzy, a takze rozwdj owocu. Caly kolejny podrozdziat to charakterystyka
rodziny Commelinaceae, do ktorej nalezy badany przez Doktorantke¢ gatunek. Na
podstawie dostepnej literatury, obejmujacej okres od potowy XIX wieku do badan z
ostatniej dekady, pani Gebura omoéwila takie zagadnienia jak wciaz budzaca
kontrowersje klasyfikacja gatunkéw rodziny Commelinaceae, kariotyp przedstawicieli
tego rodzaju, wystgpowanie oraz cechy morfologiczne i anatomiczne  ro$lin
Commelinaceae, a takze strategie rozmnazania wystgpujace u roznych gatunkow, w
tym przystosowanie do owadopylno$ci. Nastepnie w sposodb syntetyczny przedstawita
opisane w pracach oryginalnych dane dotyczace badan embriologicznych roslin z
rodziny Commelinaceae. Rozdzial Wstegp napisany jest prostym, naukowym jezykiem i
stanowi dobre wprowadzenie do problematyki badawczej dysertacji. Jego tres¢
$wiadczy, iz pani Gebura dobrze teoretycznie przygotowala si¢ do wykonania
powierzonych jej zadan badawczych.

Chcialabym w tym miejscu zwrdci¢ Autorce uwage, aby starala si¢ nie uzywac takich
okreslen jak np.: str. 6 — komorki tapetum zanikaja, czy str. 16 — zanikajaca synergia,
poprawniej - komdrki degeneruja; str. 10 - ... za indukcje przemiany mikrospor w
ziarna pylku, poprawniej - mikrospora roznicuje si¢ w ziarno pylku; ponadto —
lagiewka pytkowa wydtuza sie i wnika, lagiewka rosnie i wrasta. W tekscie pojawity
si¢ tez zbyt duze skroty myslowe, np. str. 7: ,,...rozpoczynaja mejoze¢ w trakcie ktorej
zostaje wytworzony gametofit meski™; efektem mejozy jest powstanie haploidalnych
mikrospor, z ktorych réznicuje si¢ ziarno pylku. Autorka oczywiscie o tym doskonale
wie, co wynika z informacji zamieszczonych w innych miejscach pracy. Omawiajac
zenski organ rozmnazania pani Gebura zamiescita informacj¢ o obecnosci skrobi w
eksudacie mokrych znamion (str. 12) oraz w wakuolach komérki centralnej (str. 18).
Prosze o ustosunkowanie si¢ do tego opisu, w jaki sposob amyloplasty sa

transportowane do eksudatu oraz wakuol.
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Cel pracy zostal precyzyjnie i jasno sformulowany jako poznanie i udokumentowanie
przebiegu procesOw embriologicznych u Tinantia anomalia. Cel ten Autorka
realizowata poprzez badania rozwoju precikow i stupkow oraz procesow prowadzacych
do wyksztalcenia meskich i zenskich gametofitow, a takze poznania sposobu zapylania,
przebiegu fazy progamicznej i nastgpnie zawiazywania i budowy nasion. Dodatkowymi
celami bylo okreslenie pozycji taksonomicznej badanego gatunku oraz poznanie
procesu formowania rafidow i pierscieni wystepujacych miedzy ziarnami pytku, ktore

to cechy sa charakterystyczne dla Tinantia anomalia.

Material i metody

Realizujac cele badawcze Autorka poprawnie dobrata i wykorzystala szereg technik
badawczych. Rozdzial ten zostal napisany poprawnie, wszystkie zastosowane techniki
opisano bardzo szczegélowo. Badania anatomiczne i cytologiczne rozwijajacych sie
meskich i zenskich organéw rozmnazania przeprowadzila z uzyciem podstawowych
metod histo- i cytochemicznych, takich jak reakcja PAS, barwienie preparatow
bigkitem toluidyny, acetokarminem, safranina, zielenia jasna, Sudanem, DAPI i
bigkitem aniliny. Do okreslenia ksztattu i powierzchni wybranych struktur (pylniki,
ziarna pylku, trichomy, znamiona stupkow) zastosowata skaningowa mikroskopie
elektronowa. Z kolei w transmisyjnym mikroskopie elektronowym badata ultrastrukture
rozwijajacych si¢ komorek meskiego szlaku plciowego. Na podkreslenie zastuguje
wykorzystanie przez pania Geburg¢ nowoczesnych technik biologii molekularnej. Do
okreslenia pozycji taksonomicznej badanego gatunku zastosowata technike izolacji
DNA i amplifikacji  fragmentow genomu chloroplastowego, ktore nastepnie
rozdzielono w Pracowni Sekwencjonowania Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w
Warszawie. Uzyskane sekwencje poddano analizie za pomoca programu Chromas
v.1.43, do analizy poréwnawczej zastosowano algorytm CLUSTAL.  Uzyskane
sekwencje nukleotydowe zdeponowano w bazie danych NCBI GenBank. Z kolei w
celu poznania sktadu biatkowego goérnych i dolnych pylnikow Autorka zastosowala
metode rozdzialu wyizolowanych biatek technika elektroforezy dwukierunkowej
IEF/SDS-PAGE.

Podsumowujac, realizujac swoje badania pani Gebura opanowata wiele technik
badawczych — od prostych metod histo- i cytochemicznych na poziomie mikroskopu
swietlnego i konfokalnego poprzez mikroskopi¢ elektronowa do technik biologii

molekularne;j.



Wyniki
Rozdziat Wyniki rozpoczyna analiza poréwnawcza 3 sekwencji genomu
chloroplastowego (rbcl, ndhF i trnL-trnF) uzyskanych przez Autorke z 5 badanych
gatunkow rodziny Commelinaceae z dostgpnymi w bazie danych NCBI tymi samymi
sekwencjami 7 innych gatunkéow. Pozwolilo to na sporzadzenie drzewa filogene-
tycznego analizowanych roslin, a przede wszystkim potwierdzilo na poziomie
genetycznym pozycj¢ systematyczng Tinantia anomalia, Ktéra — jak pisze Autorka —
zostala ,przywleczona” do Ogrodu Botanicznego UMCS. Poprawny i fadnie
zilustrowany opis budowy morfologicznej Tinantia anomalia jest dobrym wstepem do
analizy réznicowania organOw rozmnazania generatywnego. Wystepowanie w kwiecie
odmiennych morfologicznie goérmych i dolnych precikow u gatunkdw z rodziny
Commelinaceae znane bylo wczesniej. Niewatpliwa zastuga i nowoscia w tego typu
badaniach jest poznanie proteomu zréznicowanych pylnikow. Badania te ujawnity
czgsciowo odmienny profil biatkowy pylnikow goérnych i dolnych. Moglo to sugerowaé
ich odmienne funkcjonowanie, jednakze dalsze badania tego nie potwierdzity.
Szczegolowa analiza anatomiczno-cytologiczna wykazata, ze zaréwno ogoélny plan
budowy, jak i przebieg mikrosporogenezy oraz mikrogametogenezy sa podobne w
morfologicznie zréznicowanych pylnikach. We wszystkich 6 pylnikach produkowane
sa ziarna pytku ktorych zywotno$¢ wynosita ponad 90%. Ziarna pylku sa tej samej
wielkosci, maja 3 apertury i podobne urzezbienie egzyny. Roznig sie tylko barwa.
Procesy mejozy a nastgpnie roznicowania ziaren pytku u 7inantia anomalia zasadniczo
nie odbiegaja od tych opisanych u innych gatunkéw okrytonasiennych. Z punktu
widzenia recenzenta interesujace sa dwie kwestie: (1) Autorka na podstawie badan w
ME (Tabl. XI Fot. d) opisuje ,stadium™(?) odwodnionej mikrospory, (2) podaje
informacj¢, Ze unikatowa cecha Tinantia anomalia jest uwalnianie z pylnika
uwodnionego pytku (cyt. str. 98 .ziarna pyltku sa uwadniane jeszcze przed otwarciem
kwiatu™). U wigkszosci roslin mikrospory pozostaja uwodnione przez caty okres swego
rozwoju, natomiast tuz przed anteza nastepuje dehydratacja ziaren pytkowych. Czy u
badanego gatunku proces odwadniania, z ktorym wiaze si¢ najczesciej hamowanie
aktywnosci metabolicznej, przebiega inaczej? Prosze o komentarz.

Mam tez uwage do Tabeli 2: przy numerze ARALYDRAFT 487501 napisano:

w~inhibitor poligalakturonazy, enzymu katalizujacego tworzenie wigzan ....”,

poligalakturonaza jest enzymem litycznym degradujacym pektyny, co zostato

poprawnie napisane na str. 94.



Pomimo, iz w Wynikach opis przebiegu mikrosporogenezy jest poprawny, w podpisach
mikrofotografii pojawily si¢ niescistosci. Tabl. 7 Fot. a i b — komérki z jadrami
pobawionymi otoczki jadrowej; jest to wczesna profaza I, wigc na fotografii otoczki nie
sa widoczne, bowiem — o czym wie Autorka - rozpadaja si¢ dopiero w diakinezie.

Interesujace sa badania procesoOw towarzyszacych mikrosporogenezie u
badanego gatunku. Sa to rozwdj ameboidalnego tapetum, w ktorym tworzyly sie
krysztaly szczawianu wapnia oraz powstawanie efemerycznych pierscieniowych
polaczen migdzy ziarnami pytku. W Dyskusji obecnos¢ rafidow w komorze pylnika
Autorka, zgodnie z wczesniejszymi danymi literaturowymi, komentuje w kontekscie
obrony przed roslinozercami, ale takze wskazuje na ich potencjalna role jako regulatora
poziomu jondéw wapniowych i zrodlo materiatow do budowy sporodermy. Sa to
atrakcyjne hipotezy, ktére powinny zosta¢ zweryfikowane eksperymentalnie.
Podwyzszony poziom jonow Ca’' w komorze pylnika, ktérego zrodlem jest
degenerujace tapetum, jest zjawiskiem wystepujacym rowniez u gatunkow
pozbawionych krysztaldow szczawianu wapnia, np. u cebuli (badania wkasne).
Tworzenie pierscieni taczacych ziarna pylku na krotko przed ich wypyleniem jest
zjawiskiem unikatowym, dotad nie opisanym w literaturze. Oczywistym jest, ze
zardwno ich ontogeneza jak i rola wymagaja dalszych badan, do ktérych Autorke
serdecznie zachecam.

Pani Gebura, poza badaniami zywotnosci pytku, przeprowadzita tez testy samo-
i obcopylnosci u Tinantia anomalia. Wykonane w kontrolowanych warunkach
szklarniowych zapylenie wsobne i krzyzowe (pylkiem z innej rosliny) wykazato, ze u
badanego gatunku nie wystgpuje bariera samoniezgodnosci. Mam w tym miejscu
pytanie do Doktorantki. Czy zapylanie pylkiem pochodzacym z roznych kwiatow tej
samej rosliny mozna uwaza¢ za krzyzowe? Allele genow samoniezgodnosci sa
charakterystyczne dla genomu danego osobnika, wigc upraszczajac - ich produkty beda
takie same w ziarnach pytku produkowanych przez wszystkie kwiaty rozwijajace sie na
roslinie.

Wyniki dotyczace morfologii stupka, rozwoju zalazka i procesoéw prowadzacych
do powstania gametofitu zenskiego u Tinantia anomalia zostaly oparte przede
wszystkim na badaniach anatomiczno-cytologicznych. Badania te ujawnily, ze
charakterystyczng cecha kamylotropowego zalazka byt specyficzny rozrost ostonek do
jego wnetrza. Efektem tego zjawiska byt podzial o$rodka na cze$¢ mikropylarng

zawierajaca gametofit zenski oraz cze$¢ chalazalna, w ktorej obecne byly pozostale
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komorki nucelusa. Natomiast przebieg megasporogenezy zasadniczo nie odbiegat od
tego opisanego u innych gatunkow roslin. Dos¢ nietypowa cecha megagametogenezy u
Tinantia anomalia, nie opisang u innych gatunkow z rodziny Commelinaceae, byt
rozwdj woreczka zalazkowego wg typu Oenothera. Po zaplodnieniu rosliny
produkowaly nasiona znajdujace si¢ w trzykomorowej, suchej torebce.

W Dyskusji pani Gebura oméwita wyniki swoich badan i przeanalizowata je na tle
dostepnej literatury dotyczacej przede wszystkim struktur i procesow uczestniczacych
w generatywnym rozmnazaniu ro$lin z wielce zréznicowanej rodziny Commelinaceae.
W toku Dyskusji Autorka kolejno przedyskutowata biologie kwitnienia, strategie
rozmnazania i zapylania u badanego gatunku, a nastgpnie rozwoj organdéw rozmnazania
i przebieg procesow prowadzacych do wytworzenia gametofitow. Konfrontacja z
danymi literaturowymi pozwolila Autorce na okreslenie cech wspolnych dla gatunkéw
nalezacych do rodziny Commelinaceae, jak i wyodrebnienie cech nietypowych,
wystepujacych u nielicznych roslin lub ujawnionych tylko u 7inantia anomalia. Do
tych drugich niewatpliwie nalezy (1) proteomiczne zr6znicowanie pylnikow,
produkujacych identyczny, zywotny pylek, (2) wytwarzanie w tapetum krysztalow
szczawianu wapnia, ktére osadzaja si¢ na sporodermie pylku oraz (3) czasowe
wystgpowanie pierscieniowatych struktur tgczacych ziarna pytku.

Podsumowanie i wnioski koncowe sa do$¢ nietypowe. Nie ma tam
»wypunktowanych” wnioskéw, ktoére stosunkowo latwo sformutowaé na podstawie
przeprowadzonych eksperymentow. Jest to raczej zwigzte podsumowanie wynikow
badan wilasnych na tle danych literaturowych. Zapewne jest to efektem rodzaju
przeprowadzonych badan, ktorych celem byto poznanie embriologii Tinantia anomalia.
Uzyskane wyniki stanowia rodzaj monografii dotyczacej biologii rozmnazania
generatywnego jednego, scharakteryzowanego genetycznie gatunku.

Zamieszczone w recenzji uwagi, komentarze i pytania w wigkszosci sg dyskusyjne
1 zostaly przedstawione gléwnie w celu udoskonalenia analizy otrzymanych przez
Doktorantke wynikow.

Reasumujjc uwazam, ze rozprawa doktorska pani mgr Joanny Agaty Gebury spetnia
wymagania ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (z p6Zniejszymi zmianami).
Stawiam w zwiazku z tym wniosek do Wysokiej Rady o opuszczenie Doktorantki do

dalszego etapu przewodu doktorskiego.
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