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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Moniki Skawiriskiej
pod tytutem ,ldentyfikacja komoérek macierzystych w merystemie
wierzchotkowym korzenia i w merystemie brodawek korzeniowych

u Medicago truncatula’

Aktywno$¢ merysteméw i procesy réznicowania sie ich komoérek prowadzace
do powstawania tkanek i organéw, a w szczeg6lnosci mechanizmy, ktérych
funkcjonowanie warunkuje prawidtowy przebieg tych proceséw, to jeden z najbardzie;
fascynujgcych aspektéw biologii roslin. Pomimo zgromadzenia wielu danych
I stosunkowo bogatej literatury przedmiotu, do rozstrzygniecia pozostaje wiele
kwestii, wiele pytan pozostaje bez odpowiedzi. Z tego co juz wiemy jasno wynika, ze
pomimo zasadniczo jednolitych regut rzadzgcych wzrostem apikalnym, istniejg
wyrazne réznice w anatomii wierzchotkowych regionéw korzenia i pedu réznych
gatunkéw ro$lin. Bardzo precyzyjna analiza pozwala stwierdzi¢ réznice nawet
pomiedzy gatunkami zaliczanymi do jednej rodziny. Klasyfikacje wyrézniajgce
odrebne typy merystemédw nie zawsze mogg w petni odzwierciedli¢ poziom
zréznicowania organizacji tych tkanek w roznych gatunkach ro$lin. Wystepuje
ponadto zmienno$C osobnicza, ktéra moze wynika¢ badz z wplywu czynnikéw
zewnetrznych badz tez z subtelnych réznic genetycznych - polimorfizméw
wystepujgcych w sekwencjach tych genéw, ktérych produkty steruja podziatami
| procesami réznicowania sie komérek. Tak jak w przypadku wielu innych aspektow
biologii rodlin, rbwniez w zakresie struktury, organizacji i funkcjonowanie merystemu
wierzchotkowego korzenia wiele fundamentalnych informacji uzyskano dzieki
badaniom nad Arabidopsis thaliana stuzacym jako gatunek modelowy.

Oceniana rozprawa doktorska, przygotowana w Katedrze Botaniki Wydziatu
Rolnictwa i Biologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie pod
opiekg naukowg dr hab. Barbary totockiej, opisuje badania, ktére lokalizujg sie
w gtébwnym nurcie naszkicowanego powyzej zakresu problematyki badawczej. Jej
autorka, mgr Monika Skawinska, podjeta prébe identyfikacji komérek macierzystych
petnigcych  kluczowga role w  podtrzymywaniu  aktywnosci  merystemu
wierzchotkowego korzenia i merystemu brodawki korzeniowej Medicago truncatula.
Gatunek ten posiada réwniez status modelu biologicznego szczegoélnie chetnie
stosowanego, obok Lotus japonicus, w badaniach nad diazotroficzng symbioza
Fabaceae.



Dwie przestanki sprawiaja, ze podjecie badan, ktérych wyniki opisuje praca
mgr Moniki Skawinskiej nalezy uzna¢ za celowe i w petni uzasadnione. Po pierwsze,
istnieja, ja sie okazuje, réznice — organizacja merystemu wierzchotkowego A.
thaliana oraz M. truncatula nie jest w petni analogiczna. Po drugie, drugi z tych
gatunkow tworzy brodawki korzeniowe — sui generis organy roslinne umozliwiajace
diazotroficzna symbioze z bakteriami z rodzaju Sinorhizobium. Organogeneza tych
struktur indukowana przez sygnaly bakteryjne zachodzi dzieki powstaniu
i nieprzerwanej aktywnosci merystemu, ktérego organizacja i funkcjonowanie warte
sg dogtebnego zbadania.

Ocena merytoryczna pracy

Mgr Monika Skawifiska postawita sobie ambitny cel badawczy, ktérym byta
identyfikacje komérek macierzystych w merystemie wierzchotkowym korzenia oraz w
merystemie brodawek korzeniowych M. fruncatula uwzgledniajgca weryfikacje trzech
hipotez roboczych, z ktérych pierwsza zaktadata, co oczywiste, ze komérki takie
istniejg, druga, ze merystemy (RAM) M. fruncatula oraz A. thaliana dziataja
w analogiczny sposob. Trzecia hipoteza robocza zakiadata podobienstwo
mechanizmu podtrzymywania aktywnos$ci merysteméw brodawki i wierzchotka
wzrostu korzenia.

Dla osiggniecia zatozonego celu Autorka wykorzystata metody mikroskopii
konwencjonalnej oraz metody molekularne (RT-PCR in situ). Obserwacje i analizy
obrazéw mikroskopowych badanych tkanek obejmowaty lokalizacje komérek
macierzystych metodg analizy ciggdw komérek siostrzanych starannie dobranych
przekrojow RAM i apikalnego regionu brodawki. Podjeto rowniez prébe okreslenia
cech charakterystycznych dla ultrastruktury komoérek  wystepujgcych
W poszczegolnych regionach badanych merysteméw. Metody molekularne postuzyly
do analizy ekspresji w genéw PLETHORA1, PLETHORA2, SHORTROOT,
SCARECROW i WOX5 w merystemie wierzchotkowym korzenia i w brodawce
korzeniowej. Wybor gendw, ktérych produkty identyfikowano stosujgc metode RT-
PCR, nalezy uzna¢ za racjonalny. Geny te petnig dobrze poznane w A. thaliana
funkcje regulatorowe odpowiadajac za utrzymanie w obrebie RAM komérek
macierzystych oraz komoérek tworzacych centrum spoczynkowe (QC). Autorka
podjeta réwniez probe lokalizacji transkryptéw tych samych genéw in situ —
w poszczegolnych komérkach badanych merysteméw. W tym celu postuzyta sie
metodg RT-PCR in situ.

Cel, ktory postawita sobie Autorka zostat w znacznej mierze osiggniety.
Stwierdzono, ze M. truncatula posiada RAM typu otwartego poprzecznego Eudicots
(OTvD), lecz pewne jego cechy nawigzuja do typu zamknietego. Zastosowana
metoda analizy ciagéw komérek siostrzanych pozwolita zidentyfikowaé komorki
macierzyste kolumelli i prokambium (cho¢ nie mozna ich jednoznacznie rozréznic),
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kolumelli wtérnej (byé moze wspélne dla tej struktury oraz kory), prakory,
proendodermy oraz wspoélne komérki macierzyste ryzodermy i bocznej czesci
czapeczki. Analiza ultrastruktury komorek poszczegélnych czesci RAM, cho¢
pozwolita stwierdzi¢ pewne roéznice wystepujace, w tym wzgledzie, miedzy nimi, nie
jest, zdaniem Autorki, wystarczajgco pewnym sposobem identyfikacji komérek
macierzystych.

Niejako dodatkowym efektem badan mikroskopowych regionu apikalnego
korzenia M. fruncatula byto stwierdzenie wystepowania zjawiska plazmolizy
w merystemie wierzchotkowym korzenia bardzo mtodych siewek. Autorka poczynita
wysitki by stwierdzi¢, ze nie jest to artefakt spowodowany zastosowang metoda
utrwalania tkanek.

Co do wynikow badan nad merystemem brodawki korzeniowej M. truncatula to
uzyskane wyniki nie sa tak jednoznaczne. Autorka stwierdzita, ze metoda
zastosowana do analizy RAM nie jest przydatna do identyfikacji komorek
macierzystych poszczegdlnych tkanek brodawki poza wigzkami przewodzgcymi.
Wynika to z tego, ze komorki merystemu tego organu dzielg sie w réznych
ptaszczyznach co prowadzi do powstania ich ,nieuporzadkowanego” ukfadu.

Obecnos¢ komérek macierzystych zarédwno w RAM jak i w brodawce
korzeniowej M. truncatula potwierdzono posrednio zaktadajgc, ze dowodzi jej
ekspresja genébw SHORTROOT, SCARECROW i WOX5 oraz genéw z rodziny
PLETHORA, ktére w A. thaliana sg uznane za markery tego typu komérek. Autorka
przedstawita wyniki RT-PCR dowodzgce obecnosci transkryptow wspomnianych
genow w 5-dniowych wierzchotkach korzenia i 28-dniowych brodawkach oraz ich
braku w lisciach. Jako kontrola pozytywna postuzyt gen kodujgcy syntaze
chalkonowa, ktérego ekspresje wykryto, zgodnie z oczekiwaniami, we wszystkich
badanych czesciach rosliny. W tym miejscu nalezy zwrécié uwage na biedy
wystepujgce w opisie Fotografii 79-81. Na tej, skadingd bardzo dobrej technicznie,
rycinie wystepujg rozbieznosci pomiedzy opisem zeli a podpisem zamieszczonym
obok.

Zastosowanie bardziej precyzyjnej i jednoznacznej, zdawatoby sie, metody
molekularnej — RT-PCR in situ, nie przyniosto wynikéw, na ktore liczyta Autorka.
Przeszkodg okazat sie wysoki poziom autofluorescencji badanych tkanek, ktéry
uniemozliwit detekcje ewentualnych produktéw RT-PCR w poszczegdéinych
specyficznych lokalizacjach komoérkowych. Nalezy przyznaé, ze Autorka wtozyta duzo
wysitku w préby usuniecia pojawiajgcych sie probleméw i przeszkéd. Doceniajgc to
w petni nalezy jednak zauwazyé, ze choé opis tych usitowan (Rozdz. 4.3.10 pt.
,Modyfikacje metody RT-PCR in situ”) zostat opracowany bardzo kompetentnie
I wyczerpujgco, to jednak na stronach 78-84 tomu pierwszego pracy znajdujemy
btedy (w liczbie ok. 10) polegajgce na odsytaniu do podrozdziatéw i tabel o btednych
numerach. Na przyktad na str. 80 przywotywana Tabela 8 to najprawdopodobniej



zamieszczona na stronie 73 Tabela 4.10, a nieistniejacy lecz wymieniony podrozdziat
3.4.1. to zapewne podrozdziat 4.3.8.1. (str. 82).

Szkoda, ze nie udalo sie wskazaé komoérek, w ktérych lokalizujg sie
transkrypty genéw uznawane, na podstawie wynikéw badan A. thaliana za markery
komorek macierzystych. By¢ moze pozwolitoby to na wskazanie w merystemie
brodawki korzeniowej komorek dajgcych poczatek korze i tkance bakteroidalnej oraz
dodatkowo potwierdzitoby dokonang identyfikacje komdrek macierzystych w RAM.
To niepowodzenie z pewnoscig sprawito, ze Autorka zdobyta znaczne doswiadczenie
i wypracowata swoj wilasny poglad na kwestie autofluorescencji jako zjawiska
sprawiajgcego wiele probleméw badawczych. Byé moze warto by wiedzg w tym
zakresie zdobytg podzielita si¢ publikujgc, na przyktad prace przegladows. Takg
sugestie wzmacnia konstatacja, ze Autorka dobrze radzi sobie z pisaniem tekstéw
naukowych — cennym fragmentem pracy jest interesujacy, kompetentnie
przygotowany przeglad literatury, ktéry dobrze przygotowuje czytelnika do lektury
czesci eksperymentalne;j.

Podsumowujgc ocene merytoryczng rozprawy doktorskiej mozna stwierdzic,
Ze jej poziom jest wysoki. Autorka wykazata sie doskonatym warsztatem w zakresie
technik mikroskopowych i umiejetnosciami w zakresie analizy obrazéw
mikroskopowych. Niepowodzenie w zakresie zastosowania jednego z podej$é
badawczych (RT-PCR in situ) nie zmienia faktu, iz cel pracy zostata osiggniety.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska mgr Moniki Skawinskiej to obszerne, przedstawione
w formie dwoch tomoéw opracowanie obejmujace 144 strony tekstu (tom pierwszy)
ilustrowanego jedenastoma rysunkami, zawierajacego 23 tabele. Wykaz cytowanej
literatury obejmuje 176 dobrze dobranych pozycji. Integralng czescig rozprawy jest
obejmujgcg 122 fotografie dokumentacja fotograficzna stanowigca tom drugi.

Poza uwagami zamieszczonymi wcze$niej nie ma zastrzezen co do strony
redakcyjnej i edytorskiej pracy. Przeciwnie, nalezy zwréci¢ uwage, w szczegdélnosci,
na bardzo staranne, profesjonalne przygotowanie i opracowanie dokumentagii
fotograficznej.

Praca zostata napisana starannie, nie budzi zastrzezen, poza nielicznymi,
wskazanymi ponizej przypadkami, jej strona jezykowa. Tekst jest jasny i czytelny
poniimo ztozono$ci materii, ktéra opisuje. Wspomniane powyzej drobne
niedoskonato$ci jezykowe to:

- wystepujgce na stronie 34 niezreczne sformutowanie ,..u daleko z nimi
spokrewnionych...”, '



- niekonsekwentng, czasem bfedng pisownie nazwy ,kwas abscysynowy” (patrz ss.
44 52, 54),

- réwniez niekonsekwentne stosowanie terminu ,czynniki transkrypcyjne”, ktére
bywaja w tekscie nazywane, raczej niepoprawnie, ,czynnikami transkrypcji’ (np.
str. 45, 46),

- blad liczbowy na stronie 46 sugerujgcy, ze homeodomene stanowi 5 aminokwasoéw
podczas, gdy w istocie jest to region obejmujgcy ok. 60 reszt aa,

- uzycie, na tej samej stronie, terminu ,homeodomena” zamiast terminu ,biatko
homeotyczne”,

- biedne ttumaczenie terminu ,ankyrin”; na stronie 55 powinno by¢ ,ankirynowa”
zamiast ,ankyrinowa”.

Wymienione powyzej usterki nie zmieniajg ogdlnie pozytywnego obrazu pracy.
Pod wzgledem formalny rozprawa zastuguje na dobra ocene.

Podsumowanie

Po analizie ocenianej rozprawy stwierdzam, ze jej Autorka mgr Monika
Skawifiska zdobyta znaczny zaséb wiedzy oraz posiadta wysokie kwalifikacje
badawcze. Praca przygotowana przez nig na podstawie zgromadzonych danych
eksperymentalnych stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w
rozumieniu Art. 13 ust. 1i 2 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
pézn. zm.).

Na tej podstawie przedstawiam Wysokiej Rady Wydziatu Rolnictwa i
Biologii szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego wniosek o dopuszczenie
mgr Moniki Skawinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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