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Ocena pracy doktorskiej mgr Tomasza Kopczewskiego
pt. ,,Udzial chloroplastéow i mitochondriow w odpowiedzi ogérka siewnego

(Cucumis sativus) na infekcje Pseudomonas syringae pv lachrymans”

Praca doktorska mgr Tomasza Kopczewskiego zrealizowana zostala w Katedrze
Fizjologii 1 Biochemii Roslin Instytutu Biologii Eksperymentalnej Wydzialu Biologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego (BiOS UL) pod kierunkiem Prof. UL dr hab.
Elzbiety Kuzniak-Ggbarowskiej. Podjeta przez Doktoranta problematyka jest kontynuacja
badan prowadzonych wczeséniej przez Prof. UL dr hab. Elzbiete Kuzniak-Gebarowska. Nalezy
podkresli¢, ze badania bedace przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej byly finansowane
z projektu badawczego przyznanego Doktorantowi w ramach konkursu PRELUDIUM 6 (nr
projektu 2013/11/N/NZ9/00116) 1 w ramach dotacji celowej na dzialalno$¢ zwigzang z
prowadzeniem badan naukowych stuzacych rozwojowi mtodych naukowcow oraz uczestnikow
studiow doktoranckich przyznanej przez Dzickana Wydzialu BiOS UL. Praca doktorska jest
opracowana zgodnie z wymogami obowigzujagcymi dla prac eksperymentalnych w dziedzinie
nauk biologicznych, obejmuje bowiem w kolejnosci: Streszczenie w jezyku polskim (2.5 strony)
i angielskim (2.5 strony), Wstep (27 stron), Cel pracy (2 strony), Materialy i metody (22 strony),
Wyniki (41 stron), Dyskusja (25 stron), Podsumowanie wynikow i wnioski (2.5 strony), Literatura
(235 cytowanych artykulow literatury Swiatowe;).

Nadrzgdnym celem pracy jak donosi Doktorant bylo rozpoznanie roli chloroplastow i
mitochondriow w indukcji sygnatow metabolicznych i oksydoredukcyjnych u ogorka siewnego
(Cucumis sativus L.cv. Cezar) po infekcji patogeniczng bakteria Pseudomonas syringae pv
lachrymans (Psl ) 1 ich znaczenia dla lokalnej 1 systemicznej odpowiedzi na infekcje.

Cele pracy zostaty przez Doktoranta sformutowane na stronach 41-42 rozprawy. Zadania

badawcze obejmowaty:



1. Ocene rozwoju infekcji powodowanej przez patogeniczng bakterie Psl na podstawie analizy
poinfekcyjnych makroskopowych, mikroskopowych i termicznych symptomow

2. Identyfikacje wskaznikéw zwigzanych z chloroplastami w warunkach stresu biotycznego i
oceng ich znaczenia funkcjonalnego na podstawie analizy:

» fluorescencji i oznaczenie stezenia chlorofilu a

* parametréw wymiany gazowej

+ ckspresji genow duzej podjednostki karboksylazy 1,5-bisfosforybulozy (RuBisCOlu),
karboksylazy = fosfoenolopirogronianowej  (PEPC),  dehydrogenazy  aldehydu  3-
fosfoglicerynowego (3PGAD) 1 chloroplastowej tioredoksyny M3 (TrxM3)

* stezenia wybranych weglowodandéw rozpuszczalnych i ich pochodnych oraz aktywnos$ci
enzymow metabolizmu weglowodanow (dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej G6PDH,
heksokinazy HK i inwertazy)

3. Okreslenie zwigzku pomiedzy reakcjami fotochemicznymi fotosyntezy i odpowiedzig na
infekcj¢ powodowana Psl poprzez zastosowanie inhibitoréw fotosyntetycznego fancucha
transportu elektronéw

4. Okreslenie poziomu wybranych antyoksydantéw enzymatycznych (aktywnosci katalazy,
dysmutazy ponadtlenkowe;, peroksydazy askorbinianowej, reduktazy
dehydroaskorbinianowej) i nieenzymatycznych (kwasu askorbinowego i glutationu)

5. Rozpoznanie wzajemnych poinfekcyjnych zaleznos$ci metabolicznych chloroplastow i
mitochondriow oraz ich roli w regulacji lokalnej 1 systemicznej odpowiedzi obronnej na
podstawie analizy zawarto$ci dinukleotydéw takich jak NAD(P)H i NAD(P)", stezenia
wybranych metabolitow cyklu Krebsa (kwasu L-jabtkowego i kwasu szczawiooctowego) i
aktywnosci enzymoéw (dehydrogenazy L-jabtczanowej i fumarazy), wzglednej ekspresji gendw
kodujacych dehydrogenaze L-jabtczanowa, fumaraze i dehydrogenaze izo-cytrynianowa
Pomimo, ze w dysertacji hipoteza robocza niniejszej pracy nie jest napisana bezposrednio
mozna wnioskowa¢ na podstawie przedstawionego Streszczenia i obszernego Wstepu, ze
chloroplasty i mitochondria w komorkach ro$liny-gospodarza po infekcji P. syringae
wykorzystujg okreslone czasteczki sygnatowe do przekazywania informacji o ich stanie
rozwojowym 1 fizjologicznym do jadra komoérkowego modulujagc odpowiednio ekspresje
genow jadrowych. Zatem powstawanie i przekazywanie sygnaléw retrogradowych do jadra
komoérkowego moze mie¢ istotny wptyw na indukcje systemu obronnego rosliny-gospodarza
po infekcji patogeniczng bakteria P. syringae. W warunkach ataku patogena homeostaza
komorkowa rosliny gospodarza ulega zaburzeniu, a aktywacja systemu obronnego i zdolnos¢

do odparcia ataku patogena wymaga precyzyjnej komunikacji miedzy réznymi typami organelli
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w komorkach roslinnych, w tym komunikacji pomigdzy chloroplastami lub mitochondriami a
jadrem komoérkowym w celu indukcji gendw obronnych, co w konsekwencji wyzwala zmiany
metaboliczne. Poza tym wiadomym jest, ze chloroplasty i mitochondria s3 sprze¢zone z
komorkowym statusem redoks.

W mojej opinii problematyka niniejszej pracy doktorskiej jest niezwykle interesujgca. W
zwigzku z tym, ze szlak retrogradowy dotyczy nie tylko powstawania i przekazywania
sygnatéw retrogradowych do jadra komorkowego, ale jest dynamicznym szlakiem
obejmujacym takze transport pecherzykéw z btony komorkowej, zapewniajac pobor czasteczek
1 zwigzkow zewnatrzkomodrkowych, jak i1 transport nowo zsyntetyzowanych czasteczek w
komorce, kierujac je do wakuoli, dlatego interesujacym byloby rozwijanie tej tematyki w

przysztosci przez Doktoranta.

Ocena Wstepu

Zagadnienia przedstawione we Wstepie sa podporzadkowane tematowi i celowi pracy
doktorskiej. W kolejnych podrozdziatach Doktorant oméwit zagadnienia dotyczace typow
odpornosci ros$lin na patogeny, interakcji ogoérek siewny—Pseudomonas syringae pv
lachrymans (Psl). Ponadto starat si¢ przedstawi¢ zagadnienie dotyczace wspotdziatania
regulacyjnego chloroplastéw i mitochondriow w odpowiedzi ro$lin na stres, w tym znaczenie
stanu nadmiaru energii wzbudzenia w chloroplastach w uruchamianiu reakcji obronnych,
znaczenie cyklu askorbinian-glutation w stresie biotycznym u roslin, roli weglowodanow i
enzymoOw zwigzanych z ich metabolizmem w warunkach stresu roslin oraz koncepcje
przekazywanie sygnatéw retrogradowych do jadra komorkowego w komorce roslinnej.
Ponadto w podrozdziatach Wstepu zostaly zamieszczone warto§ciowe schematy/ryciny. Poza
tym wiele z prac cytowanych we Wstepie to publikacje z ostatnich lat badan. Nalezy podkresli¢,
ze opracowanie Wstepu przez Doktoranta pokazuje dobrg znajomos$c¢ tematyki badawczej, ktérg

realizowal.

Materialy i Metody

Mgr Tomasz Kopczewski wykonal badania biochemiczno-molekularne na 4 tygodniowych
roslinach ogorka odmiany Cezar F1. Nasiona ogdrka siewnego pochodzity z Przedsigbiorstwa
Hodowlano-Nasiennego W. Legutko. Prosz¢ o wyjasnienie czym si¢ kierowal Autor rozprawy
wybierajac do badan odmiang Cezar F1 i jaka byla przyczyna wyboru stadium rozwojowego
rosliny? Poza tym zastanawia mnie sposob inokulacji roslin, prosz¢ o komentarz. Ponadto mam

takze sugesti¢ dotyczaca sprawdzania czystosci 1 jakosci frakcji chloroplastowej, uwazam ze
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nalezaloby sprawdzi¢ takze aktywno$¢ markerowych enzymow chloroplastow, aby moc
wnioskowa¢ o prawidlowo wyizolowanej frakcji chloroplastowej, obok sprawdzania
aktywnos$ci markerowych enzyméw mitochondridow i innych.

Ponadto nie mam uwag, co do opisanych przez Doktoranta metod badawczych stosowanych
podczas realizacji pracy doktorskiej. Nalezy podkresli¢, ze Doktorant wykonat ogrom pracy
laboratoryjnej 1 potrzebowat nauczy¢ si¢ wielu metod eksperymentalnych, aby zrealizowaé
postawione cele pracy. Rozdzial ten jest opisany bardzo doktadnie i jasno, co zastuguje na

docenienie.

Wiyniki i Dyskusja

Rozdziat Wyniki 1 Dyskusja zashuguja takze na pozytywng ocene i docenienie. Na ponad 41
stronach rozprawy Doktorant szczegdélowo przedstawia rezultaty wykonanych przez siebie
analiz takich jak rozwdj infekcji Psl, analize parametréw fluorescencji chlorofilu, indeks
zawartosci chlorofilu, parametry wymiany gazowej, analiz¢ wybranych antyoksydantow
(aktywnos¢ katalazy 1 ekspresje genu kodujacego katalazg, aktywno$¢ i ekspresje genow
enzymoOw cyklu Halliwella-Asady, aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, ekspresj¢ genu
chloroplastowej dysmutazy ponadtlenkowej, aktywnos$¢ oksydazy askorbinianowej, zawarto$¢
kwasu askorbinowego i glutationu, zawarto§¢ dinukleotydow nikotynoamidoadeninowych,
zawarto$¢ weglowodandw i aktywno$¢ enzymow ich metabolizmu, ekspresje genéw inwertazy
kwasnej 1 inwertazy zasadowej, zawartos¢ glukozo-6-fosforanu i aktywno$¢ dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej, ekspresje genow heksokinazy 1 dehydrogenazy glukozo-6-
fosforanowej, zawarto$¢ wybranych metabolitow i enzymow cyklu Krebsa (zawartos¢ kwasu
L-jabtkowego i szczawiooctowego, aktywno$¢ dehydrogenazy L-jablczanowej i fumarazy,
ekspresj¢ genow dehydrogenazy L-jabtczanowej, fumarazy i dehydrogenazy izocytrynianowe;j
oraz ekspresje genoOw zwigzanych z fotosyntezg, kodujacych duza podjednostke karboksylazy
1,5-bisfosforybulozy (RuBisCOlu), karboksylazy fosfoenolopirogronianowej (PEPC),
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (3PGAD) i chloroplastowej tioredoksyny M3
(TrxM3). Otrzymane przez Doktoranta wyniki sg opisane doktadnie i jasno, co $wiadczy o
umiejetnosci wlasciwej analizy wynikoéw. Rozdziat wyniki pokazuje ogrom pracy jaki wykonat
Doktorant w ramach tej dysertacji. Poza tym nalezy zaznaczy¢, ze potrzebowat zapoznac si¢ z
obstuga r6znych urzadzen, co wymagato czasu. Z przeprowadzonych badan Autor przedstawit
6 wnioskéw, w tym 4 wnioski ogdlne. Przyktadowo, Autor postugujac sie fluorymetrem
mierzyl fluorescencje chlorofilu, stosujac kamere termowizyjng na podczerwien i mikroskopie

fluorescencyjng badal rozktad temperatury w liSciach ogorka, przy uzyciu analizatora
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gazowego podczerwieni okres§lit wewnatrzkomoérkowe stezenie dwutlenku wegla (Ci),
intensywno$¢ netto fotosyntezy (PN), przewodnictwo szparkowe (Gs) oraz intensywno$é¢
transpiracji (E). Zatem postugujac si¢ wyzej wymienionymi urzadzeniami wykazat, ze rozwoj
kanciastej plamistosci lisci ogorka prowadzil do zmian nekrotycznych na liSciach, obnizenia
autofluorescencji i stezenia chlorofilu. Poza tym wykazat, ze infekcja Psl powodowata
zamykanie aparatow szparkowych, co obnizato konduktancje szparkowa, utrudniato wymiane
gazowa 1 ograniczalo transpiracj¢. Udowaodnil, Ze rozwdj choroby wywotywatl stan nadmiaru
energii wzbudzenia i zaburzenia transportu elektronéw w tancuchu fotosyntetycznym w lisciu
inokulowanym. Z kolei stosujac elektrode Clarka okreslit  intensywno$¢ oddychania
mitochondrialnego (R), wykazujac ze na skutek infekcji Ps/ wystgpowaly zmiany w
metabolizmie podstawowym u ogorka, ktére polegaly na stymulacji oddychania
mitochondrialnego 1  obnizeniu intensywnosci  fotosyntezy. Ponadto zawarto$¢
antyoksydantow, tj. AA 1 GSH, aktywnosci enzymow APX, DHAR, MDHAR, GR 1 SOD w
chloroplastach i zawarto$¢ sacharydéw byty mierzone spektrofotometrycznie.

Doktorant otrzymat ogromng ilo$¢ wynikéw, ktore przedstawit na 25 rycinach i w 4 tabelach.
Ponadto rozdziat Dyskusja zostal napisany w sposob przemyslany przy tak duzej liczbie
dyskutowanych wynikéw badan. Nalezy podkresli¢, ze w Dyskusji Doktorant szczegdétowo
omoéwit uzyskane wyniki na tle dostgpnych pozycji literaturowych. Jednak zabraklo mi w
dyskusji 1 podsumowaniu nawigzania do przekazywania poinfekcyjnych sygnatow
retrogradowych do jadra komérkowego, co moze stanowi¢ wazny element systemu obronnego
rosliny-gospodarza.

Podsumowanie

Wysoko pod wzgledem merytorycznym oceniam catg prace doktorska napisang przez mgr
Tomasza Kopczewskiego. Stwierdzam, ze Doktorant w czasie realizacji celow pracy
doktorskiej przeanalizowal bogatg literature (235 pozycji), co wskazuje na dobrg orientacje w
problematyce badawczej. Otrzymane przez Doktoranta interesujace wyniki powinny zostac
opublikowane w specjalistycznych czasopismach naukowych. Pragne réwnoczesnie
podkresli¢, ze zawarte w recenzji nieliczne uwagi, komentarze 1 sugestie nie pomniejszajg

warto$ci merytorycznej pracy.

Whioski koncowe
W mojej ocenie rozprawa mgr Tomasza Kopczewskiego spelnia wszystkie wymogi

formalne stawiane w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i



tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z péz.
zm.). Na tej podstawie wnosz¢ do Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o przyjecie przedstawionej rozprawy
doktorskiej i dopuszczenie mgr Tomasza Kopczewskiego do dalszych etapéow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage duzy naklad pracy Doktoranta ze wzgledu
na ilo$¢ otrzymanych wynikow badan, zastosowanie wielu metod badawczych i
nowatorskie podejscie zwigzane z poinfekcyjnym przesylaniem sygnalow retrogradowych

w kontekscie obrony rosliny-gospodarza wnioskuje¢ o wyro6znienie pracy doktorskiej.

Prof. dr hab. Iwona Morkunas



