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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Tomasza Kopczewskiego pt. ,Udziat
chloroplastow i mitochondriow w odpowiedzi ogérka siewnego (Cucumis sativus) na

infekcje Pseudmonas syringae pv lachrymans ”

Przedstawiona do oceny praca doktorska ma klasyczny podziata na kolejne rozdziaty:
Spis tresci, Streszczenie w jez. polskim i angielskim, Wstep, Cel pracy, Materiat i
metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie wynikéw i wnioski, Literature. W mojej ocenie
zabrakto w pracy spisu skrotow stosowanych w pracy utatwiajacego zrozumienie
niektorych fragmentow tekstu. Praca zawiera 150 stron tekstu, w tym 31 rysunkow i 7
tabel. W rozprawie zacytowano 235 pozycji pismiennictwa. Tekst jest w wiekszosci
napisany poprawng polszczyzng, z niewielkimi btedami wynikajacymi z zastosowania
pewnych skrotow myslowych. Co warte podkreslenia, catos¢ tekstu rozprawy jest bardzo

starannie edytowana, nie znalaztam w niej praktycznie zadnych literowek.

Praca w zatozeniu dotyczyta wyjasnienia roli metabolizmu organelli komdrkowych,
gtownie chloroplastow w odpowiedzi na stres biotyczny wywotany aplikacja patogendw.
Ze wzgledu na potencjalnie aplikacyjne znaczenie, mechanizmy odpowiedzi roslin na
czynniki stresowe, w tym na biotyczne stresory, sa jednym z najczesciej badanych
obszarow patofizjologii roslin. Jednak zgodnie z informacjami zawartymi we Wstepie
pracy duza cze$¢ badan jest wykonywana na roslinach modelowych, a nie uprawnych. Z
jednej strony poszerza to mozliwosci warsztatowo-doswiadczalne badaczy, z drugiej
strony niesie ze sobg niebezpieczenstwo, ze wyniki uzyskane ma roslinach modelowych
nie moga byc¢ bezposrednio przetozone na rosliny uprawne. Zgodnie z tymi

zastrzezeniami w pracy celowo wybrano model doswiadczalny w ktérym materiatem
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badawczym byta wazna roslina  uprawna, jaka jest ogorek a patogenem Pseudmonas
syringae pv lachrymans, ktory od lat powoduje obnizenie plonowania ogérka w Polsce. W
Pierwszym podpunkcie wstepu Doktorant dosy¢ sprawnie opisat ogodlne mechanizmy
odpornosci roslin na patogeny w oparciu o dostepne dane Zrodtowe oraz szczegdtowe
zagadnienia dotyczace znanych interakcji ogorek - Pseudmonas syringae pv lachrymans,
w tym zagadnien dotyczacych prawidtowego rozpoznania zastosowanego w pracy
‘patogena. Pewnym zaskoczeniem dla czytelnika jest zasadnosc pojawienia sie w tekscie
pierwszej tabeli, w ktorej Doktorant wyszczegolnit podstawowe stresory dziatajace na
roéline. Kwestionuje nie tyle przedstawiony podziat stresorow ile zasadnosC pojawienia
sie tego typu zestawienia w podpunkcie zatytutowanym ,Rosliny w warunkach stresu
biotycznego”. Dalsze podpunkty Wstepu, zgodnie z tytutem, mialy dotyczyc
wspotdziatania regulacyjnego chloroplastéw i mitochondriéow w odpowiedzi roslin na
stres. Niestety nie mogtam oprzec sie wrazeniu pewnego chaosu opisu w tym fragmencie
pracy. Juz w pierwszym podpunkcie “Znaczenie stanu nadmiaru energii wzbudzenia w
chloroplastach w uruchamianiu reakcji odpornosciowych” tylko pierwsza czes¢ tekstu
jest rzeczywiscie powiazana tematycznie z tytutem. Znienacka na stronie 23 pracy
pojawia sie informacja o uszkodzeniach w mitochondriach, a od strony 26 informacje o
zmianach metabolizmu reaktywnych form tlenu (RFT)} w innych kompartmentach
komorkowych {(np. w btonie plazmatycznej) bez merytorycznego powigzania z tytutem
podrozdziatu. W podrozdziale Wstepu ,,Znaczenie cyklu askorbinian-glutation w stresie
biotycznym” tak naprawde tylko cze$¢ rozdziatu dotyczy tego zagadnienia, wiekszosc
tekstu jest po prostu omdwieniem dziatania cyklu askorbinianowo-glutationowego. W
tym kontekscie bede wdzieczna za wyjasnienie dlaczego Doktorant zaliczyt dysmutaze
ponadtlenkowa do w/w cyklu, co zostato zobrazowane na Rys. 2. Prosze rowniez o
wyjasnienie jakie jest merytoryczne uzasadnienie opisu dziatania peroksyredoksyn i
glutaredoksyn w podrozdziale o cyklu Asa-GSH oraz o wyjasnienie roli/mechanizmu
dziatania peroksydaz glutationowych u ogdrka. Doktorant sugeruje, Zze aktywnos¢ GPX
moduluje stan redoks glutationu. W mysl prac opublikowanych np. przez Igbal i wsp.
(2006, FEBS J 273) i Navrot i wsp. (2006, Plant Physiol 142) GSH nie substratem dla
biatek GPX-like u roslin. Ciekawym watkiem Wstepu jest opis zmian w metabolizmie
cukrow jako sygnatdw indukowanych czynnikiem stresowym. Rzeczywiscie jest to jeden
z goracych tematéw w badaniach fizjologii stresu u roslin. O ile wiekszosc
badan/wynikow przytoczonych w tej czesci wstepu zacytowana niezwykle logicznie nie
moge oprzec sie wrazeniu, ze zaliczenie inwertaz do systemu antyocksydacyjnego (strona
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32 pracy) jest pewnym naduzyciem. Jesli sie myle prosze o merytoryczne uzasadnienie.
Cennym uzupetnieniem tekstu sg zawsze rysunki, ktore doceniam rdwniez w rozprawie
doktorskiej Pana mgr Tomasza Kopczewskiego. Rozumiem, Ze na rysunkach szlakow
metabolicinych konieczne sg uproszczenia, w poczuciu misji dydaktycznej prositabym
jednak Doktoranta o bardziej logiczne rozmieszczenie fotosystemow (PSH i PSl) w

obrebie tylakoidow granowych 1 stromowych.

Cel pracy ostat w miare jasno nakreslony mam jednak pewne watpliwosci czy byt on
realny do osiagniecia. Zaplanowane doswiadczenia z catg pewnoscig pozwolily na
okreslenie zmian w poszczegolnych elementach metabolizmu komorki roslinnej, ze
szczegdlnym uwzglednieniem metabolizmu chloroplastow w badanych lisciach ogdrka po
inokulacji patogenem. Wnioskowanie jednak ich o roli, w moim mniemaniu, bytoby
mozliwe tylko przy zastosowaniu szeregu mutantéw jako materiatu badawczego. Co
niestety nie jest mozliwe gdy ogdrek jest materiatem badawczym. Prosze rowniez o
usci$lenie w jaki sposdb badania metabolizmu cukrow, w tym inwertaz (de facto
poziomu transkryptdw inwertaz) sg bezposrednio powigzane z sygnatami generowanymi
w chloroplastach. Szczegotowe zadania badawcze w punkcie 3 réwniez budzg moja
watpliwos¢, jaki jest np. bezposrednie powiazanie L-Met w regulacji odpowiedzi

obronnej przez organella?

Nie mam duzych zastrzezen co do opisu Materiatu badawczego i stosowanych metod,
rozdziat ten jest napisany w sposob, ktory pozwala bez problemu (w miare koniecznoéci)
powtorzy¢ doswiadczenia wykonywane przez Doktoranta. Na podkredlenie zastuguje
szeroki wachlarz metod jakimi postugiwat sig¢ Doktorant. Mam jednak kilka pytan
szczegotowych. Wg mojej wiedzy badania dotyczace transpiracji, przewodnictwa
szparkowego itd. powinny by¢ wykonywane z minimalng ingerench w strukture liéda i
warunki hodowli roslin. Tego typu doswiadczenia sa w mojej pracowni prowadzone na
lisciach nieodcietych od rosliny, w pomieszczeniach fitotronowych bez przenoszenia
materiatu badawczego do innych warunkdw. Zgodnie z mojg wiedza i zaleceniami
producenta uZywanego przez nas urzadzenia tylko rygorystyczne przestrzeganie tych
zasad daje gwarancje na rzeczywisty pomiar parametrow in vivo. Prosze o informacje
czy wykonano doswiadczenia pokazujace, ze pomiary wykonane na krazkach lisciowych
odzwierciedlajg wyniki wykonywane na nieodcietych rostinach? Mam réwniez watpliwosci
co do pomiaru oddychania mitochondrialnego, czy rzeczywiscie Doktorant mierzyt

oddychanie mitochondrialne na swietle z zastosowaniem elektrody tlenowej Clarka?
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Poniewaz cenie sobie konsekwencje w edycji tekstu prosze rowniez o informacje

dlaczego tylko czes¢ metod jest zobrazowana odpowiednimi schematami reakcji.

Generalnie opis uzyskanych przez Doktoranta wynikow jest poprawny jednak mam
pewne zastrzezenia co do szczegdtowosci. Nie widze merytorycznego uzasadnienia
dlaczego Doktorant nie pokusit sie, przynajmniej w niektorych fragmentach o
uogolnienie zaobserwowanych roznic, przykiadowo na str. 70 Doktorant opisuje ,w
kolejnych dniach analizy (...) stwierdzono odpowiednio o 29, 33, 31, 30% wyzsze NPQ”
zamiast podsumowac ze NPQ byto o ok. 30% wyzsze. Taka szczegétowosC (i diugosc)
opisu utrudnia zrozumienie ogdlnych trendow. Nieszczestiwym dosy¢ wyborem byto
rowniez zatozenie poréwnywania wynikow umieszczonych na Rysunkach oddalonych o
kilka stron (porownania Rysunku 9 i 10). Moze warto bytoby w takich przypadkach
skonstruowaé duza tabele? Z zatozenie nie widze logicznego uzasadnienia porownywania
w niniejszej pracy wynikow dla lisci K5 1 K3, czyli lidci na roznych etapach rozwojowych.
Niejasne jest dla mnie rowniez jakimi zatozeniami Doktorant sie kierowat grupujac
wyniki. Dlaczego np. parametry fizjologiczne metabolizmu fotosyntetycznego sg
opisywane jako jedne z pierwszych a poziom transkryptu Rubisco jako jeden z ostatnich
wynikéw? Prosze rowniez o wyjasnienie kilku szczegotdw informacji zawartych w sekcji
Wyniki: a) co to za enzym ,,cytozolowa katalaza”. Zgodnie z moja wiedzg i zatozeniami
pracy Doktoranta uzywajacego aktywnosci katalazy jako specyficznego markera
peroksysomow, katalazy w tkankach lisci sg zwiazane z tymi wtasnie organellami; b)jaka
izoforme koduje ,gen chloroplastowej dysmutazy” (wynik na Rys. 19); c) na jakiej
podstawie zaliczono oksydaze askorbinianowa do antyoksydantdw; d) dlaczego jabtczan,
aktywnos¢ MDH oraz aktywnos¢ fumarazy sa zaklasyfikowane stricte jako elementy
zwigzane z cyklem Krebsa podczas gdy wszystkie te elementy wystepuja w co najmniej

dwdch kompartmentach komorkowych i nie sa specyficzne dla mitochondriow.

W czesci Dyskusja Doktorant starat sie omowi¢ uzyskane wyniki na tle dostepnej
literatury, w duzej mierze z bardzo dobrym skutkiem. Gtéwnym moim zastrzezeniem do
tej czesci rozprawy jest brak danych dotyczacych parametréw, stanowiacych podwaliny
wnioskowania. Poniewaz spora czesc dyskusji opiera sie na zatozeniu, ze obserwowane
zmiany wynikajg ze zmian w stopniu redukcji plastochinonu oraz zmian w wytwarzaniu

RFT uwazam za stuszne, Zeby Doktorant podjat probe oznaczenia tych parametrow.
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W podsumowaniu recenzji chce podkresli¢, ze mimo zawartych w niniejszej opinii uwag
krytycznych (majacych stuzy¢ gtownie jako wskazowki na co nalezatoby zwroci¢ uwage
przy publikacji otrzymanych wynikéw) doceniam wazkos¢ podjetego przez Doktoranta
tematu, nie tylko ze wzgledu na walory poznawcze wazne dla biologa zajmujacego sie
badaniami podstawowymi, za jakiego sie od lat uwazam ale rowniez ze wzgledu na
potencjalne znaczenie aplikacyjne. Nie mam zZadnych watpliwosci, ze uzyskane przez
Doktoranta wyniki maja w wiekszosci nowatorski charakter i przyczyniaja sie do lepszego
zrozumienia mechanizmow interakcji roslina - patogen. W swietle powyzszych
stwierdzen uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa spetnia warunki okreslone 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. z 2017 r. poz. 1789). Z petnym przekonaniem
wnioskuje zatem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pana mgr Tomasza Kopczewskiego

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

-Bozena Szal-

Fosema Jil
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