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pt. "Biotechnologiczne aspekty sSmierci komorkowej zaleznej od biatek LSD1, EDS1 i PAD4 u

RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pana mgr-a. Macieja J. Bernackiego

Populus tremula x tremuloides oraz Arabidopsis thaliana”

Ocena formalna:
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana magistra Macieja J. Bernackiego,

wykonana zostata pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Stanistawa Karpinskiego, w Instytucie

Nauk Ogrodniczych Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Recenzowana praca dotyczy charakterystyki odpowiedzi dwdch modeli roélinnych (rosliny
zielnej Arabidopsis thaliana oraz wieloletniej rosliny drzewiastej Populus tremula [topola])
poddanych stresowi, zaréwno w uprawie fitotronowej, jak i polowej. Analizie poddawane byty
genotypy rodzicielskie oraz linie A. thaliana i topoli z mutacjami w genach, ktérych produkty
sq regulatorami odpowiedzi na biotyczne i abiotyczne bodZce $rodowiskowe, manifestujacej

sie zjawiskiem programowanej smierci komoérkowej.

Rozprawe stanowi kompilacja trzech, spéjnych tematycznie artykutéw, ktérych doktorant jest
wspoétautorem, opublikowanych w latach 2018-2019 w migedzynarodowych czasopismach
naukowych, o sumarycznym wspoétczynniku oddziatywania (na lata, w ktorych te publikacje
sie ukazaty) wynoszacym 8,457. Dwie z tych prac sg publikacjami oryginalnymi, a jedna ma
charakter przegladowy. W skiad rozprawy, poza wspomnianymi wczeéniej publikacjami,
wchodzi omowienie w jezyku angielskim, zawierajace: wprowadzenie, cele rozprawy,
materiaty i metody, analize uzyskanych wynikéw wraz z dyskusja, wnioski oraz bibliografie.

Do dysertacji dotqczono takze streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Rozprawie towarzyszy zestaw oswiadczer wspotautorow prac sktadajacych sie na rozprawe.
Brak jest natomiast, w moim odczuciu, najwazniejszego ofwiadczenia t. j. oswiadczenia
doktoranta, okreslajacego jego samodzielny wkiad w powstanie danej publikacji. Z lektury
dysertacji, recenzent absolutnie nie moze tego oszacowaé. Stanowi to zatem zZnaczgce

uchybienie formaine.

Moje powazne watpliwosci wzbudza ponadto zawarcie w rozprawie doktorskiej tabeli i
wigkszosci rysunkdéw w formie i tresci identycznej z tymi opublikowanymi w artykutach
Bernacki i in., (2018) Physiol. Plant., Bernacki i in., (2018) J. Plant Physiol., Bernacki i IThis



(2019) Plants, bez zamieszczenia w rozprawie zezwolern wydawcéw (t. j. John Wiley & Sons,
Inc, ELSEVIER, MDPI AG) na ich wykorzystanie. W sytuacji braku takiej zgody mamy do
Czynienia ze ztamaniem Praw Autorskich przynaleznych tym wydawnictwom, co w mojej

ocenie komplikuje dalsze postepowanie w przewodzie doktorskim, do czasu uzyskania
odnosnej zgody.

Z oswiadczen wspétautoréw mozna wnioskowaé, ze mgr M. Bernacki odgrywat wazng role w
przeprowadzeniu czesci eksperymentalnej opisanych badan, a takze brat udziat w
przygotowaniu manuskryptow publikacji co skutkowato tym, ze doktorant jest pierwszym
autorem w obu publikacjach oryginalnych oraz w wieloautorskiej pracy przegladowej. W
swietle przedstawionych danych, dobér tych prac, tak aby tworzyly rozprawe doktorska nie
budzi moich watpliwosci.

Prace stanowigce rozprawe, przed opublikowaniem w periodykach naukowych, podlegaty
wnikliwej i rygorystycznej recenzji (peer-review) angazujacej specjalistow i edytoréow
naukowych i uzyskaty ich pozytywne opinie. Nie widze zatem koniecznoéci omawiania strony

edytorskiej tych prac w dalszej czesci mojej oceny.

Ocena merytoryczna:

Zrozumienie molekularnych podstaw interakcji $rodowisko-rodlina, w tym aklimacja rosliny
do jego zmian, sg niezwykle interesujacymi zagadnieniami naukowymi. Sg takze warunkiem
sine qua non dla prowadzenia skutecznych programéw hodowlanych, majgcych na celu
zwigkszenie produktywnosci upraw, czy zredukowanie strat w wyniku suboptymalnych
warunkow srodowiskowych. Z tego tez wzgledu, poznanie naturalnych mechanizméw
regulujgcych odpowiedzZ roslin na rézne typy streséw (w tym biotyczne) jest bez watpienia
zagadnieniem majgacym wysoki priorytet. Jest to réwniez powodem, dla ktérego bardzo
wysoko oceniam range i znaczenie badar podjetych kilka lat temu przez Prof Stanistawa
Karpinskiego i Jego wspdtpracownikow. Ich celem bylo uzupetnienie wiedzy dotyczgcej
udziatu biatek regulatorowych (LSD1, EDS1 i PAD4) w uprawie prowadzonej w warunkach
polowych, zaréwno z wykorzystaniem rosliny zielnej A. thaliana, jak i wieloletniej rosliny

drzewiastej, jakim jest topola.

Oceniana rozprawa dotyczy wiasnie tej tematyki. Zastosowane przez doktoranta podejscia
doswiadczalne s nowatorskie, a co najwazniejsze atrakcyjne z punktu widzenia wiedzy
podstawowej.

W pierwszej z prac tworzacych dysertacje (Bernacki i in., (2018) J. Plant Physiol.) badano
rolg biologiczng biatka EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility 1). Wydawato sie, ze petni ono

funkcje regulatora w odpowiedzi na infekcje patogenne jedynie w A. thaliana i innych



roslinach zielnych. Wykorzystujac jako model drzewa topoli (hybryda Populus tremula L. x P,
tremuloides) uprawiane przez kilka sezonéw w srodowisku naturalnym wykazano, ze biatko to
jest wazne dla wzrostu i morfologii réwniez tego gatunku drzew. Do badan uzyto dwéch linii
transgenicznych topoli, ze zmniejszonym poziomem ekspresji PtEDS1. Obserwowane zmiany
parametrow fizjologicznych i biochemicznych wykazywaty korelacje z poziomem redukcji
ekspresji genu PtEDS1. Wyniki przeprowadzonych analiz dowiodly, ze poziom ekspresji
PtEDS1 ma znaczacy wptyw na morfologie drzew. Prawdopodobnie jest to wynikiem
zmienionej wydajnosci fotosyntezy, ktérej towarzyszg zmiany w metabolizmie alarmondéw
komorkowych, jakimi sa reaktywne formy tlenu czy kwas salicylowy. Nalezy tu podkreglic¢

nowatorski charakter tych prac, nie tylko w skali Polski.

W drugiej z prac sktadajacych sie na rozprawe (Bernacki i in., [2018] Physiol. Plant.) badano
jak biatka LSD1, EDS1 i PAD4, ktére sq regulatorami programowanej $mierci komérek (PCD)
u A. thaliana, w odpowiedzi na stresy abiotyczne i biotyczne, wplywaja na wzrost
wegetatywny i rozwdj generatywny roslin, przebiegajacy zaréwno w uprawie fitotronowej, jak
i polowej. Na podstawie zebranych danych przeprowadzono modelowanie matematyczne, w
ktérym wykazano, ze obecnos¢ lub brak biatek regulatorowych LSD1, EDS1 i PAD4, moze
wplywac modyfikujgco na efektywnos¢ wykorzystania wody (ang. Water Use Efficiency) przez
rosliny, poprzez zmiany wewnatrzkomérkowych pozioméw salicylanéw i H,0,. W kolejnych
krokach zweryfikowano hipoteze o mozliwosci stworzenia i zastosowania algorytmu, ktéry
pofaczy wewnatrzkomérkowe poziomy salicylandéw i reaktywnych form tlenu, na wczesnym
etapie rozwoju rosliny, z jej potencjatem do produkcji nasion. Umozliwitoby to uzyskanie tzw.
»zasady Ztotego Graala”, stosowanej w spekulacjach gietdowych, dla potrzeb hodowli roslin,
gdzie na wczesnym etapie ich rozwoju, mozna by bylo prognozowac potencjat danego

genotypu do produkcji nasion, na podstawie wybranych parametréw biochemicznych.

W ostatniej z publikacji (Biernacki i in., 2019 Plants 8, 290), ktéra jest praca przegladowa,
przedstawiono kompleksowy obraz opisujacy funkcje biatek regulatorowych: LSD1, EDS1 i
PAD4 w zarzadzaniu odpowiedziami na zdefiniowane stresy abiotyczne w uprawie polowej
oraz fitotronowej, zaréwno w modelu rodliny zielnej (A. thaliana), jak i wieloletniej rosliny
drzewiastej (topola).
Analizujgc dysertacje Pana mgr-a. M. Bernackiego, nasuneto mi sie kilka pytan i watpliwosci,
na ktore nie znalaztem odpowiedzi. W zwigzku tym prosze o ustosunkowanie sie do nich i
oméwienie podczas publicznej obrony:
1. Czy badanie pokroju/morfologii korony zmodyfikowanych drzew topoli (Ryc. 8A str.34)
miato charakter ilosciowy? Jesli tak, to jakich parametréw uzyto? Czy nie nalezatoby

zastosowac obrazowania w 3D?



2. W jaki sposob dokonywano wyboru lici topoli do pomiaru parametréw biochemicznych
(SA, H20;)?

3. Czy w topoli wystepuje gradient ilosci salicylandw w gramie tkanki lidci, w zaleznosci
od odlegtosci od stozkéw/strefy wzrostu? Jesli tak, to czy brano to pod uwage?

4. Jak dokonywano selekcji lisci (np. zacienione/nastonecznione; pora dnia) do
wyznaczenia parametrow fotosyntezy?

5. Czy sprawdzono poprawnos¢ stworzonego algorytmu, wykorzystujagc mutanty /sdi,
edsl-1 czy pad4 w innych liniach akcesyjnych Ws-0, czy innych ekotypach A. thaliana
np. Col-0?

6. Czy przed sformutowaniem, nawet wstepnej hipotezy faczacej wewngtrzkomorkowy
poziom salicylanéw i reaktywnych form tlenu z produktywnoscig nasion, nie nalezato
by jej najpierw sfalsyfikowac z wykorzystaniem populacji osobnikéw innych gatunkéw
rodlin? Dobrym przyktadem obrazujacym moja watpliwoéé jest ryz siewny japoriski
(Oryza sativa L. ssp. japonica), dla ktérego obserwowano wysoka zmiennos$é w
zawartosciach salicylanow w lisciach (siggajacg nawet 500X) w réznych jego
odmianach, przy braku zmiennosci w plonowaniu?!

7. Czy przy zwigkszonej produktywnosci nasion przez A. thaliana zachowana byta takze

ich zywotnos¢ (fitness) i sita kietkowania?

W podsumowaniu chce stwierdzi¢, ze przedstawione badania reprezentuja wysoki poziom
naukowy, wnosza nowe i wazne tresci do ogdinej wiedzy na temat podstaw odpowiedzi roglin
na suboptymalne warunki Srodowiskowe, co stanowi powazny problem agronomiczny nie

tylko w Polsce, lecz takze w skali globalnej.

Uwazam, ze oceniana praca spetnia wymogi zawarte w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003r. ,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie

sztuki” (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdéin. zm.), stawiane rozprawom doktorskim a w wielu
elementach znacznie je przekracza.

Zwracam sie zatem do Rady Dyscypliny Instytutu Nauk Ogrodniczych o przyjecie
rozprawy, po wczesniejszym uwzglednieniu moich zastrzezen formalnych, i

dopuszczenie Pana mgr-a. Macieja J. Bernackiego do dalszych etapow przewodu
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Prof. dr hab. Jace
Warszawa, 04.1V.2020 r.

doktorskiego.



