Prof. dr hab. Zbigniew Miszalski Krakéw, 4.09.2023
Instytut Botaniki PAN
w Krakowie

RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgra Bartosza Plucinskiego pt. ,Mikroewolucyjne i biochemiczne
aspekty tolerancji Chlamydomonas reinhardtii na toksyezne st¢zenia jonéw miedzi”

Praca doktorska mgra Bartosza Pluciniskiego koncentruje sie na zjawisku odpornosci
Chlamydomonas reinhardtii na stres obecnoséci jonéw miedzi. Opracowywany temat
oddziatywania metali ciezkich na rosliny przyciaga uwagg wielu naukowcow. Chociaz
zjawisko reakcji roslin na ten szezegdlny rodzaj stresu bylo opisywane od kilku dziesigcioleci
w setkach publikacji, to wiele watpliwosci dotyczacych tego tematu nie zostalo do chwili
obecnej rozwiazanych i dysponujemy tylko niepeinymi danymi odnosnie funkcjonowania
tych mechanizmoéw w poszezegblnych grupach roslin. W szczegdlnosci brakuje nam wiedzy
na temat podstaw odpornosci poszezegdlnych gatunkéw, a gatunki odporne na ten typ stresu
sg jeszeze stale mato poznane. Wiemy, ze odpornos¢ na czynniki stresowe jest zwigzana
bezposrednio z ekspresja szeregu dobrze opisanych gendw, ale wiemy rowniez, ze znamy
jedynie maly fragment proceséw zachodzacych w organizmie i to gldéwnie w tkankach
lisciowych. Ponadto zainteresowania badaczy reprezentujacych nauki fizjologiczno-
biochemiczno-genetyczne czesto koncentrujg sie na opisie roli poszczegdlnych genow, bialek
i proceséw w typowych czesto w calosci zsekwencjonowanych obiektach doswiadczalnych,
zaniedbujac fakt, ze rosliny wykazujg nierzadko swoista specyfike. Niewiele wiadomo na
temat ewolucji ukladéw odpornosciowych. Autor pracowat nad wypetieniem tej luki w
naszej wiedzy badajac gatunek juz wezesniej badany w aspekcie odpornosci na stres metali
cigzkich. W pracy doktorskiej mgra Plucifiskiego oceniono wrazliwos¢ wybranych linii
utrzymywanych w scisle okreslonych warunkach w obecnosci jondw miedzi. Przedstawione
eksperymenty majg przede wszystkim charakter badan podstawowych, ale uzyskane dane w
aspekcie mechanizmu odpornosci roslin naczyniowych moga zainteresowaé praktykow.

Oceniana praca doktorska obejmuje trzy przedrukowane prace oryginalne wraz z
kilkustronicowym Wstgpem do tematu pracy w jezyku polskim, obejmujacym calosé
wykonanych prac, a takze wyszczegdlnione Cele rozprawy oraz streszczenia w jezyku
polskim i angielskim. Wstegp stanowi bardzo krotka czes$é calosdcei i donosi o aktualnym stanie
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naszej aktualnej wiedzy i znaczenie problemu obecnosci metali ciezkich w drodowisku. W tej
czesci pracy wiadomosci zaczerpnigte sg z wielu pozycji aktualnej $wiatowej literatury, a w
kilku przypadkach Doktorant cytuje prace Zespohu, ktérego jest czlonkiem. Nalezy tutaj
zaznaczyC¢, ze Zespot w ktorym pracuje ma istotny udzial w rozwoju konkretnego kierunku
badan. We Wstepie Autor zestawil najwazniejsze dane literaturowe dotyczace reakcji na
oddziatywanie roznych metali ciezkich koncentrujac uwage na procesie tolerancji stresu.
Omoéwil tez badania dotyczace mechanizméw obronnych kontrolujgcych metabolizm w
warunkach nadmiaru jonéw metali. Prace eksperymentalne wykonane w ramach niniejszej
pracy doktorskiej zaplanowano na wybranym materiale i w okreslonych punktach czasowych
waznych dla przebiegu reakcji na stres. W mojej opinii, zbyt skrétowo potraktowano role
poszezegblnych procesdw fizjologicznych na poziomie enzyméw odpowiedzialnych za
transport do poszczegdlnych kompartmentéw komorkowych i syntezie enzymow
zabezpieczajacych przed stresem i odpowiedzialnych za ksztaltowanie odpornosci, bez
zrozumienia ktorych szczegdlowe analizy nie daja sie tatwo interpretowac. Podobnie przy
omawianiu efektow metabolicznych wywolywanych obecnoscia jondw metali cigzkich nie
dokonano rozrdznienia pomiedzy bezposrednimi i posrednimi efektami, co w rozwazaniach
na temat ewolucji odpornosci zapewne moze mie¢ istotne znaczenie, a co zostalo zauwazone
w poszezegblnych publikacjach zaréwno tych wehodzacych w sklad pracy doktorskiej jak i
innych publikacjach Doktoranta. Podsumowujac t¢ czes$¢ pracy mozna stwierdzic, ze we
Wstepie do pracy doktorskiej podobnie jak 1 w zaprezentowanych opublikowanych pracach
Autor wykazal si¢ znajomoscia odpowiedniego fragmentu literatury. Omawiany temat zostal
przedstawiony logicznie i w przejrzysty sposdb uzasadnia celowosé podjetych badan.
Doktorant wykazal si¢ umiejetnoscia dostrzezenia aktualnych a niezbadanych obszarow i
okreslenia problemu badawczego. Wstep do calosci zakonczony jest trzema glownymi
pytaniami/celami pracy, sposrod ktorych pierwszy jest sformulowany jak wyjasnienie
zjawiska. Trzy prace przedstawiono w rozdziale 5 (blad w tytule) i w kazdej z nich
postawiono okreslone hipotezy badawcze. Pierwsza przedstawiona praca oryginalna zostala
opublikowana w 2018 roku, a szczegdlng uwage zwraca praca trzecia opublikowana w
czasopifmie o wspolczynniku rozpoznawalno$ci IF=5,19.

Pierwsza praca (nr 1) zostala opublikowana w Acta Societatis Botanicorum
Poloniae i stanowi punkt wyjsciowy do calodci, gdyz opisuje uzyskanie i charakterystyke
kultur o podwyzszonej tolerancji na jony miedzi, ktére byly przedmiotem dalszych prac. Juz
na tym etapie prac mozna bylo stwierdzi¢, ze mechanizmy adaptacyjne wiazg si¢ z ochrong
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komérkowych. Cel pracy zostal osiggniety, opublikowany i uzyskano odpowiedni materiat
badawczy do dalszych prac. Pozwole sobie jednakze zauwazyé, ze w abstrakcie tej pracy nie
zachowano porzadku redakcyjnego. Nie jest dla mnie jasne wg jakiej reguly pewne okreslenia
sa zamieszczane w cudzyslowiu, na jakiej zasadzie stosowano font ,italic” i dlaczego w calej
pracy stosuje si¢ petng nazwe gatunkows badanego szczepu. Jako najwazniejszy cel pracy
wyznaczono opis wrazliwosci linii C. reinhardtii o zréznicowanej tolerancji na czynniki
stresowe po ekspozycji zadanych stezefi jonéw miedzi. Do szacunkowej szybkiej oceny
wzrostu kultur poprzez ocene zawartosci chlorofilu zastosowano pomiar maksymalnej
fluorescencji chlorofilu a (Fm), ale nie wiemy czy zawarto$¢ podana jest w jednostkach
objetosei probki czy komédrek. Aktywnosé fotochemiczng (a nie fotosyntetycznag) okreslono
metoda pomiardéw potencjalnej wydajnosci kwantowej PSII przy swietle wysycajacym 600-
680 nm o intensywnosci 5000 pmol m™s™!, ale nie podano jak dobrano tg intensywno$¢, co w
przypadku testowania zawiesin komorkowych moze mie¢ istotne znaczenie. Przebadano takze
wrazliwo$¢ uzyskanych populacji na jony miedzi w zaleznosci od intensywnosci $wiatla oraz
reakcje tych kultur na obecnos$é wysokiego stezenia jonéw kadmu i cynku. W toku dyskusji
mozna bylo wnioskowaé o przystosowaniu wyprowadzonych linii do rozwoju w warunkach
zanieczyszczenia srodowiska i przyblizy¢ mechanizm tolerancji na poziomie komérkowym.
W dos¢ jednoznaczny sposéb wykazano, Ze toksyczno$é jondw miedzi jest powiazana z
procesem generowania ROS. W publikacji tej Doktorant jest pierwszym autorem i co warto
zaznaczy¢ praca zostala juz kilkukrotnie zacytowana ( Web of Science).

Jako kolejna prace (nr 2) przedstawiono opublikowana w 2021 roku réwniez w
czasopi$mie Acta Societatis Botanicorum Poloniae, w ktérej Doktorant jest zarowno
pierwszym jak i korespondencyjnym autorem. Publikacja jest kontynuacja poprzedniej i
przedstawia kolejne analizy z zastosowaniem podobnego materialu i metod badawczych.
Praca ta stanowi kolejny konsekwentny etap badan. Z poprzednio uzyskanych i przebadanych
populacji wyizolowano pojedyncze komorki, po ktérych namnozeniu przeprowadzono
podobne testy jak poprzednio. Ten stosunkowo prosty trik doswiadczalny bylby znacznie
trudniejszy do przeprowadzenia w badaniach na organizmach tkankowych. Zastosowany
material jak 1 stezenia jondéw metali miedzi byly takie same, co pozwolilo na dywagacje
dotyczace zrdéznicowania wewnatrzpopulacyjnego i mozliwosci kombinacji zmian w
poszczegdlnych allelach gendow w procesie mikroewolucji, a do analizy danych koniecznym
bylo zastosowanie do$¢ wyrafinowanych testow statystycznych. Uzyskane wyniki pozwolily
dedukowaé co do zmian w procesie pobierania i detoksyfikacji, a takze zwigzku z procesem
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koncentruje si¢ wokét oddzialywania na funkcjonowanie systemu antyoksydantéw i
chloroplastowego tancucha transportu elektronow. Materialy przedstawione w publikacji
wzbogacajg dane dotyczgce wzrostu uzyskanych populacji przedstawione w suplemencie.

Trzecia praca (nr 3) przedstawiona w dysertacji opublikowana zostala w
Environmental Science and Pollution Research w 2023. Takze w tej pracy Doktorant jest
zardbwno pierwszym jak i korespondencyjnym autorem. Publikacja poswiecona jest analizie
poziomu szeregu skladnikow uczestniczacych w reakeji komorek na stres jondw miedzi w
liniach C. reinhardtii, ktére byly przedmiotem poprzednich prac, a w kilku seriach
doswiadczalnych dwoch dodatkowych linii. Badania skupity sie na aktywnosci
peroksydazowej i niefotochemicznemu wygaszaniu. Z zastosowaniem metody HPLC
oznaczano lipidy prenylowe, a parametry fluorescencyjne przy pomocy Fluorcam FC 800-0 z
zastosowaniem nizszej niz poprzednich pracach intensywnosci §wiatla wysycajacego
ustalonej na wysokosci 2600 umoli m?s™. W pracy przedstawiono migdzy innymi zmiany
zawartosci chlorofilu a i chlorofilu b w poszczegdlnych testowanych populacjach i to
zarowno w $wietle 50 pmoli m?s”jak i 10 pmoli m?s™. Czy Autor nie zgodzilby si¢ z teza, ze
bardziej informatywne dla zrozumienia dostosowania aparatu fotosyntetycznego do
warunkow stresu byloby przedstawienie tych wartoscei jako stosunek chla/chlb w
poszczegblnych wariantach doswiadczen? Wartosé stosunku chla/chlb pozwala okreslaé w
jakim stopniu aparat fotosyntetyczny dostosowany jest do warunkéw wysokiej intensywnosci
$wiatla, W pracy wykazano, ze ekspozycja komdrek na obecnosé jonow Cu zwigksza poziom
tokoferolu oraz plastochinonu i obniza zawartos¢ plastochinonu utlenionego. Zaréwno te
zmiany jak i zmiany aktywnosci peroksydazy pozwalaja sadzi¢, ze tolerancja na obecnosé
jondéw miedzi u okreslonych linii C. reinhardlii jest powigzana z aktywnoscig tadcucha
transportu elektronéw i zdolnoécig wygaszania niefotochemicznego. Opisane zmiany
porzadkuja naszg wiedze na temat przystosowywania si¢ aparatu fotosyntetycznego do
warunkéw skazonego srodowiska.

Wszystkie pomystowo przeprowadzone serie doswiadczalne opisane w pracach
zaowocowaly duzg iloscia wynikow, umozliwilty wyciggniecie wielu wnioskéw, dokonanie
pewnych uogolnien oraz zaproponowanie zmian wybranych parametrow fizjologicznych,
ktore mogg charakteryzowaé materiat roslinny poddany oddzialywaniu stresu metali cigzkich
w warunkach naturalnych. Calo$§é zwienczy ogolna dyskusja wynikéw uzyskanych w
poszczegblnych publikacjach. W rozdziale Podsumowanie Autor dostarczyt kilka
dodatkowych informacji pozwalajgcych zrozumie¢ sekwencje poszezegolnych poczynionych
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pracach dostarczajg czytelnikowi duzej porcji informacji i sg rzeczowe, a Doktorant wykazat
si¢ ostroznym 1 krytycznym podejéciem do przedstawionych rezultatéw. Calo$é opisanych
prac skladajgcych si¢ na spdjna calo$é ma duze znaczenie poznaweze. Nowa wiedza
wynikajgca z trzech opublikowanych prac pozwala nam zrozumie¢ szereg detali dotyczacych
oddziatywania nadmiaru metali ciezkich na organizmy zywe.

W rozdzialach ,,Material i Metody” poszczego6lnych opublikowanych prac
znajdujemy w miarg szczegolowy opis materiatu i metod badawczych. Z zaciekawieniem
czyta si¢ te fragmenty prac. Szczegdlowos¢ opisdéw jest podyktowana wymaganiami redakcji
poszezegdlnych czasopism. Testy statystyczne zastosowane w pracach sg wlasciwie dobrane i
upowazniajg do wyciagniecia jednoznacznych wnioskow.

Calos¢ opisywanej pracy doktorskiej w pierwszej czesci koncentruje si¢ na
problemie dobrania wlasciwego do badan materialu, a w drugiej ma charakter
fizjologiczno-biochemiczny. Wyniki i rezultaty sa przedstawione w sposob skondensowany.
Doktorant jest wspolautorem szeregu innych prac oryginalnych i najwyrazniej zdobyt juz
pewne doswiadczenie, ktore zaowocowalo w trakcie zestawiania publikacji wybranych do
pracy doktorskiej. Na uwage zashuguje tez fakt, ze rozdziaty Wstep 1 Podsumowanie napisane
sg zwiezlym, treSciwym i poprawnym jezykiem, co bardzo ulatwia lekture. Podsumowanie
unaocznia jak uzyskane wyniki mogg by¢ jeszcze eksploatowane, i to w szerszym kontekscie,
niekoniecznie tylko w analizie wybranego materiatu roslinnego i analizowanego czynnika
stresowego. W moim przekonaniu zebranie w jednym dokumencie wszystkich trzech prac jest
istotnym osiggnieciem rozprawy. Obserwacje te moga wprowadzi¢ istotne nowe elementy do
naszej wiedzy na temat adaptacji roslin do zmiennych warunkéw srodowiskowych.
Przedstawione badania umozliwiajg dogl¢bng interpretacj¢ wynikéw dzigki rownoleglym
pomiarom na podobnym materiale, co stanowi o wartosci eksperymentow. Wartym
podkreslenia jest fakt udzialu Doktoranta w szeregu innych jedynastu (11) publikacji
dotyczacych zblizonych zagadnien, ktdre zostaly zacytowane dotychczas juz 117 razy (WEB
of Science).

Sprecyzowane w pracy wnioski pokazuja ogdlny wkiad Doktoranta w postep w
badaniach nad opisywanym gatunkiem jak réwniez maja zastosowanie w analizie wplywu na
innym materiale roslinnym. Opisane powyzej spostrzezenia dotyczgce ocenianej pracy
sklaniajg mnie do sformulowania nastepujacych pytan pod adresem Doktoranta:

1. Znaczna czeé¢ dyskusji toczy sie wokol probleméw zmiany wybranych parametrow

fizjologicznych w zaleznosci od stosowanego nat¢zenia stresu obecnosci jonow miedzi. W



jakim stopniu na podstawie przedstawionych wynikow doswiadczen mozna spekulowaé na
temat roznic lub podobienstwie reakcji rosliny na inne metale cigzkie?

2. Czy w kontekscie przedstawionych wynikow i danych literaturowych mozna
dyskutowa¢ na temat podobienstwa mikroewolucji gatunkow roslin naczyniowych na inne

czynniki stresowe?

Podsumowanie:

Oceniana praca cenzusowa zawiera wszystkie elementy typowe dla rozpraw doktorskich
i spelnia wszelkie wymagania formalne i merytoryczne okreslone w artykule 13 Ustawy
Z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki, stawiane tego typu opracowaniom. Doktorant wykonal badania
tolerancji kultur Chlamydomonas reinhardtii na stres nadmiaru jonéw miedzi, a wyniki
bez watpienia beda w przyszlosci eksploatowane takize przez badaczy zajmujacych sig
innymi gatunkami. Wykonal duzg ilo§¢ analiz, ktére stanowia znaczacy wklad w postep
badan dotyczacych oceny tolerancji organizmow fotosyntetyzujacych na ten typ stresu
abiotycznego. Autor wykazal si¢ wiedza, konsekwencja, skrupulatnoscia i
przygotowaniem do prowadzenia prac badawczych. W zwiazku z tym z pelnym
przekonaniem stawiam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie mgra Bartosza Plucinskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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