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Recenzja pracy doktorskiej mgr. Rafala Marcinca

zatytulowanej ,,Mikrosporogeneza u Tinantia erecta (Jack.) Fenzl ze szczegélnym

uwzglednieniem rozdzialu autonomicznych organelli komérkowych”.

Formalny aspekt rozprawy

Rozprawa doktorska Pana mgr. Rafata Marcinca zostala wykonana pod kierunkiem Pani dr hab.
Krystyny Winiarczyk, prof. UMCS, w Instytucie Nauk Biologicznych na Wydziale Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie. Forma Rozprawy jest
zgodna z Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym (Dz. U. z 2003 r. nr
65 z pozniejszymi zmianami) oraz Rozporzgdzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdtowego trybu i warunkéw przeprowadzania
czynnosci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o
nadanie tytulu profesora. Podstawg Rozprawy jest przygotowana w jezyku polskim
monografia. Monografia skonstruowana zostala w tradycyjny sposob i obejmuje typowe dla
tego rodzaju opracowan informacje i rozdzialy: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
Wykaz stosowanych skrotow, Wstep, Hipoteza i cel pracy, Materialy i metody, Wyniki,
Dyskusja oraz Podsumowanie i wnioski, a takze Spis dokumentacji fotograficznej, Bibliografie,

Spis rysunkdéw i Spis tabel.

Dodatkowo, na poczatku Rozprawy zamieszczono Wykaz prac, w ktérych opublikowano czgsé
wynikow badan uzyskanych podczas realizacji doktoratu. Wykaz ten obejmuje dwie
wspotautorskie publikacje w czasopismie z Listy JCR (Protoplasma 2019 i 2020), dwa artykuly

opublikowane poza Lista JCR oraz 5 komunikatow zjazdowych i konferencyjnych.



Na koncu Rozprawy doktorskiej znajduje si¢ Aneks zawierajacy zyciorys naukowy mgr. Rafata
Marcinca. Zawarte sg tu informacje dotyczace wyksztalcenia, pelny wykaz publikacji
powstalych z udzialem Doktoranta (3 z Listy JCR 2018; 2019; 2020 i 2 spoza Listy A
czasopism) oraz udzialu mgr. Rafatla Marcinca w migdzynarodowych (2) i krajowych (6)
konferencjach naukowych. Przedstawiony jest takze udzial Pana mgr. Rafata Marcinca w
projektach badawczych (3 granty) realizowanych w latach 2016-2019 na Wydziale Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie, a takze informacje na
temat zdobytych doswiadczen zawodowych i dydaktycznych, udzialu w seminariach
naukowych i szkoleniach metodycznych oraz na temat aktywnosci Doktoranta zwigzanej z

popularyzacja nauki.
Podsumowujgc uwazam, ze rozprawa Pana mgr. Rafala Marcinca spetnia warunki formalne.
Ocena merytoryczna rozprawy

Dotychczas dos¢ dobrze poznano i opisano, znane od ponad 130 lat, zjawisko podziatu jadra
komorkowego 1 zwigzane z tym procesem przemiany chromosoméw. Niewiele natomiast
wiadomo na temat zmian morfofizjologicznych plastydéw i mitochondriéw w poszczegdlnych
stadiach rozwojowych komorek mejotycznych oraz na temat mechanizmu rozdzielania tych
wysoce autonomicznych organelli komorkowych, zawierajagcych wiasne DNA, do komorek
potomnych. Znane sg liczne przyklady swiadczace o tym, ze whasciwe rozdzielenie organelli
do komorek pomejotycznych warunkuje prawidlowe formowanie i funkcjonowanie gamet.
Wiadomo réwniez, ze réznego rodzaju zaburzenia w tym procesie prowadzg najczesciej do
powstawania niepelnowartosciowego pylku. Uwazam w zwigzku z tym, Ze badanie tych

zagadnien jest niezwykle istotne i wazne dla nauk podstawowych.

Niewatpliwie, do najbardziej warto$ciowych wynikow Pana mgr. Rafala Marcinca,

przedstawionych w rozprawie doktorskiej naleza:

1. Zaobserwowanie i opisanie po raz pierwszy u Tinantia erecta, jedynego przedstawiciela
sposrod Commelinaceae, zmian cytoplazmatycznych w mikrosporocytach oraz budowy
meskiego gametofitu u tego gatunku.

Opisane w pracy przemiany cytoplazmatyczne w komoérkach mejotycznych dotyczyty:
(1) zjawiska chondriokinezy obejmujgcego przemieszczenia plastydow i mitochondriow
w mikrosporocytach, ich rownomiernego rozpraszania si¢ w cytoplazmie, tworzenia
organellowej plytki oraz precyzyjnego rozdzielania organelli do czterech komoérek

pomejotycznych; (ii) przeorganizowania elementéw tubulinowego i aktynowego

2



cytoszkieletu towarzyszgcego przemianom jadra komdrkowego i chromosomoéw oraz
autonomicznym organellom cytoplazmatycznym, plastydom i mitochondriom.
2. Opisanie zmian ultrastukturalnych i morfofizjologicznych w komérkach tapetum

pylnikowego podczas rozwoju meskiego gametofitu u Zinantia erecta.

Podjecie tej problematyki przez Doktoranta jest wartosciowe i interesujgce. Chcialabym
podkresli¢, ze dotychczas nie zostaly jednoznacznie opisane mechanizmy kontrolujace
procesy chondriokinezy w komorkach mejotycznych roslin kwiatowych. Jedynie w kilku
publikacjach autorzy zwracajg uwage na udzial elementéw cytoszkieletu w procesie
przemieszczania si¢ organelli, ich skupiania si¢ i rozpraszania. Nie znamy réwniez
mechanizmu odpowiedzialnego za precyzyjny rozdzial plastydéw i mitochondriéw, a tym
samym, przekazywania plastydowego i mitochondrialnego DNA do czterech komorek
pomejotycznych w mikrosporogenezie. Wiemy natomiast, jakie mogg by¢ konsekwencje
nieprecyzyjnego rozdzielenia organelli w procesie wytwarzania ziaren pytku. W tym
miejscu chcialabym prosi¢ Doktoranta o przedstawienie kilku najnowszych przyktadow
literaturowych wynikéow badari na temat skutkow nieprawidlowego rozdzielenia

plastydow i mitochondriow do komdrek pomejotycznych u roslin kwiatowych.

Analiza zawarto$ci merytorycznej Rozprawy pozwala wyr6zni¢ siedem zasadniczych
czedci stanowigcych kompendium i syntez¢ informacji na temat badanego gatunku,
wykorzystanych metod badawczych, wynikéw obserwacji oraz dyskusji zaobserwowanych
zjawisk bedacych przedmiotem rozprawy. Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim)
zwigzle charakteryzuje calos$¢ rozprawy doktorskiej. Jest zbiorem najwazniejszych i dobrze,
poprawnie opisanych wynikow badan. W rozdziale Wstep, Autor prezentuje aktualny stan
wiedzy na temat rozwoju meskiego gametofitu u Angiospermae. Szeroko i wyczerpujgco
przedstawia zasadnicze procesy przebiegajagce w mikrosporocytach, czyli kariokineze,
cytokinez¢ oraz chondriokinez¢ u roslin kwiatowych. Szczeg6lng uwage zwraca na
dotychczasowe badania opisujace przegrupowania plastydow i mitochondriow w kolejnych
stadiach mikrosporogenezy oraz tworzenie charakterystycznych organellowych agregatow,
np. w postaci mniej lub bardziej zwartych, potpierscieniowych czy pierscieniowych skupien
na wysokosci metafazowych grup biwalentéw lub chromosoméw, lub telofazowych
zwartych plytek plastydowo-mitochondrialnych. Autor szczegélowo przedstawia typologie
procesu chondriokinezy zaproponowang przez Bagkowskiego w 1938 roku, zmodyfikowang

1 uzupehiong przez nielicznych autoréw, m.in., przez Dorot¢ Tchérzewska w 2017 roku.



Doktorant podkresla jednoczesnie, ze w literaturze catkowicie brak jest tego typu informacji

na temat mikrosporocytéw Tinantia erecta.

W dalszej czgsci Wstepu, Doktorant skupit si¢ na analizie problemu cytoplazmatycznego
dziedziczenia u roslin kwiatowych. Podkresla, ze na podstawie dotychczasowych wynikow
badan wiadomo, ze mitochondria i plastydy sg dziedziczone niezaleznie, prawdopodobnie
pod kontrolg wiasnego organellowego DNA. Dodatkowo, w obrgbie jednego gatunku moga
mie¢ miejsce wszystkie rodzaje dziedziczenia oganelli, tzn. matczyne, ojcowskie oraz
mieszane. Jako przyklady Autor podaje, m.in., np. Musa acuminata, u ktdérego wystgpuje
ojcowskie dziedziczenie mtDNA przy jednoczesnym matczynym dziedziczeniu plastydow
oraz Medicago sativa i Actinidia deliciosa, u ktorych stwierdzono oburodzicielskie
dziedziczenie chIDNA i matczyne mtDNA. W trakcie recenzji tej czesci pracy nasunglo
mi si¢ pytanie. Jakie wzory cytologicznego przygotowania gametofitow i gamet do
odpowiedniego rodzaju dziedziczenia plastydow i mitochondriow wsréd roslin

kwiatowych opisano dotychczas w literaturze?

Wstep Rozprawy stanowi rzetelne wprowadzenie do realizowanych badan i pozwala w
pelni zorientowa¢ si¢ w aktualnym stanie wiedzy na temat kluczowych zmian
cytoplazmatycznych w mikrosporocytach i komérkach gametofitu meskiego roslin
kwiatowych, zwigzanych z przekazywaniem autonomicznych organelli do komorek i
organizmoéw potomnych. Ta czg$¢ pracy napisana jest zwigzle i wyczerpujgco, z
wykorzystaniem licznych wspodlczesnych publikacji naukowych, wprowadzajac w
zagadnienia obejmujgce temat pracy, stanowigc jednoczesnie podstawe do podjecia

opisywanych badan.

W rozdziale Materiaty i Metody, Doktorant omawia badany materiat roslinny oraz metody
1 techniki badawcze wykorzystane w badaniach. Przedstawione materiaty zostaly dobrane
adekwatnie do realizowanych prac. Chcialabym szczegodlne podkresli¢ szeroki wachlarz
stosowanych w pracy metod. Byly to obserwacje mikroskopowe prowadzone z
wykorzystaniem licznych technik histochemicznych oraz immunocytochemicznych
(mikroskopia $wietlna zwykla oraz fluorescencyjna, w tym konfokalna, a takze
mikroskopia elektronowa transmisyjna i skaningowa) oraz badania genetyczne i

zroznicowane analizy statystyczne.

Wyniki badan zostaly przedstawione w sposob jasny, czytelny i wyczerpujacy. Doktorant

precyzyjnie opisal cechy morfologiczne Tinantia erecta. Skupil si¢ glownie na cechach



zréznicowanego precikowia. Zauwazyl, ze mimo wystepujacych réznic w budowie
zewnetrznej pylnikow, budowa anatomiczna i cytologiczne cechy komoérek macierzystych
pylku oraz poszczegélne mikrospory nie wykazywaly réznic. Dojrzale, bezporusowe,
jednobruzdowe ziarna pytku 7. erecta w momencie wypylenia zawieraly dwukomadrkowe
gametofity meskie. Kolejne stadia mikrosporogenezy ze szczegdlnym uwzglednieniem
chondriokinezy Doktorant opisal bardzo szczegdtowo i poprawnie. Zauwazyl, ze we
wezesnoprofazowych mikrosporocytach nieliczne organella, poczatkowo rozmieszczone
rownomiernie w cytoplazmie, gromadzily si¢ po jednej stronie jadra komodrkowego.
Nastgpnie, w metafazie | podzialu rozpraszaly si¢ i byly rozmieszczone gléwnie w
peryferycznej czgsci cytoplazmy komorki mejotycznej. W anafazie pierwszej, plastydy i
mitochondria gromadzily si¢ w przestrzeni pomiedzy grupami chromosoméw i
formujgcymi si¢ jadrami komorkowymi, a w [ telofazie tworzyly juz plytke plastydowo-
mitochondrialng w réwnikowej plaszczyznie mikrosporocytu. W obrebie organellowej
plytki, centryfugalnie, zakladala si¢ przegroda pierwotna i budowana byla $ciana
komodrkowa, a organella zostaly ostatecznie precyzyjnie rozdzielone pomigdzy dwie
komorki diady. W cytoplazmie komorek diady plastydy i mitochondria rozpraszaly sig, a
po drugim podziale mejotycznym byly rownomiernie rozdzielone do kazdej z mejospor.
Jednoczes$nie, Doktorant zaobserwowal zmiany morfofizjologiczne w plastydach i
mitochondriach w kolejnych stadiach mikrosporogenezy. Uwidocznil wystepowanie skrobi
w plastydach oraz zmiany gestosci macierzy zwigzane prawdopodobnie ze zmianami

konformacyjnymi w mitochondriach.

Bardzo dobrym uzupelnieniem precyzyjnych opiséw, zaréwno chondriokinezy, jak i
proceséw morfofizjologicznych zaobserwowanych podczas prowadzonych badan, sg
doskonalej jakosci, liczne foto- i elektronogramy umieszczone na 29 Tablicach Rozprawy.
Opisy Tablic sa skromne, ale jasne i czytelne. Stanowig one cenng dokumentacj¢

opisywanych zmian cytoplazmatycznych w obrgbie mikrosporangium 7. erecta.

Oprocz zmian w komadrkach mejotycznych Autor doktadnie opisat przemiany w komorkach
tapetalnych badanego gatunku. Zauwazyl, ze tapetum 7. erecta nalezy zakwalifikowaé do
typu ameboidalnego. Szczeg6lng uwage Autor zwrocil na pojawianie si¢ w wakuolach
komorek tapetalnych licznych, igloksztitnych rafidow. Zauwazyl, ze liczba krysztalow
szczawilanu wapnia zmniejszala si¢ wyraznie w miar¢ dojrzewania komorek tapetum.
Kolejnym interesujagcym zagadnieniem opisanym w pracy i bardzo dobrze, czytelnie

udokumentowanym, sg zmiany konfiguracji elementow cytoszkieletu, zestawu



mikrofilamentéw aktynowych oraz figur tworzonych przez zestawy mikrotubul. Autor
podkreslil, ze mikrofilamenty aktynowe tworzyly kolejno, sie¢ kortykalng w profazowych
mikrosporocytach, zwarte pasmo oddzielajace jadra potomne w telofazie I oraz dtugie
wlokna aktynowe pomigdzy potomnymi jadrami komérkowymi w telofazie II. Natomiast
mikrotubule w mikrosporocytach 7. erecta, formowaly charakterystyczne dla
mikrosporogenezy u rodlin kwiatowych, trzy podstawowe konfiguracje. Byla to sie¢
mikrotubul w profazie I, wrzeciono kariokinetyczne w metafazie I i II oraz fragmoplast w

telofazie pierwszego i drugiego podziatu mejotycznego.

Dyskutujgc otrzymane wyniki i dane literaturowe, Pan mgr Rafal Marciniec szeroko
omowil, porownal i podsumowal obecny stan wiedzy na temat wyksztatcania mikrospor
oraz powstawania i budowy gametofitu meskiego wsréd roslin kwiatowych, gléwnie
przedstawicieli Commelinaceae. Zwrocit uwage, ze w dostepne;j literaturze naukowej brak
jest opracowan na temat wytwarzania pelnowartosciowych ziaren pylku przez
zroznicowane morfologicznie i funkcjonalnie preciki u roslin kwiatowych oraz podkreslit,
ze wiérdd przedstawicieli Commelinaceae przewazaja gatunki ze zréznicowanymi
morfologicznie precikami, ktére wytwarzaja jednorodne ziarna pylkowe, jak u badanego
gatunku 7 erecta, ale sa rowniez gatunki, ktére wytwarzajg zréznicowane pod wzgledem

morfologicznym ziarna pytkowe.

Ciekawym zagadnieniem i niewatpliwym osiagnieciem Doktoranta, bylo zaobserwowanie
i udokumentowanie sekwencji zmian w obrgbie chondriomu podczas mikrosporogenezy w
pylnikach 7. erecta. Autor podkresla, ze proces chondriokinezy, przebiegajacy z taka sama
precyzja jak rozdzial chromosoméw podczas kariokinezy, gwarantuje rownomierne
rozdzielenie organelli pomigdzy komorki tetrady przyczyniajac si¢ w ten sposob do
wytworzenia aktywnych metabolicznie mikrospor. Podkresla jednoczesnie, ze struktury
chondriomu, takie jak otoczka, pierscieniowaty agregat, czy plytka, wypelniajac pewien
obszar cytoplazmy komérki mejotycznej, pelnig istotng role i przyczyniaja sie do
prawidlowego przebiegu podziatu mejotycznego w komérkach macierzystych gametofitu
meskiego u 7. erecta, ale takze u innych gatunkéw roslin, zwlaszcza u gatunkéw z
cytokinezg sukcesywng w mikrosporogenezie. Stusznie zauwaza, ze skupiska organelli
tworzone w obszarze pomigdzy grupami chromosoméw oraz jadrami komérkowymi moga
zapobiegac¢ fuzji jader komorkowych w I telofazie oraz laczeniu si¢ mikrotubul wrzeciona

kariokinetycznego w metafazie I i jader komdrkowych w II telofazie.



Kolejnym interesujagcym zagadnieniem dyskutowanym w pracy, jest zalezno$¢ pomiedzy
plastydami, a przeorganizowaniem elementow szkieletu cytoplazmatycznego,
mikrotubularnego i towarzyszacego mu systemu mikrofilamentow aktynowych. Na
podkreslenie zastuguje tu rzetelne i pelne udokumentowanie sekwencji zmian, zaréwno w
obrebie cytoszkieletu aktynowego, jak i tubulinowego w kolejnych stadiach dzielacych sig¢
mejotycznie komoérek 7. erecta z wykorzystaniem skanujgcego laserowego mikroskopu
konfokalnego. Przygotowanie tak doskonalej, starannej i pelnej dokumentacji z pewnoscia
wymagalo od Doktoranta wykonania niezliczonej liczby preparatoéw mikroskopowych
bardzo dobrej jakosci, a takze wiedzy i umiej¢tnosci zwigzanych z wykorzystaniem

najbardziej nowoczesnej aparatury badawczej.

Szeroko przeprowadzone badania, po dyskusji wynikow i danych literaturowych, zostaty

logicznie i zwigzle podsumowane.
Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr. Rafata Marcinca jest wieloaspektowym, bardzo interesujgcym
opracowaniem naukowym, stanowigcym istotny wklad w poznanie procesow
embriologicznych u roslin kwiatowych. Doktorant wykazal si¢ znajomos$cig warsztatu
laboratoryjnego, zdolnoscig wnikliwego, dociekliwego obserwowania i dokumentowania oraz

synteza danych.

W zwigzku z tym uwazam, Ze recenzowana Rozprawa doktorska spelnia wszelkie
wymagania okresSlone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z
pozn. zm.). W zwigzku z powyzszym, przedkladam Radzie Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej wniosek o dopuszczenie Pana

mgr. Rafala Marcinca do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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