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pt.: ,, Wewnatrzkomérkowy transport pecherzykowy w syncytiach roslin porazonych

nicieniami”

Praca doktorska mgr Pukasza Baranowskiego zostala wykonana w Katedrze Botaniki
Wydziatu Rolnictwa 1 Biologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, pod
promotorstwem prof. dr hab. Wladystawa Golinowskiego. Wymienione jest rowniez
nazwisko dr Mirostawa Sobczaka, ale nie wskazano w jakim charakterze wystepuje dr
Sobczak w niniejszym przewodzie doktorskim.

Badania, ktorych wyniki zamieszczono w przedstawionej do oceny rozprawie
doktorskiej dotycza analizy zmian na poziomie ultrastrukturalnym i molekularnym komérek
gospodarza towarzyszacych powstawaniu i funkcjonowania syncytium rozwijajgcego sig
w wyniku ataku pasozytniczych nicieni.

Podejmujac te badania Doktorant znalazt si¢ w gldwnym nurcie badan nad procesami
kontrolujgcymi rozwoj i funkcjonowanie syncytium w wyniku porazenia roslin nicieniami.
Réwnoczesnie, jako ze analiza wspomnianych zjawisk dotyczy badan na modelowej roslinie
jaka jest A. thaliana w zwiazku z funkcjonowaniem syncytiow, rozprawa doktorska jest
logiczng kontynuacja badan nad tymi problemami, ktére prowadzone sg od wielu lat przez
zespot Katedry Botaniki SGGW, kierowanego przez wiele lat przez prof. dr hab. Wiadystawa
Golinowskiego.

Rozprawa doktorska mgr Lukasza Baranowskiego sklada si¢ z 2 czesci. W I czesci,
liczacej 98 stron wydruku komputerowego, autor zamiescit streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, krotki wstgp, przeglad literatury, cel pracy, opis metodyki, opis uzyskanych
wynikéw, dyskusje, podsumowanie wynikow i wnioski oraz spis literatury. W drugiej czgsci
zamieszczono dokumentacje fotograficzng wynikéw, na ktorg sktada si¢ 49 tablic.

Praca napisana jest poprawnie, a uklad jest typowy dla prac eksperymentalnych. Tres¢
pracy odpowiada tytutowi rozprawy.

Przeglad literatury obejmuje 45 stron wydruku komputerowego. Oméwiono w nim
takie zagadnienia jak: pozycja systematyczna rzodkiewnika pospolitego, cechy jakie

1




zdecydowaly o wyborze tej rosliny jako modelowej w badaniach, nie tylko
eksperymentalnych. Przedstawiono opis cyklu zyciowego nicieni cystowych, indukcje
irozw6j syncytium oraz opis wydzielanych przez nicienie substanciji wplywajacych na
zwigzek gospodarz-pasozyt. W przegladzie literatury zamieszczono takze informacje
o odpowiedzi rosliny na atak nicieni na poziomie fizjologicznym i molekularnym.
Przedstawiono réwniez obszernie problematyke zwigzang z transportem pecherzykowym
zachodzacym w komorce rolinnej opisujac ER, AG, system wakuol, wczesny i pézny szlak
wydzielniczy oraz endo- i egzocytozg. Tak przygotowany przeglad literatury jest poprawny
chociaz zabraklo mi w nim opisu stanu wiedzy na temat gendw, ktére byly analizowane
W niniejszej rozprawie doktorskiej, takich jak VAB1, VAB2, VAB3, y-TIP czy Sec2lIp.

Cel pracy liczy 1 strong wydruku komputerowego i Doktorant pisze w nim, ze ,,Celem
niniejszej pracy doktorskiej byla analiza interakcji pomiedzy mechanizmami indukcji
i rozwoju syncytium, a elementami transportu pecherzykowego w korzeniach rzodkiewnika
pospolitego (Arabidopsis thaliana) porazonego przez matwika burakowego (Heterodera
schachtii).” Moja uwaga do tak sformulowanego celu pracy odnosi sie¢ do okreslenia
wmechanizmy indukcji syncytium” gdyz takie okreslenie sugeruje, ze mechanizmy sa rozne.
Chyba nie taki byt w istocie cel badan. Postanowiono przeanalizowaé¢ zmiany w systemie
blon wewngtrznych ze szczegblnym uwzglednieniem tonoplastu w trakcie tworzenia
syncytium, czyli zmian jakie dokonuja si¢ w komorce gospodarza pod wplywem pasozyta na
poziomie ultrastrukturalnym i molekularnym. Na podkreslenie zastuguje fakt sformutowania
jasno zadan badawczych, ktérych realizacja pozwolita na uzyskanie odpowiedzi na stawiane
W rozprawie pytania.

W rozdziale ,Materiat i metody” (liczacym 14 stron wydruku komputerowego)
Doktorant w pierwszym rzedzie opisal material badawczy, procedury prowadzace do
uzyskania roslin i warunki ich wzrostu oraz warunki otrzymywania larw stadium inwazyjnego
matwika burakowego i proces inokulacji. Przedstawiono réwniez metodyke przygotowania
materiatu do badan strukturalnych i ultrastrukturalnych oraz immunohistochemicznych na
poziomie mikroskopu $wietlnego i elektronowego. Wyczerpujaco zostaly przedstawione
wszystkie analizy histochemiczne i biochemiczne oraz molekularne, ktére wykonano
w ramach niniejszej rozprawy. Nalezy podkresli¢, ze zastosowana metodyka byta réznorodna
jako ze obejmowata analiz¢ histologiczna, ultrastrukturalng, immunohistochemiczna i badania
molekularne. Zabraklo jednak kilku istotnych informacji przede wszystkim dotyczacych
czasu traktowania na przyktad BFA; kryteria okreslania toksycznego efektu BFA na komorke;

liczbg dokonanych analiz mikroskopowych (zaréwno na poziomie mikroskopu $wietlnego jak




i elektronowego) i wskazania czy prezentowane w rozdziale ,,Wyniki” zdjecia sg na przyklad
reprezentatywne dla uzyskanych wynikow, czy tez zostaty dobrane w inny sposéb.

Wyniki badan przedstawiono w kolejnym rozdziale obejmujgcym 8 stron maszynopisu
i 49 plansz (II Czg¢$¢ Rozprawy) w sposdb bardzo zwiezly, a czasami nawet zbyt lakonicznie.
W celu uzyskania odpowiedzi na stawiane w pracy badawczej pytania wykorzystano
mikroskopi¢ Swietlng (jasne pole i fluorescencja oraz mikroskopia konfokalna), transmisyjna
mikroskopi¢ elektronowa, techniki histologiczne i immunohistologiczne oraz metody
molekularne.

Przeprowadzone badania pozwolity Doktorantowi na uzyskanie szeregu interesujgcych
i nowatorskich wynikéw. Przeanalizowano zmiany histologiczne i ultrastrukturalne komorek
syncytium w réznym czasie od zakazenia. Wykazano, ze rozwdj syncytium zasadza sie na
zmianach apoplastu i symplastu rosliny gospodarza, co prowadzi do powiekszania syncytium.
Opisano rowniez zmiany ultrastrukturalne dotyczace zmian wakuomu komorek, organizacji
ER, liczby mitochondriéw czy morfologii jader komorkowych.

W celu sprawdzenia czy i w jaki sposdéb dochodzi do zmian w ekspresji genow
kodujacych biatka zwigzane z transportem pecherzykowym, takich jak VABI, VAB2, VAB3,
y-TIP czy Sec2lp wykonano analizy molekularne i pokazano, ze istniejg zmiany czasowo-
przestrzenne w ekspresji analizowanych genéw. Kolejny, badany w rozprawie aspekt
dotyczyt lokalizacji biatek, produktow wspomnianych wyzej gendéw, na poziomie tkankowym
i komérkowym, w tym ultrastrukturalnym. Przeprowadzone analizy pokazaly, ze zaréwno
w korzeniach nieporazonych jak i zainfekowanych wystepowanie tych biatek skorelowane
jest z przedzialami blonowymi. W dalszej kolejnosci Doktorant przedstawit wyniki badan
dotyczace czasowo-przestrzennej lokalizacji przedzialdéw komoérkowych o wysokim pH,
w celu zweryfikowania hipotezy o wystgpowaniu przedziatu litycznego w syncytium. Kolejna
grupa wynikow dotyczy analizy ultrastruktury komorek syncytium w warunkach zaburzonego
transportu pecherzykowego poprzez zastosowanie BFA, i badania te wykazaly zmiany
jakosciowo-ilosciowe organelli komoérkowych pod wplywem zastosowanego inhibitora.
Ostatni problem opisany w wynikach dotyczyl analizy wzajemnej lokalizacji biatka
tonoplastowego i cytoszkieletu aktynowego w celu odpowiedzi na pytanie czy istnieje
zalezno$¢ transportu pecherzykowego od cytoszkieletu.

Podsumowujac przedstawione wyniki, za wazne ustalenia pracy uwazam:

e szczegOlowy opis ultrastruktury komorek syncytium w aspekcie czasowym,
e czasowe przesledzenie ekspresji genow zaangazowanych w synteze bialek

wakuolarnych,




e wskazanie na udzial pecherzykéw typu COPI w transporcie pecherzykowym

zachodzacym w syncytiach.

Dyskusja liczy 14 stron wydruku komputerowego. Rozdzial ten, podobnie jak
poprzednie, podzielono na czytelne podrozdzialy, co porzadkuje rozlegly materiat
i systematyzuje dyskutowane aspekty naukowe. Uzyskane przez Doktoranta wyniki dotyczace
ultrastruktury, indukcji i rozwoju syncytium przedyskutowano obszernie, gtéwnie w oparciu
o prace opublikowane przez pracownikéw Katedry Botaniki (zabrakto mi cytowania prac
opublikowanych po 2011 roku, a jest ich sporo i dotyczg podobnych zagadnien). Obszernie
zostaly przedyskutowane aspekty wakuolarnego pochodzenia pecherzykéw w syncytium ze
szczegblnym uwzglednieniem bialek charakterystycznych dla przedzialu wakuolarnego
aobecnych w pecherzykach syncytium. W sposéb poprawny przedyskutowano réwniez
udziat transportu pecherzykowego i cytoszkieletu aktynowego w funkcjonowaniu syncytium
na réznych etapach jego rozwoju.

Doktorant musi jeszcze ksztalci¢ umiejetnos¢ pisania tego typu rozdziatéw, jako ze
czasami trudno zorientowaé si¢ czy pisze o swoich wynikach, czy tez wynikach znanych
z literatury. Uwazam za zbgdne przypominanie budowy anatomicznej korzenia w rozdziale
.Dyskusja”, szczegolnie rzodkiewnika pospolitego, tak dobrze opisanego w literaturze
1 podrecznikach.

.,Podsumowanie i wnioski” to rozdzial, w ktéorym moim zdaniem powinno byé
rozroznienie na: podsumowanie wynikdéw i wnioski, czego jednak nie znalaztam. W rozdziale
tym przedstawiono 9 punktow, ktére poniewaz nie sa nazwane, wydaja si¢ by¢
podsumowaniem uzyskanych wynikéw, a jesli tak to zabraklo wnioskéw. Niemniej jednak
punkty sg poprawnie sformutowane, chociaz punkt 3 i 7 sg prawie identyczne jedli chodzi
0 udzial pecherzykéw COPI w analizowanych procesach. Mimo niedociggnie¢ formalnych
tego rozdzialu moge stwierdzi¢, ze rozdzial zawiera zebrane w zwiezlej formie uzyskane
wyniki, ktére sg uzasadnione i jasno sformutowane. Zabrakto mi w podsumowaniu informacji
odnosnie 1 i 4 szczegbtowego zadania badawczego sformulowanych w rozdziale ,,Cele
pracy”, a odnoszacych si¢ do - cytuje: ,,1. Analiza rozwoju syncytium oraz szlakéw transportu
pecherzykowego w elementach syncytium; 4. Opis anatomii i ultrastruktury syncytiow
rozwijajgcych si¢ w korzeniach poddanych dziataniu inhibitora transportu pecherzykowego
(brefeldyny A)”. Czasami zaprezentowane uogdlnienia s3 moim zdaniem zbyt daleko idace,

co W niczym nie umniejsza wartosci tego rozdziatu rozprawy doktorskie;.




Wykaz cytowanej literatury obejmuje 158 pozycji, ktdére Autor nazywa ,,publikacjami
tradycyjnymi” i 5 adresow stron internetowych. Wgérdd pozycji literaturowych 12 razy
stwierdzitam bledy polegajace, albo na umieszczeniu publikacji w spisie, ale jej braku
w tekscie, albo braku wpisania roku publikacji, albo rozbiezno$ciach w roku danej publikacji
w spisie literatury i tekscie (wszystkie bledy zaznaczylam w wersji elektronicznej pracy).
Literatura w znakomitej wigkszo$ci jest anglojezyczna i dobrana poprawnie. Zalecatabym
jednak, szczegdlnie w odniesieniu do probleméw zwigzanych z transportem pegcherzykowym
retrogradowym i anterogradowym, bardziej aktualne pozycje — dostepne nawet w jezyku
polskim (Basinska A. Krzestowska M., Wozny A., 2012, Kosmos, tom 61: 363-370). Wykaz
piSmiennictwa $wiadczy o tym, ze Autor orientuje si¢ w zakresie problematyki badawczej
bedacej obiektem jego zainteresowan ipotrafi dobrze je wykorzysta¢ do interpretacji
wlasnych wynikow.

W trakcie czytania pracy nasunglo mi si¢ kilka probleméw do dyskusji i proszeg
Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do nich:

-co oznacza okreslenie ,,proliferacja i kondensacja cytoplazmy”?

-prosz¢ wyjasni¢ zdanie: ,Pojedyncze, rozproszone widkna cytoszkieletu,
zlokalizowane w elementach syncytium, mogag $wiadczy¢ o depolimeryzacji cytoszkieletu
aktynowego w czasie indukcji i rozwoju syncytium”;

-objasni¢ ze szczegdlami proces endo- i egzocytozy oraz transport retrogradowy
i anterogradowy;

-objasni¢ zdanie ,,Bialka na drodze endocytozy, transportowane sg przez przedziaty
endosomalne charakteryzujace si¢ duzg dynamikg”; prosze wymieni¢ biatka wprowadzane do
komorek roslinnych na drodze endocytozy; co oznacza ,,duza dynamika”;

-przedstawi¢ réznice migedzy endosomami wczesnymi i péznymi;

-omowi¢ roznice miedzy aparatem Golgiego komodrek zwierzecych i roslinnych;

-poda¢ definicj¢ gradientu i wskaza¢ czy uprawnione w pracy bylo okreslenie, ze
»pompy protonowe zapewniajg tonoplastowi gradient pH”;

-poda¢ szczegély stwierdzenia dotyczacego roli BFA: ,Bierze ona takze udziat
w modyfikacjach szlakow syntezy lipidow, O- i N-glikanow™;

-jakie byly wykonywane kontrole dla reakcji immunohistologicznych; czy byty
wykonywane zaréwno kontrole negatywne jak i pozytywne? Czy skrawki kontrolne
pochodzily z materiatu z najblizszego sasiedztwa skrawkow nie bedgcych kontrolg?

-jakie kryterium zastosowano do odrézniania pecherzykow i drobnych wakuol?

-tablica 23, fot. B — jaka jest srednica ztota koloidalnego?

-jaka liczbg korzeni przebadano w poszczegdlnych eksperymentach?



-prosz¢ poda¢ szczegdly inkubacji materialu z BFA i detekcji cytoszkieletu
aktynowego;

-prosze¢ poda¢ sposoby powigkszania si¢ liczby organelli komoérkowych,

-prosz¢ objasni¢ ponizsze stwierdzenie, szczegélnie fragment napisany kursywa;
prosz¢ uwzgledni¢ poziom molekularny; ,,We wczesnych etapach rozwoju syncytium $ciana
komoérkowa pomigdzy komorka inicjalna, a otaczajacymi jg komérkami zostaje rozpuszczona
poprzez poszerzenie plasmodesm”.

-prosz¢ o informacje na temat gendéw VABI, VAB2 i VAB3, ktérych ekspresje
analizowano w niniejszej rozprawie doktorskiej, ale nic o nich nie napisano na przyktad we
wstepie rozprawy; poprosze rowniez o informacje o stosowanej od 2002 roku nomenklaturze
gendw  kodujacych poszczegélne podjednostki V-ATPazy; przy okazji prosze
o ustosunkowanie si¢ do znanego faktu, ze poziom ekspresji poszczegdlnych izoform
w obrebie podjednostek rézni sig¢, wskazujac na specyfike regulacji na poziomie organowym
czy tkankowym; wiadomo na przyktad, ze VHA-E1 jest dominujaca w pedach, VHA-E2 —
w ziarnach pytku i kwiatach, za$ VHA-E3 w korzeniach — w kontek$cie uzyskanych
W niniejszej pracy wynikow.

Znalaztam pewne braki w informacjach podanych w metodyce oraz drobne bledy
stylistyczne, interpunkcyjne i edytorskie, z ktérych niektére wymieniam ponizej:

-uchybienia interpunkcyjne, zaznaczytam w wersji elektronicznej dostarczonej
rozprawy doktorskiej

-zalecam ponowny przeglad pozycji literaturowych, gdyz w kilku przypadkach

znalaztam niescistosci, ktére rowniez zaznaczytam w tekscie rozprawy

-w rozdziale Material i metody, Doktorant czesto wskazuje rozdziat ,,3.1.1...” co jest
pomytka — nie ma takiego rozdziatu.

-wydaje mi sig¢, ze ciagle obowiazujgca zasada opisu linii transgenicznych zaklada
uzycie kursywy przy pisaniu ich nazw;

-opis tablicy 1 brzmi: ,,Hodowla larw stadium J2 w sterylnych warunkach in vitro” —
tymczasem Fot. 1 z tej tablicy pokazuje hodowang w warunkach in vitro 4. thaliana, zas$ fot.
B pokazuje larwy H. schachtii,

-brak wyjasnienia skrétu ,,Ne” w tablicach

-przy przygotowywaniu wynikéw do druku nalezy wykonaé¢ wigeksze powiekszenia
elektronograméw, gdyz w tej chwili na przyklad ciata paramuralne (Tablica 3) nie sg
widoczne;

-tablica 6 — na fot. A widoczne sg czarne ,.kropki” z biatymi punkcikami w $rodku —

co to takiego?




-na fotografiach czgsto stosowano gwiazdk¢ dla zaznaczenia jakiego$ elementu
ultrastruktury — zwracam uwagg, ze wlasciwie na kazdej fotografii gwiazdka jest niepeina;

-tablica 7, fot. A-co wskazuje strzatka?

-tab.7, fot. B — co wskazuja male biate gwiazdki

-tablica 11 — objasni¢ ,.korzen nieporazony 1 i 2”; /8S RNA, dlaczego w wynikach nie
napisano nic na ten temat; a w materiatach i metodach nie wspomniano, ze prébki pobierano
réwniez z lisci; jesli tak to jakich - rozeta?

Pragng zwr6ci¢ uwage Doktorantowi, ze w komorce roslinnej jest jeden aparat
Golgiego, skiadajacy si¢ z okreslonej liczby diktiosoméw (zaleznie od gatunku, tkanki czy
stanu rozwojowego lub funkcjonalnego komorki), dlatego uzywanie liczby mnogiej w opisie
tej organelli nie jest wlasciwe, a poprawne okreslenie to ,,diktiosomy AG”.

Zwracam rowniez uwage na stosowang terminologie: na przyklad ,,protoplast” —
zgodnie z definicjg jest to komorka roslinna pozbawiona $ciany; czy na pewno doktorant
w takim kontekscie uzyl tego okreslenia?

Mysle, ze ,,pod” mikroskopem czy binokularem nie mozna obserwowa¢ preparatow.

Powyzsze uwagi w niczym nie umniejszaja znaczenia rozprawy doktorskiej mgr
Lukasza Baranowskiego. Pragne podkresli¢, ze nalezy je traktowac¢ jako podstawe do dyskusji
oraz jako wyraz troski o jeszcze lepsza forme opracowania wynikow do przyszlych
publikacji.

Podsumowujgc pragne stwierdzi¢, ze wysoko oceniam przedstawiong mi do oceny
prace oraz, ze spetnia ona warunki wymagane dla rozpraw doktorskich zawarte w art. 13 ust.
1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
z zakresu sztuki (Dz.U. 2003r. Nr 65, p0z.595 z pdzn. zmi.).

W zwigzku z tym stawiam wniosek do Rady Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW
o dopuszczenie mgr Lukasza Baranowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na nowatorska problematyke prowadzonych badan oraz zastosowanie

nowoczesnych metod wnosz¢ o wyréznienie pracy stosowng nagrodg.
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