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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Suwinskiej

pt. ,,Udzial Kalretikulina w procesie wzrostu lagiewki pylkowej”

Recenzowana rozprawa doktorska zostala zrealizowana na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr hab. Marty
Lenartowskiej oraz przy udziale promotora pomocniczego dr Roberta Lenartowskiego.
Rozprawa posiada uklad typowy dla prac doktorskich; na 124 stronach pracy wydzielono 7
glownych rozdzialéw oraz wykaz najwazniejszych skrétow i streszczenie. Dokumentacje
fotograficzng zawarto na 18 barwnych i czarnobiatych tablicach.

W rozdziale ,, Wprowadzenie” Doktorantka przedstawia przeglad najnowszej literatury z
zakresu rozwoju meskiego gametofitu, tworzenia i organizacji cytologicznej fagiewki pytkowej.
Wiele uwagi poswieca organizacji aktynowego cytoszkieletu oraz roli wapnia w lagiewce
pytkowej. W komoérce roslinnej jony wapnia pelnig rolg uniwersalnego przekaznika informacji,
kt6ry jest zaangazowany miedzy innymi w regulacj¢ wzrostu fagiewki pytkowej.

Za regulacje homeostazy jonéw wapnia w lagiewce pylkowej odpowiedzialne jest biatko
kalretikulina (CRT), ktore jest zdolne do wiazania i magazynowania duzej ilosci jonow wapnia.
Precyzyjna regulacja poziomu jondéw wapnia w cytoplazmie warunkuje szczytowy wzrost
lagiewki pytkowej. Kalretikulina uczestniczy takze w wielu procesach komorkowych,
poczawszy od regulacji ekspresji genéw, udzialu w adhezji komoérkowej, w apoptozie i w
regulacji aktywnosci ATPazy. Dzigki swojej unikalnej budowie i specyficznym wiasciwosciom
jest biatkiem opiekunczym wystgpujacym w retikulum endoplazmatycznym i strukturach
Golgiego. Odgrywa istotna role w systemie kontroli jakosci przeprowadzajac selekcje
nieprawidlowo sfaldowanych  peptydow i glikoprotein.  Dotychczas udokumentowano

wystepowanie tego bialka migdzy innymi w ziarnach pytku wielu gatunkow roslin kwiatowych,



w komorkach plemnikowych kukurydzy, podczas mikrosporogenezy u tytoniu oraz w procesie
rozwoju zarodka. Natomiast nie jest jednoznacznie wyjasniona rola roslinnej CRT w rozwoju
tagiewki pylkowej i tego zadania podjela sie Doktorantka w niniejszej pracy. Wyniki badan
prowadzonych w o$rodku torunskim wskazujg, ze CRT z uwagi na zdolnos¢ do wigzania i
buforowania jonéw wapnia, moze by¢ zaangazowana w utrzymanic homeostazy Ca * w
rosnacej lagiewce pytkowej. Wybor lagiewki pylkowej jako modelu badawczego jest bardzo
cenny takze dla wiedzy embriologicznej, poniewaz to wlasnie ta struktura odpowiada za
aktywny transport komoérek plemnikowych do woreczka zalgzkowego, a zatem uczestniczy w
plciowym zaptodnieniu. Lagiewka pytkowa charakteryzuje si¢ bardzo szybkim wzrostem, a wige
rowniez odznacza si¢ wysoka aktywnoscia metaboliczna.

Badania prowadzono na Petunia hybrida, gatunek ten uznawany jest za rosling modelowa do
badan fizjologicznych i embriologicznych. Poza tym w osrodku toruriskim juz od kilkunastu lat
prowadzi si¢ badania na tej roslinie, co pozwolito Doktorantce na korzystanie z warsztatu
badawczego oraz glebokiej wiedzy i doswiadczenia torunskiego zespotu. Caloroczna uprawa
ro$lin w szklarni zapewniala obfito$¢ materialu badawczego.

Przedstawione w rozprawie badania obejmowaly: poznanie morfologii i ultrastruktury
lagiewki pytkowej, okreslenie miejsc syntezy i lokalizacji CRT oraz ustalenie ekspresji genu
CRT odpowiedzialnego za synteze tego biatka. Do realizacji postawionych zadan badawczych
zastosowano  nowoczesne metody  cytologiczne, —immunocytochemiczne,  technike
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) analiz¢ Western Blot oraz technike wyciszania
ekspresji genu za pomoca interferencji RNA. W rozdziale Material i Metody uzasadniono
wybér gatunku badawczego i opisano szezegblowo metody stosowane przez Doktorantke
podczas wykonywania poszczegolnych etapéw badan. Dzigki zastosowaniu precyzyjnych metod
immunocytochemicznych zlokalizowano CRT w rosngcych fagiewkach pytkowych. W
kietkujacych ziarnach pytkowych transkrypty PhCRT zlokalizowano we wszystkich aperturach,
przy czym najwyzszy poziom sygnatu hybrydyzacji wystepowat w cytoplazmie
aktywnej apertury. Badania w TEM wykazaly, Ze u petunii wystgpuje typowa strefowa
organizacja cytoplazmy lagiewki pytkowej 2z duzym nagromadzeniem ER, diktiosoméw i
mitochondriéw w regionie subapikalnym. Poza tym potwierdzono, ze u petunii obserwuje si¢
dwukierunkowa orientacje filamentow aktynowych w strefie trzonowej tagiewek pytkowych, co
umozliwia przeptyw cytoplazmy zgodnie z modelem ,,odwrotnej fontanny”.

Wszystkie opisane w rozprawie wyniki zostaly prawidlowo przedstawione i poparte

dokumentacja fotograficzna bardzo dobrej jakosci, ktora zostala zawarta na 18 tablicach.



Przedmiotem analizy byly ziarna pytkowe i kielkujace tagiewki pylkowe w warunkach in vitro
oraz in vivo. Przedstawiono morfologie i ultrastrukture ziaren i tagiewek pylkowych petunii,
przeanalizowano organizacje cytoszkieletu aktynowego, zlokalizowano badane biatko -
kalretikuline. Przedstawione eksperymenty byly zawsze poréwnywane w reakcjach kontrolnych.
Hodowane w warunkach in vitro tagiewki pylkowe nie wykazywaly cytologicznych zmian w
poréwnaniu do tagiewek rosnacych w szyjce stupka (in planta). Podjete badania majace na celu
poszukiwanie miejsc wystepowania biatka CRT i jego transkryptow wykazaly, ze miejscem tym
sa aktywne apertury w uwodnionych i kietkujacych ziarnach pytkowych. Nalezy podkreslic, ze
w eksperymentach wykorzystano sond¢ molekularng opracowang i zsyntetyzowang na potrzebe
niniejszych badan. Sa to zatem badania pionierskie, co znacznie podnosi rangg uzyskanych
wynikow.

Interesujacym efektem badan bylo udokumentowanie wystgpowania delikatnej sieci
krotkich mikrofilamentéw w cytoplazmie apikalnej strefy rosnacej tagiewki pytkowej. Niewiele
jest prac z tego zakresu, poza tym przedstawiane hipotezy sg niejednoznaczne. Niektore neguja
obecnos¢é MFs w apikalnej strefie lagiewki, inne zas potwierdzaja ich obecnos¢ oraz wskazujg na
dynamiczny charakter MFs i ich zaangazowanie w ruch pecherzykéw wydzielniczych. W pracy
udowodniono, ze MFs mogly byé zlokalizowane wokét MGU, co $wiadezyloby o
zaangazowaniu cytoszkieletu aktynowego w transporcie jadra generatywnego do rosnacego
wierzcholka lagiewki pylkowej. Mam nadzieje, ze w dalszych swoich badaniach Doktorantka
poswieci wiecej uwagi temu ciekawemu zagadnieniu.

Dyskusja zawiera ogélne podsumowanie uzyskanych rezultatow w kontek$cie aktualnego
stanu wicdzy. Na podstawic uzyskanych wynikéw badan whasnych oraz danych literaturowych
Doktorantka udowodnila teze, ze w kietkujacych ziarnach pytku P. hybrida synteza biatka
kalretikulina zachodzi na powierzchni szorstkiego retikulum endoplazmatycznego. Natomiast
transkrypty PhCRT byly obecne w jadrze wegetatywnym oraz w krotkich ltagiewkach
pylkowych. Zastosowanie eksperymentow z wyciszeniem ekspresji genu PACRT wykazalo, ze
CRT jest jednym z kluczowych elementow molekularnych kontrolujacych szczytowy wzrost
lagiewki pytkowej u petunii. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze do prawidlowego wzrostu
lagiewki pylkowej niezbedna jest obecnosc bialka kalretikulina, a jego brak skutkuje
zaburzeniami podstawowych procesow komérkowych. Obserwowano zaburzenia morfologiczne,
cytologiczne m.in. destrukcje cytoszkieletu aktynowego oraz redukcje i nietypowa lokalizacje
cystern ER. Po zgromadzeniu wielu wynikow Doktorantka stawia w pelni uzasadnione, logiczne

pytanie w jaki sposob CRT reguluje polarny wzrost lagiewki pylkowej. Na podstawie



przedstawionych w rozprawic wynikéw udowadnia, ze badane biatko kalretikulina wykazuje
zdolnos¢ do buforowania poziomu jonow Ca’* w cytoplazmie lagiewki pylkowej. Precyzyjna
regulacja homeostazy Ca” jest niezbedna dla wlasciwej organizacji cytoszkieletu aktynowego,
ktory odpowiada za rozmieszczenie organelli komorkowych oraz egzo- i endocytarnych
pecherzykéw w spolaryzowanej cytoplazmie lagiewki. W koncowych wnioskach Autorka
zaproponowala hipotetyczny model funkcjonowania CRT w rosnacej tagiewce pytkowe;.
Przeprowadzona przez mgr Suwiniskg seria doswiadczen pozwolila na przekonywujace wsparcie
postawionej na poczatku hipotezy. Wyniki uzyskiwane w kolejnych etapach prac badawczych sa
wyczerpujace i imponuja wszechstronnoscia i nowoczesnoscia stosowanych metod. Swiadczg o
tym , ze Doktorantka znakomicie opanowata warsztat naukowy i wykazala si¢ bogata wiedza w
zakresie biologii molekularnej, biochemii i genetyki a takze umiejgtnoscia interpretowania
uzyskanych rezultatow. Ponadto wszelkie wyniki byly poréwnane z materialem kontrolnym, co
$wiadezy o rzetelnosci przeprowadzanych doswiadczefi. Bogata dokumentacja fotograficzna
pozwala na stwierdzenie, ze eksperymenty byly przeprowadzone w sposob poprawny pod
wzgledem stosowanych metod, oraz ze uzyskane wyniki byty prawidlowo interpretowane.

Z obowiazku recenzenta chciatam zawrdci¢ uwage na kilka drobnych niedociagnigc
zauwazonych przeze mnie w recenzowanej pracy. Najwigkszym mankamentem bylo
zmniejszenie rozmiaréw tablic fotograficznych do formatu, ktory utrudnial zaobserwowanie
szczegdlow opisywanych w rozprawie. Jest to tym bardziej nieuzasadnione, ze cala
dokumentacja fotograficzna byla doskonalej jakosci, ponadto znaczna czgs¢ strony pozostata
pusta. Z innych drobnych uwag redakcyjnych: zbyt czeste uzywanie terminu ,,ujawniono”,
nicprawidlowy termin: ,.cigeie optyczne” zamiast np. plaszezyzna przekroju. ..suchy pviek”
zamiast odwodniony. Na tablicy numer 2 - opis do fotografii (h-j) niepoprawny, natomiast na
fotografii 2e — nie wida¢ mikrofilamentow, o ktorych jest mowa w opisie; takze fotografia 14a-
a'nie przedstawia czerwonej fluorescencji chloroplastow.

Wymienione w recenzji uwagi nie wplywaja jednak na zasadniczg, wysoce pozytywng
oceng przedstawionej pracy doktorskiej. Potwierdzeniem wartoéci naukowej zawartych w
niniejszej rozprawie badan sa publikacje w renomowanych czasopismach Planta, w ktorej
Doktorantka jest pierwszym autorem oraz Plant Cell Research, w ktorej jest wspotautorem.

W podsumowaniu stwierdzam , ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani
mgr Anny Suwinskiej zatytulowana ,Udzial kalretikulina w procesie wzrostu lagiewki
pylkowej” stanowi oryginalne rozwiazanie istotnego problemu naukowego oraz spelnia z

nawigzka wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o



stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595. z pézniejszymi zmianami), W
brzmieniu ustalonym Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. (Dz. U. Nr 84, poz. 455) i moze stanowic¢
podstawe do nadania stopnia doktora.

W zwiazku z powyzszym zawracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii 1 Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Anny Suwinskie;
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie majac na uwadze duza warto$¢ poznawczg uzyskanych przez Doktorantke

wynikow, wnioskuje o nagrodzenie niniejszej dysertacji stosowna nagroda.
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