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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Malgorzaty Sekuly pt. ,,Morfogeneza i funkcja ciala

Balbianiego w oocytach owadéw o przeobrazeniu niezupelnym (Hemimetabola)”

Uwagi wstepne

Pani mgr Malgorzata Sekula przedstawila rozprawe doktorskg w dyscyplinie nauk biologicznych
wykonang na Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie w Zakladzie Biologii Rozwoju 1 Morfologii
Bezkregowcow pod kierunkiem prof. dr hab. Szczepana Bilinskiego. Praca ma forme¢ manuskryptu

jednoautorskiej monografii.

Tematyka pracy koncentruje si¢ wokét analiz mikroskopowych formowania i
funkcjonowania agregatow organelli, zwanych cialem Balbianiego, w czasie wczesnej oogenezy
wybranych gatunkow owadow prostoskrzydlych. Szezegdlny nacisk zostal polozony na dynamike i
funkcjonowanie mitochondriéw. Ciato Balbianiego (CB) juz od ponad 150 przycigga uwage
embriologdw i dysponujemy juz znaczng wiedza na temat jego powstawania i roli w czasie
oogenezy. O ile CB rozpoznano w wielu taksonach zwierzat to wiedza na temat jego organizacji i
funkcjonowania jest czesto powierzchowna. Doktadniejsze badania prowadzono, jak zwykle w
takich przypadkach, na gatunkach modelowych jak muszka owocowa, zaba szponiasta, danio
pregowate i mysz. Badania te ujawnity wiele funkcji tego zgrupowania organelli ale oczywiscie nie
wyczerpaly tematyki badawczej. Wciaz istnieje potrzeba dalszych badan molekularnych na
gatunkach modelowych jak i szczegdlowych badan organizméw nie modelowych. W ten drugi nurt
wpisuje sie przedstawiona do recenzji praca. Autorka zaproponowala oryginalny cel badan, i

rozwigzala postawiony problem naukowy. Jej praca wnosi nowe dane do literatury. Uwazam wiec,
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ze tematyka pracy doktorskiej p. M. Sekuta jest naukowo bardzo ciekawa, a tego typu badania s

bardzo pozadane i wnosza realny wktad w wiedze dotyczaca oogenezy.

Chcialem tu dodac, bo nie jest to w pracy wyeksponowane, ze duza czes$¢ prezentowanych

Strona | 2wynikow i koncepcji ukazata sie w dwoch pracach oryginalnych, w ktorych p. M. Sekula jest

pierwszym autorem. Pierwsza praca autorstwa M. Sekuta, W. Tworzydto i S. Bilinski ukazata si¢ w
Journal of Morphology w roku 2020 a druga w tym samym skladzie autorskim w Zoology w roku
2022. W obu pracach pani Sekuta byta autorem korespondencyjnym. Autorka piszac wigc rozprawe
doktorskg miata spore doswiadczenie w prezentowaniu uzyskanych wynikow i mogta korzystac z
uwag recenzentow. Mialo to zapewne spory i pozytywny wplyw zaréwno na wysoka jako$¢

prezentowanych badan jak i na bardzo dobrg forme ich przekazu.

Nalezy takze zaznaczyc, iz praca byla realizowana w ramach wsparcia finansowanego przez
NCN — projekt Preludium, ktérego kierownikiem byla Doktorantka. Doktorantka takze dwukrotnie
uzyskala dofinasowanie z macierzystej jednostki w ramach wsparcia dzialalnosci naukowej
doktorantow. Dofinansowanie z NCN $wiadczy, Ze juz na poziomie koncepcji i planéw

badawczych proponowane badania uzyskaly wysokie noty ekspertow i recenzentow.

Merytoryczna ocena pracy

Przedstawiona rozprawa ma forme jednoautorskiej monografii naukowej o klasycznym ukladzie. W
jej sktad wchodza: dwa streszezenia, spis tresci, wykaz rysunkdéw, tabel i wykresow, Rozdziat I -
Wprowadzenie, Rozdziat 11 — Materiaty i metody, Rozdziat 111 — Wyniki, IV — Dyskusja, V-
Podsumowanie i wnioski oraz, bibliografia i dokumentacja fotograficzna. Poza dokumentacja
fotograficzna praca zwiera 3 schematyczne rysunki we Wprowadzeniu, 3 tabele w metodyce oraz 3

tabele i 2 wykresy w wynikach. Praca liczy 139 stron.

Cata praca jest napisana prostym i jasnym jezykiem. Tres¢ pracy jest mocno skondensowana
(bez bibliografii i dokumentacji fotograﬁcznej praca liczy 59 stron tekstu), Autorka unika zbgdnych
powtdrzen i stara si¢ by forma nie panowala nad trescia. To dobrze, cho¢ sa momenty, w ktérych
brakuje mi jeszcze kilku zdar komentarza czy danych literaturowych na ktére mozna sobie

pozwoli¢ tego typu opracowaniach (patrz dalej).
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Rozdzial | -Wprowadzenie (15 stron) podzielony jest na 7 sekcji i jego zadaniem jest
wprowadzenie w przedmiot i przedstawienie celow badan. Rozdzial ten ma forme bardzo
skondensowanej pracy przegladowej i na pewno jest wynikiem kompromisu pomigdzy checia

Autorki by szeroko pokaza¢ tlo prezentowanych analiz - stad krotkie opisy budowy i klasyfikacji

Strona | 3

jajnikéw owaddw, cogenezy owadow, dynamiki mitochondriow, budowy i funkcjonowania CB, a z
drugiej strony checig by nie przeladowac wprowadzenia nadmiarem danych literaturowych, ktore
pdzniej nie sa wykorzystywane w pracy. W mojej ocenie Autorka dobrze poprowadzita t¢ czesc
pracy — niewiele miejsca poswigcono jajnikom i ogdlnie oogenezie a wigcej wspdlczesnemu
stanowi wiedzy na temat dynamiki mitochondriéw i CB. Cytowana literatura jest aktualna, cho¢, co
uzna¢ nalezy za pozytyw, Autorka nie unika cytowania starszej ale wciagz wartosciowej literatury.
Podkreslam to bowiem wielu mtodych badaczy po prostu nie zna starszej (nie z XXI wieku)
literatury. Jedno ze stwierdzen wprowadzenia, uwazam za nicfortunne i powielajace utrwalong, acz
nieprecyzyjng wiedz¢. Mianowicie, na poczatku sekcji 1.1, opisujac jajniki owadow Autorka
stwierdza ,,W ich wnetrzu niedojrzate komorki linii pleiowej dzielg sig i roznicuja w dojrzate
komérki rozrodeze (komérki jajowe).” Komérki jajowe (haploidalne gamety, ootydy) nie
wyksztalcajg si¢ w jajnikach owaddw, oogeneza jest blokowana na etapie metafazy 1 mejozy, i do
takich oocytéw wnikaja plemniki. P6zZniej nast¢puje reinicjacja mejozy. Jajnik nie zawiera wiec

haploidalnych gamet zenskich, ale oocyty 1 rzgdu, badz zaptodnione oocyty 1 rzedu.

Cele pracy przedstawiono w ostatniej sekcji wprowadzenia. Sa to poznanie na poziomie
ultrastruktury mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie i funkcjonowanie CB wybranych
owadow prostoskrzydlych oraz wyjasnienie roli CB w namnazaniu i eliminacji mitochondriéw. Te
dwa gléwne cele otoczone zostaly siedmioma pytania badawczymi, ktére je uszczegblowiajg i
nadaja im kontekst. Za szezegdlnie wartosciowe uwazam zadanie (i zweryfikowanie) tych pytan,
ktore wychodza poza standardowe badania mikroskopii $wietnej i elektronowe;j: zaliczam do nich
pytania dotyczace zaangazowania biatka Drp | w morfogeneze CB, pytania czy na terenie CB
odbywa si¢ mitofagia, czy formowanie CB jest powiazane z samoagregacja bialek inherentnie

nieuporzadkowanych, jaka jest rola cytoszkieletu w dynamice CB?

By odpowiedziec¢ na tak zadane pytania Autorka wykorzystala wiele metod badawczych. Od

razu podkresle, ze szeroki wachlarz metod to wielki plus rozprawy. Wyjscie poza badania czysto
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morfologiczne pozwolito na wieloaspektowe potraktowanie problemu badawczego i pozwolito

uzyskac ciekawe rezultaty, a praca wpisuje si¢ w bardzo popularny, i dla mnie wlasciwy, nurt badan
laczacych morfologie z badaniami molekularnymi. Materiat do badan stanowity samice pigciu
— 4gatunkc’)w owaddw z rodziny Tettigoniidae (pasikonikowate) — dlaczego wybrano wlasnie te owady
to Autorka szczegdlowo objasnia w sekeji 11.1.2. Na wszystkich pigciu gatunkach wykonano
analizy podstawowe (mikroskopia §wietlna i TEM), a jeden z nich, Meconema meridionale,
postuzyt do bardziej zaawansowanych badan. Uwazam to za wlasciwa strategie badawcza, z jednej
strony Autorka byla w stanie zobaczy¢ na przyktadzie kilku gatunkow jak zréznicowane moze by¢
CB a z drugicj strony mogla zaja¢ si¢ bardziej wyrafinowanymi metodami na jednym wybranym
modelu. Te tzw. zaawansowane metody to wykonanie rekonstrukcji 3D na poziomie ultrastruktury,
badania immunohistochemiczne z wykorzystaniem wielu przeciwcial, detekcja agregatow
biatkowych, zastosowanie 1,6-hexanediolu do rozbijania kondensatow biatkowych, metoda FISH,
wykonanie przyzyciowych barwien przy uzyciu MitoTracker Deep Red w celu detekeji potencjatu
blonowego mitochondriéw, inkubacja z BrdU, ekstrakcja cytoplazmy i inkubacja z substancjami
dezorganizujagcymi cytoszkielet. Cheiatbym podkreslié, ze warto$cia badan jest zaimplementowanie
tych znanych przeciez metod do badan nie modelowego pasikonika jakim jest M. meridionale, co
wymagato duzych umiejetnosci i do§wiadczenia. Wykonano takze analizy ilosciowe. Do metodyki
mam nastepujace pytania, uwagi i komentarze. Autorka przedstawia rekonstrukcje 3D CB oparte na
3 do max. 10 skrawkach. To by¢ moze wystarczy by stwierdzi¢, iz mitochondria tworzg lub nie
sieci ale, za mato by takie sieci zobrazowacé i poznaé czy to np. wystgpuje jedna duza sie¢ czy kilka
mniejszych. Z przedstawionej metodyki wynika Ze takie rekonstrukcje robione byly recznie na
podstawie krotkich serii seryjnych skrawkow. By w przysztoscei zobrazowa¢ tréjwymiarowo CB
proponuje¢ zastosowanie metod takich jak skanowanie powierzchni bloczka czy array tomography.
Metody te umozliwiaja uzyskanie setek obrazow seryjnych a potem ich komputerowa obrobke 1
pozwalaja zobrazowa¢ calg ultrastruktur¢ danych komorek (nawet tak duzych jak oocyty) w trzech
wymiarach. W przypadku znakowan przeciwcialami, autorka pisze (str. 34), ze przeprowadzano
kontrole negatywna. Czy przeprowadzano kontrole pozytywne? Jak oceniano specyficznosé
przeciwcial? W badaniach iloéciowych (str. 38) liczono m. in. érednig liczbe mitochondriéw
znajdujacych sie w ,,bezposrednim sgsiedztwie” nuage. Co znaczy bezposrednie sasiedztwo?

Wrylacznie bezposredni kontakt, czy brana byla pod uwage jakas konkretna minimalna odleglosé
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tych struktur? Wzieto pod uwage 5 obrazow. Z tego samego CB? Réznych? Opis jest tu mato
precyzyjny.

Najcickawszy rozdzial to Wyniki i dokumentacja. Od razu chcialbym podkresli¢
Strona | 5doskonala jakos¢ dokumentacji zdjeciowej. Autorka prezentuje bardzo dobrej jakosci
mikrofotografie z analiz w mikroskopie swietlnym, TEM i mikroskopie fluorescencyjnym. Bardzo
tadne s3 takze prezentowane rekonstrukcje 3. Wyniki w sposdb jasny prezentuja uzyskane dane,
poparte sa jak wspominatem doskonata dokumentacja. Interpretacja uzyskanych wynikéw nie budzi

zastrzezen. Nowatorskie wyniki uzyskane w niniejszej pracy to miedzy innymi:

- opis budowy, formowania i rozpadu CB u pigciu gatunkéw pasikonikowatych, odkrycie ze

CB ma rézna posta¢ morfologiczna — CB ‘kompaktowe” i ‘rozproszone’;

- wykazanie obecnosci sieci mitochondrialnych, w ktérych dochodzi do namnazania
mitochondriéw a mitochondria o obnizonym potencjale blonowym i/lub nieprawidlowe

morfologicznie sa izolowane z sieci i ulegajg mitofagii;

- podobnie jak u przypadku gatunkdéw modelowych CB pasinikowatych powstaje z udzialem

bialek zawierajacych rejony inherentnie nieuporzadkowane;
- poznanie roli cytoszkieletu w postawaniu i funkcjonowaniu CB.

Do wynikow i dokumentacji mam kilka szczegdtowych uwag, zapytan i komentarzy. Strona 40 —
jadra oocytdéw wczesno-prewitellogenicznych sa okreslane jako lezace ekscentrycznie — nie widac
tego na Fig. 2B. Czy to potozenie ekscentryczne jest takie samo we wszystkich oocytach? Strona
41, rozmieszczenie nuage u C. fuscus oraz L. albovittata i brak korelacji z osiami oocytu. Czy
Zwrocono moze uwage na rozmieszczenie poroéw jadrowych? Czy jest korelacja migdzy obecnoscia
porow a obecnoscia materialu nuage w poblizu ostonki jadrowe;j? Strona 43, liczba mitochondriéw
oszacowana na podstawie ,,wieloelementowych mikrofotografii” — nie pokazano tutaj odpowiedniej
dokumentacji. Jak okreslano nietypowos¢ (nie sferycznosc) mitochondridéw? Na podstawie obrazu o
grubodci jedno skrawka ultracienkiego? Strona 45 i stwierdzenie, ze ,,ze ciato Balbianiego M.
meridionale powstaje zawsze w bezposrednim sasiedztwie tego fragmentu otoczki jadrowej, do
ktorego (od strony karioplazmy) przytwierdzone sa telomery chromosomoéw bukietowych (Ryc.

10)”. Rycina 10 bazuje na zaledwie 3 i 4 skrawkach ultracienkich i nie pokazuje catosci jadra i jego
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otoczenia. Czy Doktorantka dysponuje tu jakas inng dokumentacja? Ponad to w sekeji I1.5 (strona
47) wykazano, ze w ,,okolojadrowej ooplazmie oocytéw wezesno-prewitelogenicznych dochodzi do
agregacji biatek inherentnie nieuporzadkowanych”. Biatka te wydaja si¢ agregowaé réwnomiernie

wokot jadra oocytu (Fig. 18A). Jak si¢ to ma do ww. wynikow?
Strona | 6

Dyskusja (18 stron) podzielona zostata na kilka sekcji, w ktorych Autorka odnosi si¢ do danych
literaturowych ale takze podsumowuje przedstawione analizy i np. prezentuje proponowane
scenariusze pewnych proceséw jak np. scenariusz transportu i lokalizacji czasteczek Drpl mRNA.
W Dyskusji skoncentrowano si¢ na najciekawszych dla Autorki aspektach badan, jak np.
namnazanie i selektywna eliminacja mitochondriéw czy formowanie CB. Dyskusja jest napisana
zywo i ciekawie. Cytowana jest przewaznie aktualna literatura, cho¢ nie brakuje odwolan do
literatury troche starszej jak w przypadku omawiania kompleksow nuage-mitochondria 1 wsparcia
dla koncepcji z lat 80 XX w., iz nuage indukuje biogenez¢ mitochondriéw. W rozdziale
Podsumowanie i wnioski zebrano szes$¢ wnioskow, pig¢ pierwszych nie budzi moich zastrzezen,
chcialbym jednak podyskutowaé o wniosku nr 6 dotyczacym ewolucyjnie pierwotnej funkcji CB.
Autorka dosy¢ $mialo stwierdza, Ze takg pierwotng funkcja CB jest ,,namnazanie mitochondriow
prawidtowych oraz eliminacja mitochondriow o obnizonym potencjale blony”. Inne funkcje CB jak
np. kierunkowy transport organelli i makroczasteczek (wykazane u gatunkéw modelowych) byly by
ewolucyjnie mtodsze. Intuicyjne wydaje sig, ze jest to wniosek prawidlowy, ale na jakiej podstawie
zostal wysuniety? Nie ma w pracy zadnej dyskusji na ten temat. Czy takie ogodlne i wazne
stwierdzenie jest uprawnione na podstawie prezentowanych badan? Rola CB w selekeji
mitochondriow jest zapewne bardzo konserwatywna, ale czy pierwotna? W mojej ocenie by
wysnuwacé takie wnioski nalezato by pozna¢ czy CB wystepuje i ewentualnie jak funkcjonuje u

takich bazalnych zwierzat jak zebroptawy, jamochlony czy wiciowce kotnierzykowe.

Nie mam specjalnych uwag edytorskich — praca jest przygotowana bardzo starannie pod tym
wzgledem. Zdarzajg sie pojedyncze literdwki czy inne drobne usterki — jak np. w opisie wykresu 2
na str. 45 nie majace znaczenia merytorycznego. Zaznaczylem je na pliku PFD rozprawy, ktéry

moge udostepni¢ Autorce.
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Whniosek koncowy

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z2018r.

Strona | 7p0z. 1668 z p6zn. zm.). Rozprawa doktorska pani mgr Maltgorzaty Sekuty prezentuje ogdlng wiedze
teoretyczng kandydatki w zakresie nauk biologicznych i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego jakim bylo poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za formowanie i funkcjonowanie
CB w czasie oogenezy wybranych gatunkdéw owadéw. Autorka rozprawy wykazala si¢ takze
umiejetnoscia samodzielnego planowania i prowadzenia pracy naukowej. Wnosze wigc do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczesnie biorac pod uwage wysokg wartos¢é merytoryczng prezentowanych badan wnosze o

wyrdznienie rozprawy.
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