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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Lukasza Baranowskiego
pt.:”Wewngtrzkomorkowy transport pecherzykowy w syncytiach roslin
porazonych nicieniami”.

Rozprawa doktorska zostala zrealizowana na Wydziale Rolnictwa i Biologii w Katedrze
Botaniki SGGW pod kierunkiem prof. dr hab. Wladyslawa Golinowskiego oraz
dr Miroslawa Sobczaka.

Oceniana rozprawa doktorska zawiera wyniki badan rozwoju syncytium
zaindukowanego przez nicienia pasozytniczego, matwika burakowego na korzeniach
rzodkiewnika pospolitego ze szczegblnym uwzglednieniem wlasciwosci transportu
pecherzykowego. Komorki roslinne posiadajg liczne, oblonione organella, ktére komunikuja
si¢ ze sobg za pomoca skomplikowanego systemu transportu pgcherzykowego. System ten
podlega modyfikacjom w syncytium, zaindukowanym przez nicienia pasozytniczego,
bedacym strukturg go odzywiajaca. Zatem poznanie wlasciwosci tego systemu na tle zmian
cytologicznych zachodzacych w syncytium, ktorego to zadania podjat si¢ doktorant, jest jak
najbardziej celowe, ma ogromne znaczenie poznawcze i przyczyni si¢ zapewne do wskazania
nowych kierunkéw badawczych zmierzajacych do uzyskania przez hodowcéw odmian roslin
odpornych na porazenie nicieniami. Ma ono rdwniez istotne znaczenie gospodarcze z uwagi
na dotkliwe straty w plonie wielu gatunkéw ro$lin uprawnych porazanych przez nicienie.

Ocena formalna dysertacji

Recenzowana rozprawa liczy w czesci pierwszej 98 stron tekstu a w czgsci drugiej
bedacej dokumentacja fotograficzng 49 tablic wraz ze stosownym opisem, kazda zlozona z 2-
8 mikrofotografii z mikroskopu $wietlnego, konfokalnego oraz elektronowego Ilub
zawierajacych wyniki rozdziatu elektroforetycznego.

Pracg¢ charakteryzuje typowy i zarazem prawidlowy uklad rozdzialéw w nastgpujacej
kolejnosci: wstep, przeglad literatury, cel pracy, material i metody, wyniki, dyskusja,
podsumowanie i wnioski oraz literatura.

Ocena merytoryczna poszczegélnych czesci dysertacji

We wstepie Doktorant trafnie uzasadnia konieczno$¢ przeprowadzenia badan
dotyczacych wspotzaleznosci pomigdzy strukturalnym rozwojem syncytium a zmianami w




transporcie pecherzykowym na poziomie cytologicznym i molekularnym jako waznych
aspektow interakcji pomig¢dzy rosling i nicieniem.

W  przegladzie literatury Autor dysertacji w sposéb kompetentny opisuje
pasozytnicze niecienie glebowe, uklad roslina-nicien pasozytniczy w aspekcie
systematycznym oraz cykl zyciowy nicieni cystowych. Nast¢pnie w sposob wyczerpujacy,
charakteryzujacy si¢ duzym znawstwem dokonuje opisu indukcji i rozwoju syncytium,
positkujac si¢ niejednokrotnie odpowiednimi schematami i rysunkami, ktore sprawiaja, ze
wywod jest klarowny. W kolejnej czgsci przegladu Autor zajat si¢ charakterystyka wydzielin
nicieni i ich rola w penetracji korzenia a nast¢pnie zagniezdzaniu si¢ w nim nicienia.
Doktorant wskazuje tez na zlozonos$¢ interakcji molekularnych prowadzacych do rozwoju
funkcjonalnego syncytium, w ktdrych istotng rol¢ odgrywaja geny roslinne zaindukowane
przez pasozytnicze nicienie a takze fotohormony. Jednak najwigcej uwagi poswiecil autor
dysertacji organizacji i funkcji wewnatrzkomoérkowego transportu pecherzykowego
wskazujac na jego zlozonos¢ i ogromng dynamike w syncytiach, ktore sa zapewne zwigzane
z odzywianiem nicienia pasozytniczego.

Zdaniem recenzenta przeglad literatury juz w obecnej formie i tresci stanowi trzon bardzo
dobrego artykutu przegladowego.

Cel pracy zostat prawidlowo sformutowany. Doktorant podjat si¢ wyjasnienia pochodzenia i
funkcji licznych pecherzykéw pojawiajacych si¢ w czasie prawidlowego rozwoju syncytium,
struktury odzywiajacej nicienia.

Doktorant postawil hipotez¢ mowiaca o wakuolarnym pochodzeniu pecherzykow
widocznych w syncytium. W celu weryfikacji tej hipotezy zbadal ekspresj¢ genow VABI,
VAB2 i VAB3 kodujacych podjednostk¢ E wakuolarnej ATPazy oraz y-TIP metoda
potilosciowego RT-PCR.

Aby powyzszy cel zrealizowaé, doktorant wyznaczyt realizacj¢ odpowiednich zadan
badawczych w tym:
1. analiza cytologiczna rozwoju syncytium,
2. powiazanie rozwoju syncytium z ekspresja gendéw oraz lokalizacja odpowiednich
bialek charakterystycznych dla transportu pecherzykowego
3. zbadanie wplywu inhibitora transportu pecherzykowego na rozwdj syncytium.

Material i metody. Doktorant dobrat odpowiedni model i nowoczesne metody badawcze.
Rosliny rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana L. Heyn.) ekotypu Columbia
porazal larwami inwazyjnymi nicienia matwika burakowego (Heterodera schachtii Schmidt).
Opisu cytologicznego i anatomicznego a takze lokalizacji biatek dokonal z uzyciem
mikroskopow: $wietlnego, fluorescencyjnego, konfokalnego i transmisyjnego mikroskopu
elektronowego oraz wykonanych przez siebie preparatow. Zastosowal nowoczesne metody
badawcze jak: immunolokalizacja biatek na poziomie mikroskopu konfokalnego i
elektronowego czy reakcje potilosciowego RT-PCR.

Skrupulatnos¢ przeprowadzenia doswiadczen i bieglo$¢ warsztatowa Autora dysertacji nie
budza watpliwosci.

Wyniki. Doktorant uzyskat wartosciowe wyniki istotnie poszerzajace wiedz¢ o pochodzeniu
i funkeji pecherzykéw, ktorych proliferacja ma ogromne znaczenie dla rozwoju i zapewne
funkcjonowania syncytium. Na podkreslenie zastuguje fakt iz Autor dysertacji pokazuje
zazwyczaj sekwencj¢ zdarzen zwigzanych ze zmianami cytologicznymi czy lokalizujac
odpowiednie biatka poczawszy od nieporazonego korzenia poprzez mlode sycytium az do
dojrzalego. Uzyskuje w ten sposob doskonaly material poréwnawczy i kontrole



prawidlowosci przeprowadzonych oznaczen. Zdaniem recenzenta do najwartosciowszych
wynikéw uzyskanych przez Doktoranta zaliczy¢ do nich nalezy:

1. Udokumentowanie znacznej proliferacji pecherzykow, ktore zastgpuja centralng
wakuole. Pokazatl takze proliferacje cytoplazmy, ktora sprawia, ze sycytium wykazuje
silng hiperplazmig a jest to nietypowe dla korzenia.

2. Pokazal, ze geny kodujace podjednostki VAB1 i VAB3 V-ATPazy ulegaja
zwiekszonej ekspresji w syncytiach 3-dniowych w poréwnaniu z korzeniem
nieporazonym. W syncytium 3-dniowym zwigkszal si¢ poziom ekspresji genu
kodujacego podjednostke y biatka Sec2lp wchodzacego w sklad plaszcza
pecherzykéw COPI natomiast poziom ekspresji genu y-TIP nie wzrastal w
syncytiach.

3. Doktorant dokonal immunodetekcji bialek: V-ATPazy, y-TIP oraz biatka Sec2lp
uzyskujac komplementarno$¢ z danymi dotyczacymi ekspresji odpowiednich genow.
Na podkreslenie zastuguje uzyskanie dowodu na wystgpowanie biatka V-ATPazy w
drobnych pecherzykach syncytium oraz w tonoplascie komoérek nie wiaczonych do
syncytium. Podobna byta lokalizacja biatka y-TIP i Sec2lp we wnetrzu i blonach
pecherzykow syncytium. Natomiast zastanawia staby sygnat fluorescencyjny biatka
Sec21lp wobec stosunkowo wysokiego poziomu ekspresji odpowiedniego genu.
Doktorant poréwnal tez dane dotyczace lokalizacji biatka y-TIP w syncytium z
lokalizacjq biatka y-TIP w linii transgenicznej A. thaliana — At-y-TIP-YFP uzyskujac
potwierdzenie uzyskanych wynikow.

4. Autor dysertacji wykazal, ze po potraktowaniu korzeni inhibitorem transportu
pecherzykowego tj. brefeldyna A system wakuolarny syncytium ulega modyfikacji
np. pojawiaja si¢ liczne struktury tubularne ER natomiast nie ma zmian w lokalizacji
biatek y-TIP.

5. Wykazal zaangazowanie cytoszkieletu aktynowego w pierwszych etapach rozwoju
syncytium i jego powiazanie z systemem pgcherzykow, ktorych blony zawieraja
biatko y-TIP.

6. Za pomoca barwienia czerwienig obojetna wykazat istnienie znacznego przedziatu o
odczynie kwasnym w syncytium.

Dyskusja. W rozdziale ,,Dyskusja” doktorant dokonal rzeczowej analizy uzyskanych
wynikow na tle danych literaturowych. Na podkreslenie zastuguje:

1. Udokumentowanie, ze nicieh wybiera na komoérke inicjalng syncytium komorke
perycyklu lub prokambium co jest dla badanego uktadu typowe

2. Udokumentowanie sposobu rozrastania si¢ syncytium przez przylaczanie komorek
przylegajacych do naczyn. Tu zdaniem recenzenta rodzi si¢ pytanie: dlaczego nie sa to
komorki przylegajace do elementow sitowych?

3. Postawienie hipotezy o pochodzeniu licznych pecherzykéw charakterystycznych dla
syncytium z rozpadu centralnej wakuoli a nie jak dotychczas zakladano przez dylatacj¢
cystern endoplazmatycznego retikulum. Weryfikacji postawionej przez siebie hipotezy
dokonal Doktorant w oparciu o odpowiednio zaprojektowane do$wiadczenia wykazujac
pokrewienstwo pomiedzy lityczng wakuola a drobnymi pegcherzykami. Wykazal bowiem
obecno$¢ biatka V-ATPazy w tonoplascie komoérek poza syncytium oraz w blonach
pecherzykow na terenie syncytium.

4. Udowodnienie istotnego udzialu pecherzykéw COPI w transporcie pgcherzykowym
we wczesnych etapach rozwoju syncytium



W rozdziale ,,Podsumowanie i wnioski” autor recenzowanej dysertacji zawarl 9
interesujacych i uzasadnionych wnioskow bedacych owocem jego pracy. Wnioski te zostaty
prawidlowo sformutowane z niewielkim zastrzezeniem. Zdaniem recenzenta wnioski nr 3
oraz 7 sa wlasciwie tozsame, gdyz méwig o udziale pecherzykow typu COPI w transporcie
pecherzykowym syncytium. Do najwaznieszych wnioskow nalezy zaliczy¢ wskazanie na
udzial V-ATPazy, y-TIP oraz Sec2lp w rozwoju syncytium oraz na obecnos$¢ rozleglego
przedziatu litycznego w postaci drobnych pgcherzykéw w syncytium.

Uwagi i pytania recenzenta

Czym r6znig si¢ ‘drobne wakuole’ i ‘pecherzyki’? Jak doktorant je rozréznia?

Strona 13. Raz jest mowa o roslinach ,,bobowatych” a potem ,,straczkowych”. Czy sa to
synonimy?

Strona 15. Autor pisze o larwach nicienia, ktore ,,odnajduja w walcu osiowym komorke
inicjalng syncytium”. Czy ta komorka jest juz przygotowana przez rosling?

Strona 17. Doktorant pisze o ,,wymianie substancji pokarmowych i wody pomigdzy
ksylemem i syncytiami”. Rodzi to pytanie o jakie konkretnie substancja tu chodzi?

Strona 62. Doktorant uzywa zamiennie termindéw: ‘naczynie’ i ‘element trachealny’. Jakie
jest tego uzasadnienie?

,Sciany syncytium sg nieco pogrubione” — o ktére $ciany chodzi, bo te zewnetrzne sg bardzo
grube.

Strona 73 i 75. Cytowania (Sobczak i Golinowski 2008) i (Golinowski i in. 1997) nie sa
wlasciwie uzyte, gdyz autor moéwi o wlasnych wynikach. Ponadto zdaniem recenzenta
sformutowanie méwiace o tym, ze ,.trzydniowe syncytia sktadaja si¢ z kilkunastu komorek”
(str. 73) jest do$¢ niefortunne. Syncytium powstaje bowiem z polaczenia si¢ komorek, nie
jest zatem strukturg wielokomdrkowa!

Strona 76. Centralna wakuola ,jest zastapiona licznymi drobnymi pgcherzykami”. Czy
chodzi o zastapienie strukturalne czy funkcjonalne?

Drobne uwagi co do stylu sa zawarte w recenzowanym egzemplarzu pracy doktorskie;j.

Brak cytowania ,,Golecki i in. 2002 w spisie literatury. W spisie literatury jest kilka pozycji,
ktére nie zostaly zacytowane:

Gendre i in. 2013; Hicke i Dunn 2003; Hurley i Emr (brak daty); Keen 1990; Maeshima
2001; Mitchum 1 in. 2008.

Nalezy podkresli¢ bardzo dobra jakos¢ techniczng i merytoryczna dokumentacji
fotograficznej stanowiacej Czgs¢ II dysertacji. Doktorant nie ustrzegt si¢ jednak drobnych
bledow.

Tab. 1. Powinna mie¢ tytul: ,,Budowa anatomiczna korzenia z syncytium 3 dpi” a nie
,Budowa anatomiczna syncytium.....”. Nie mozna tez opisywac elementow trachealnych
jako ,,X”, gdyz doktorant w ten sposob oznaczyt ksylem, na ktory skladaja si¢ rowniez
komérki innych typow.

Oznaczenia struktur stosowanych w opisie tablic sg czgsto zbyt duze i utrudniaja niekiedy
analiz¢ cytologiczna.

Brak skrotu Ne oznaczajacego nicienia w spisie objasnien. To samo dotyczy gwiazdki na
Tab. 3.

Tab. 7. Wg recenzenta struktura opisana jako mitochondrium (M) jest w rzeczywistosci
aparatem Golgiego.




Tab. 40. W opinii recenzenta czerwien obojetna akumuluje si¢ w przedziatach o niskim pH
czyli kwasnych a nie jak podano w przedziatach o wysokim pH.

Powyzsze uwagi w niczym nie umniejszaja wysokiej warto$ci merytorycznej ocenianej

dysertacji!

Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pana mgr
Lukasza Baranowskiego zatytulowana “Wewnatrzkomoérkowy transport pecherzykowy w
syncytiach roslin porazonych nicieniami” dotyczy bardzo ambitnego i w pelni
zrealizowanego zadania badawczego, posiada ogromne znaczenie poznawcze, stanowi
oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego, i tym samym spetnia wymogi
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami), w brzmieniu ustalonym
Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. (Dz. U. Nr 84, poz. 455). W zwiazku z powyzszym
wnioskuj¢ do Rady Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie o dopuszczenie mgr
Lukasza Baranowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto z uwagi na
szczegblne walory naukowe uzyskanych wynikow, wnioskuj¢ o wyrdznienie niniejszej
dysertacji.

LY Gondl




