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Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii Wisniewskiej
pt. ,,Analiza poré6wnawcza kwiatowych struktur wydzielniczych u wybranych gatunkéw
Orchidaceae Schlitr. i Apocynaceae Juss. wabiacych muchowki (Diptera)”
wykonanej w Katedrze Cytologii i Embriologii Roslin Uniwersytetu Gdanskiego
pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Kowalkowskiej, prof. UG

Od wielu lat globalnym problemem srodowiskowym jest spadek réznorodnosci
gatunkowej roslin, posrednio wynikajacy ze zmniejszania sie¢ liczebnosci owadow
zapylajacych. Ich obecnos$¢ jest niezbedna, aby zapewni¢ zmienno$é genetyczna, sukces
rozrodczy, a takze powigzane z nim rozprzestrzenianie sie roslin owadopylnych. Powszechnie
uwaza si¢ takze, ze relacje rodlin z zapylaczami majg duzy wplyw na ewolucje roslin.
Zainteresowanie czlowieka zjawiskiem koewolucji oraz mechanizmami zapylania i rola
zwierzgt w tym procesie sigga ostatnich kilku dekad. Jednak zjawisko koewolucji zostato
opisane po raz pierwszy juz ok. 100 lat temu przez Karola Darwina.

Rosliny kwiatowe wyksztalcity wiele mechanizméw przywabiania zapylaczy
zwigzanych z wytwarzaniem atraktantow wizualnych, zapachowych i/lub pokarmowych.
Wsrdd tej grupy roslin niewatpliwy prym wioda przedstawiciele Orchidaceae. Takie nagrody
kwiatowe, jak nektar i ciatka thuszczowe oferowane zapylaczom w zamian za efektywne
zapylenie oraz swoisty zapach, atrakcyjny dla réznych grup zapylaczy wytwarzane sa przez
kwiatowe struktury wydzielnicze, typu nektarniki, elajofory i osmofory. Jednak uwaza sie, ze
sygnaly zapachowe majg znacznie lepszy zasigg transmisji niz atraktanty wizualne. Tematyka
zapylania roslin i dostosowywania si¢ kwiatow do budowy morfologicznej i potrzeb swoich
zapylaczy oraz budowa i funkcjonowanie kwiatowych struktur wydzielniczych jest w dalszym

ciggu aktualna i nie konca poznana.
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Powyzszej tematyki dotyczy przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii
Wisniewskiej, ktoéra przestawia mikrostrukture kwiatowych struktur wydzielniczych oraz
adaptacje kwiatéw kilku gatunkéw sapromiofilnych z rodzin Orchidaceae i Apocynaceae do
zapylania przez muchéwki.

Recenzowana dysertacja oparta jest na trzech oryginalnych pracach badawczych
opublikowanych w jezyku angielskim w czasopismach z Listy Filadelfijskiej, tj.
w ,,Protoplasma” (dwie prace) i ,,South African Journal of Botany” (jedna praca). Wszystkie
prace majg styl 1 uklad typowy dla publikacji naukowych, zgodny takze z wymaganiami
konkretnego czasopisma. W strukturze tresci kazdego z artykuléw wyrdzniono wstep
podsumowujacy wczesniejsze badania, wyraznie przedstawiony cel pracy, materiat i metody
badawcze, szczegblowe omowienie wynikow wiasnych, dyskusje oparta o literature
przedmiotu oraz piSmiennictwo.

Ztozonej do recenzji rozprawie, oprocz trzech artykuléw, towarzyszy takze krétkie
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Streszczenia sa zwiezle i napisane poprawnie pod
wzgledem formalno-jezykowym, jednak oczekiwatam w nich wyrazniej postawionej hipotezy
badawczej.

Wszystkie publikacje wchodzace w sklad dysertacji sa wieloautorskie; pierwsza
wspoltworzylo pieciu autorow, druga — czterech, a trzecig — trzech. W kazdej z publikacji
Doktorantka jest jednak pierwszym autorem, a z zatagczonych w rozprawie o$wiadczen wynika,
ze jej udzial w powstaniu prac byl znaczny i wynidst 50%, 80% i 85%, odpowiednio.
Doktorantka uczestniczyla prawie we wszystkich etapach pracy, tj. pozyskaniu funduszy na
realizacje projektu, kierowaniu projektem, wykonywaniu czesci eksperymentalnej oraz
opracowaniu 1 interpretacji wynikéw, odgrywajac wiodaca role w powstaniu kazdej
zpublikacji. Jednak z zamieszczonych os$wiadczen wspélautorow wynika takze, ze
Doktorantka nie miata indywidualnego wkiadu w przygotowanie materiatu i obrazowanie
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym oraz nie brala udzialu w opracowywaniu
koncepcji zadnej z publikacji.

Prace stanowigce rozprawe doktorska stanowia spdjna tematycznie analize
poréwnawczg struktur wydzielniczych oraz adaptacji kwiatow do zapylania przez muchéwki u
trzech gatunkéw sapromiofilnych z rodzaju Bulbophyllum (B. levanae, B. nymphopolitanum i
B. echinolabium) nalezacych do rodziny Orchidaceae oraz dwoch gatunkéw z rodziny

Apocynaceae (Echidnopsis cereiformis i Stapelia situla). Mimo ze wiele tajnikéw koewolucji
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i mimikry u roslin zostalo juz dobrze poznanych, to uwazam, ze zagadnienia podjete
w rozprawie doktorskiej, dotyczace przedstawicieli dwoch odlegtych filogenetycznie rodzin,
ktorzy nie byli dotychczas badani pod tym katem, sg oryginalne i wartosciowe.

W artykutach stanowiacych rozprawe doktorska szczegdétowo scharakteryzowano
morfologi¢ kwiatéw badanych taksonéw oraz okreslono lokalizacje i rodzaje struktur
wydzielniczych obecnych w tych organach. Kompleksowo i wyczerpujaco przeanalizowano
sposoby sekrecji wydzieliny oraz budowe osmoforéw, a w przypadku Bulbophyllum
echinolabium takze nektarnikéw. Struktury wydzielnicze obecne na listkach okwiatu i warzce
u przedstawicieli Orchidaceae oraz na ptatkach korony u Apocynaceae scharakteryzowano na
poziomie morfologicznym, anatomicznym i ultrastrukturalnym umiejetnie stosujac z reguly
wlasciwie dobrane metody 1 narzedzia badawcze.

Doktorantka wraz z zespolem wykazata, ze wydzielina powstajaca w komorkach
osmoforéw, transportowana byla w formie pecherzykow i ostatecznie gromadzila sie
w przestrzeniach peryplazmatycznych, tworzacych sie miedzy plazmolemma a Sciang komérek
epidermy. Nastepnie wydzielina uwalniana byla na zewnatrz osmoforu przez mikrokanaliki
polisacharydowe obecne w kutykuli i/lub przez pekniecia powstajace w tym nabtonku na skutek
wzrostu ciSnienia wewnatrz protoplastow komorek epidermy. Chee podkresli¢, ze jednoczesne
wystepowanie mikrokanalikéw i przestrzeni peryplazmatycznych w komérkach osmoforéow
przedstawicieli Bulbophyllum opisano po raz pierwszy w niniejszej dysertacji.

Dla kazdego z gatunkéw okreslono takze typ wydzieliny przy zastosowaniu wybranych
testow histochemicznych 1 stwierdzono, ze wydzielina miala zroznicowany charakter,
najczescie] jednak biatkowy, nawigzujacy do zapachu rozktadajacej sie padliny. Uwazam, ze
w tej czesci pracy korzystne byloby zastosowanie wiekszej roéznorodnosci testow
histochemicznych (zwlaszcza do wykrywania réznych grup zwiazkéw fenolowych i lipidow),
ktére pozwolityby dokltadniej okresli¢ charakter wydzieliny.

Dodatkowo dla Bulbophyllum echinolabium, tj. gatunku, u ktérego zlokalizowano
zarowno osmofory, jak i nektarniki, okreslono sklad chemiczny produkowanej wydzieliny
w oparciu o chromatografi¢ gazowa ze spektometrig mas. Wydzieline ekstrahowano dwoma
sposobami, stosujac dichlorometan lub metanol. Wtasciwie dobrana metodyka analizy sktadu
chemicznego wydzieliny pozwolita ujawni¢ w niej rézne grupy metabolitow.

W wydzielinie ekstrahowanej przy uzyciu metanolu wykazano m.in. obecnosé cukréw,
tj. gtownych sktadnikéw nektaru, co potwierdza wystgpowanie nektarnikow w kwiatach tego
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gatunku. Wykrycie nektarnikéw w zapylanych przez muchowki kwiatach B. echinolabium jest
Znaczacym osiggni¢ciem mgr Wisniewskiej i zespotu, gdyz z dotychczasowych danych
literaturowych wynika, ze kwiaty sapromiofilne, uwazane za tzw. kwiaty zwodnicze (ang.
deceptive flowers), czesto nie oferujg zapylaczom zadnego pokarmu.

Z kolei badania profilu zapachowego wydzieliny B. echinolabium uzyskanej przy
zastosowaniu dichlorometanu wykazaly wystepowanie w niej licznych zwigzkéw
chemicznych, wsrdd ktérych zidentyfikowano 10 bedacych atraktantami zapachowymi
muchowek. Niektore z tych zwigzkoéw opisano wezesniej w zapachu zwlok wolu, uryny czy
odchodéw, co potwierdza wystgpowanie mimetyzmu zapachowego u badanego gatunku
Bulbophyllum. Szkoda jednak, ze analiza skladu wydzieliny nie zostata przeprowadzona dla
zadnego z przedstawicieli drugiej badanej rodziny (Apocynaceae). Doktorantka positkowala
si¢ w tej kwestii jedynie danymi uzyskanymi wczesniej przez réznych autoréw dla innych
rodzajow 1 gatunkéw nalezacych do Apocynaceae. Uwazam, ze przeprowadzenie takiej analizy
dla Echidnopsis cereiformis i/lub Stapelia situla znacznie podniostoby wartos¢ publikacji
1 niniejszej dysertacji, tym bardziej, ze jak wiadomo, profil zapachowy wydzieliny moze by¢
zroznicowany nawet u gatunkdw w obrebie tego samego rodzaju.

Ponadto przeprowadzone przez Doktorantke i zespdt badania wykazaly roznice
w morfometrii listkéw okwiatu i platkéw korony oraz w budowie mikromorfologiczne;j
kwiatdéw 1 struktur wydzielniczych badanych gatunkéw. Powszechnie uwaza sie, ze
wymienione cechy mikrostrukturalne mogg mie¢ warto$¢ taksonomiczna.

Wyniki badan zawarte w publikacjach tworzacych rozprawe doktorskg, w znacznej
mierze uzyskane przy zastosowaniu réznych technik mikroskopowych, zostaly poparte bogata
dokumentacja fotograficzna, ktéra jest mocna strong przedstawionej rozprawy doktorskiej.
Z wlasnego doswiadczenia wiem, Zze przygotowanie i opracowanie tak duzej liczby plansz
fotograficznych (23 plansze z ok. 160 zdjeciami) bylo niezmiernie czasochtonne i na pewno
okupione duzym wysitkiem. Uzyskane wyniki $wiadcza o dobrym opanowaniu i odpowiednim
wykorzystaniu przez Doktorantke zasad 1 metod naukowego poznania.

W dyskusjach wszystkich prac tworzacych recenzowana dysertacje najwazniejsze
wyniki zostaly skonfrontowane i przedyskutowane z trafnie dobrang aktualng i wczesniejszg
literaturg przedmiotu.

Po wnikliwej analizie tresci publikacji moge stwierdzi¢, ze mgr Wisniewska wykazata
si¢ dobrg znajomosciag ogdlnej wiedzy teoretycznej dotyczacej podjetej tematyki. Badania
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przeprowadzone przez Doktorantke poszerzaja wiedz¢ o gatunkach zapylanych przez

much6éwki i pozwalaja lepiej poznaé i zrozumieé relacje owad — zapylacz. Przeprowadzone

analizy pozwolity wiec zrealizowa¢ okreslone w pracach cele i wykazaty, ze mimo odleglej

pozycji filogenetycznej rodzin Orchidaceae i Apocynaceae struktura osmoforéw oraz mimikra

1adaptacje kwiatéw do zapylania przez muchéwki wykazuja znaczne podobienistwa, co

przypuszczalnie jest konsekwencja dugotrwatej presji owadow zapylajacych i niewatpliwie ma

znaczenie ewolucyjne.

W trakcie lektury wychwycitam takze pewne niescistosci lub bledy w streszczeniu

1 tekstach publikacji, ktére dla porzadku przytaczam ponize;j.

L

W streszczeniu Doktorantka pisze, ze badania gatunkow Bulbophyllum wykazaly, ze
struktury wydzielnicze sg zlokalizowane w obrebie warzki oraz bocznych sepali (platkow
zewngtrznego okotka okwiatu). W zdaniu tym mamy pewna niescistosé, tj. albo bledne
uzycie stowa ,sepale” dla okreslenia platkéw lub odwrotnie - niewlasciwe uzycie
okreslenia ,,platki” dla bocznych sepali. Ponadto w przedstawionych artykulach
wielokrotnie uzywane sg terminy dziatki kielicha (ang. sepals) i platki korony (ang.
petals) dla opisania elementéw okwiatu u przedstawicieli Orchidaceae. Warto
przypomnie¢, ze u roslin jednolisciennych, do ktérych naleza tez Orchidaceae, dla
opisania elementéw okwiatu przyjety jest termin listki okwiatu (ang. tepals), a nie dziatki
kielicha i ptatki korony. Zauwazylam jednak, ze w literaturze swiatowej dopuszcza sie

stosowanie rowniez wymienionych okreslen.

We wszystkich publikacjach jako termin zbioru materiatu badawczego (kwiatow)
podawany jest bardzo ogdlnie czas antezy, bez sprecyzowania doktadnego etapu tego
procesu. Jak wiadomo anteza moze mie¢ r6zng dhugosé, a w przypadku Orchidaceae
proces ten moze trwac stosunkowo dtugo. Dlatego tez uwazam, ze uzupelnienie metodyki
o konkretny etap antezy, w ktorym pobierano kwiaty jest wazne, zwtaszcza w badaniach
powigzanych z procesem zapylania, tj. dotyczacych aktywnosci struktur wydzielniczych
czyli emisji zwiazkéw zapachowych i prezentacji nektaru, czy tez receptywnosci
znamion. Jak wiadomo procesy te musza by¢ zsynchronizowane z aktywnoscig owadéw

zapylajacych.

W metodyce dwoch pierwszych prac dotyczacych przedstawicieli Orchidaceae brakuje
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informacji, ktére czgsci kwiatu i w ilu powtérzeniach byly analizowane w LM, ktore
w SEM i TEM, co utrudnia analize wynikéw.
4. W pracy 1 Fot. 2a opisana jest jako mikromorfologia warzki, podczas gdy fotografia ta
przedstawia szczegéty budowy anatomicznej tej czesci kwiatu. Ponadto na Fot. 2f
przestawiony jest fragment przekroju poprzecznego przez osmofor, ktérego komorki nie

wykazuja typowych cech tkanki sekrecyjne;.

5. W pracy 2 zawarta jest informacja o $wieceniu kutykuli w obecnosci Auraminy O, gdzie
Autorka powoluje si¢ na obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego (Fot. 4c-e), ktore
wedlug mnie nie s3 wybrane najtrafniej, gdyz $wiecenie kutykuli jest niewidoczne,

natomiast wyraznie swiecg komérki epidermy.

6. W pracy 2 w Tabeli 1 podano informacje o braku mikrokanalikéw w kutykuli struktur
wydzielniczych zlokalizowanych na warzce u Bulbophyllum echinolabium. Tymczasem
na Fot. 5a 1 b zaznaczone sa mikrokanaliki w kutykuli nektarnika obecnego w nasadowej
czgscl warzki tego gatunku. Jezeli tabela 1 dotyczyla tylko cech osmoforéw, to taka

informacja powinna znalez¢ sie w nagtowku tabeli.

Zamieszczone przeze mnie krytyczne uwagi i komentarze maja albo charakter polemiczny,
albo zostaly przedstawione w celu uzupelnienia i udoskonalenia uzyskanych 1 ewentualnie
przyszlych wynikéw kolejnych prac badawczych. Nie maja one wigkszego wplywu na moja

kornicowa oceng recenzowanej rozprawy.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Natalii Wisniewskiej stanowi spojne tematycznie
opracowanie i przestawia oryginalne rozwigzanie problemu badawczego, co jest ustawowym
wymogiem stawianym tego typu opracowaniom naukowym. Wykazuje przy tym znaczny,
indywidualny wktad Doktorantki w kolejne etapy przygotowywania publikacji. Otrzymane
wyniki badan posiadajg warto$¢ naukows i §wiadcza o wystarczajagcym opanowaniu wiedzy
teoretycznej i umiejetnosci praktycznych oraz odpowiednim przygotowaniu Doktorantki do
samodzielnego projektowania i realizowania kolejnych projektow badawczych.

Biorac pod uwage wszystkie aspekty recenzowanej rozprawy doktorskiej stwierdzam,
ze spelnia ona kryteria okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 . o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595, z p6zn. zm.). W zwiazku z powyzszym przedkladam wniosek Radzie Dyscypliny Nauki
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biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Natalii Wisniewskiej do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
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