RECENZJA

pracy doktorskiej Pana mgr. inz. Mateusza Matuszkiewicza
pt. Regulatory programowanej $mierci komdrki
a reakcja rosliny na nicienie pasozytnicze

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska, Pana mgr. Mateusza Matuszkiewicza, zostata wykonana
w Katedrze Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roéli Szkoty Gtdwnej Gospodarstwa Wiejskiego, pod
kierunkiem pana dr. hab. Marcina Filipeckiego. Od wielu lat tematyka badan prowadzonych w
laboratorium Pana Prof. Marcina Filipeckiego dotyczy réznych aspektéw odpowiedzi roélin na nicienie.
Badania te sg realizowane w znakomite;j wspotpracy zgrupg dr. inz. Mirostawa Sobczaka, takze z SGGW.

Na pracg doktorskg sktadajg sie trzy wieloautorskie publikacje, ktére ukazaty sie w recenzowanych
migdzynarodowych czasopismach naukowych (Frontiers in Plant Science, Plant Physiology and
Biochemistry i Protoplasma) w 2018 i 2019 roku. Aktualny taczny wspdtczynnik oddziatywania dla tych
periodykdw wynosi niemal 13. W dwéch pierwszych publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem
a jego udziat, w oparciu o zataczone oswiadczenia, jest dominujacy i wynosi odpowiednio 70% i 75%.
W trzeciej pracy, firmowanej przez grupe dr. inz. Sobczaka, rola Doktoranta oszacowana zostata na
20%. Oprécz publikacji, w pracy doktorskiej znajdujg sie takze Streszczenia w jezyku polskim i
angielskim; Cel badari i Hipotezy badawcze; Materialy i Metody; Przeglgd literatury; Omdwienie
wynikéw; Wnioski; Spis literatury oraz Oswiadczenia dotyczqce udziafu kandydata i wspdtautordw.
Forma pracy, jak dla mnie, uktadem nieco bardziej przypomina klasyczng rozprawe niz tzw. ,spinke”,
bo dotychczas nie spotkatam sie np. z zamieszczaniem rozdziatu Materiafy i Metody. Niemniej brak jest
zalecanego standardu w tej kwestii, stad moje uwagi majq bardziej charakter doradczy.

Przeglqd literatury jest stosunkowo obszerny i doé¢ dobrze wprowadza czytelnika w tematyke prac.
Osobiscie inne proporcje zastosowatabym przy charakterystyce hormonéw, ktére petnig role w
interakcji roslin z nicieniami. Przyktadowo opisano fizjologiczne znaczenie cytokinin, natomiast we
wstepie nie znalaztam nic o fizjologicznej funkcji etylenu, podczas gdy to wiasnie na etylenie
koncentruje sie jedna z publikacji. Moze to przeoczytam, ale wydaje mi sig, ze w tej czesci nie zostata
tez wprowadzona petfna nazwa ani dla etylenu ani dla kwasu salicylowego czy jasmonowego, co dla
czytelnika spoza naszej dziedziny mysle, ze moze by¢ sporym utrudnieniem w percepcji tekstu. Cel
pracy zostat zakrojony bardzo szeroko i dotyczy¢ miat wieloptaszczyznowej analizy odpowiedzi roélin
wrazliwych na pasozytnicze nicienie, ze szczegolnym uwzglednieniem roli programowanej Smierci
komorkowej. Kolejng czg$¢ stanowig Materiaty i Metody. Wbrew nazwie w tej czesci nie podano spisu
materiatéw a jedynie opisano niektére metody. Nie wiem tez, jaki byt klucz ich wyboru, cho¢ musze
przyznac, ze opis sposobu wykonania testéw infekcyjnych niewatpliwie przyczynit sie do lepszego
zrozumienia  przeprowadzonych eksperymentéw. Nastgpnie zamieszczono kilkustronnicowe
Omowienie wynikéw, osobno dia kazdej z prac. Mysle, ze walor poznawczy i mozliwoéé dyskus;ji i
aktualnych wynikéw, i postawienia nowych hipotez, bytyby duzo wigksze, gdyby prace streszczono i



skomentowano wspélnie. Zamieszczone prace ukazaty sie wezesniej w recenzowanych czasopismach,
dlatego tez czuje sie zwolniona z ich szczegotowej recenzji i tylko pokrotce je tu przedyskutuje.

Matuszkiewicz M, Sobczak M, Cabrera J, Escobar C, Karpiriski S, Filipecki M. (2018) The role of
programmed cell death regulator L5D1 in nematode-induced syncytium formation. Front Plant Sci.

9:314.

W pierwszej z prac autorzy podjeli sie odpowiedzi na pytanie, w jaki sposéb mechanizmy
programowanej $mierci komérkowej roslin przyczyniaja sie do skutecznej inwazji nicieni. W tym celu
wykorzystano mutanty Arabidopsis w genach kodujgcych, znane wczesniej, biatka regulujace
programowang $mier¢ komérkowa. Jak wykazano, mutacja w genie LSD1 prowadzita do zmniejszenia
populacji samic i samcéw na korzeniach, natomiast tylko w tle genetycznym Col-0 (w przeciwierstwie
do Ws-0) obserwowano takze redukcje i wielkoéci syncytium, i rozmiaru zerujacej na nim samicy. Co
ciekawe, mutacja w LOL2 miata przeciwstawny wobec LSD1 charakter. W pracy tej analizowano tez
zmiany w transkryptomach podczas rozwoju syncytiow na korzeniach roélin dzikiego typu w
odniesieniu do korzeni mutantéw. Dane z tych doéwiadczen pozwolity wysung¢ przypuszczenie
odnosnie znaczenia proceséw autofagii dla interakcji rodlin z nicieniami, co zweryfikowano
doswiadczalnie. Co warto podkresli¢, wyniki eksperymentéw z tej pracy przyczynity sie tez do
zaproponowania ciekawych hipotez badawczych w trzeciej z zatgczonych publikaciji.

Matuszkiewicz M, Koter MD, Filipecki M. (2019) Limited ventilation causes stress and changes in
Arabidopsis morphological, physiological and molecular phenotype during in vitro growth. Plant
Physiol Biochem. 135:554-562.

Druga praca zwraca uwage na parametry techniczne, podczas prowadzenia kultur in vitro, ktére maja
wptyw na kondycje roslin, co wptywa z kolei na odpowiedz roélin na nicienie. Jako osoba, ktére
wykonata liczne testy z patogenami dobrze wiem, e powtarzalnoé¢ wynikow zalezy od wieku rosliny,
stanu fizjologicznego czy nawet potozenia liscia, ktory poddawany jest inokulacji. Takze wptyw etylenu
jest dobrze znany na proces infekcji, co odpowiednio wykorzystuje sie np. przy transformacji roélin z
uzyciem Agrobacterium tumefaciens (pozostawienie niezalepionych szalek podczas niektérych etapéw
transformacji czy uzycie inhibitoréw odpowiedzi na etylen). Obserwowano te: wczesniej wydzielanie
etylenu przez materiaty uzywane do prowadzenia kultur (Moniuszko i wsp, 2018 BioTechniques).
Niemniej kazda kolejna praca, ktdra zwraca uwage na takie technikalia czy systematyzuje fakty jest
cenna dla naszego $rodowiska.

Baranowski t, Rézanska E, Sartko-Sawczenko |, Matuszkiewicz M, Znojek E, Filipecki M, Grundler FMW,
Sobczak M. (2019) Arabidopsis tonoplast intrinsic protein and vacuolar H*-adenosinetriphosphatase
reflect vacuole dynamics during development of syncytia induced by the beet cyst nematode
Heterodera schachtii. Protoplasma 256:419-429.

W tej pracy autorzy starajg sie odpowiedzie¢ na pytanie, jakie jest pochodzenie pecherzykéw, licznie
wystepujacych podczas rozwoju syncytium, ktére pojawiajg sig w miejsce centralnej wakuoli. Dzieki
serii doswiadczen, autorzy w przekonywajacy sposéb pokazuja, ze i) pecherzyki te znakowane s
markerami typowymi dla wakuoli, potwierdzajac tym samym ich zakfadang w literaturze nature oraz
ii) ze powstajg de novo poprzez rozszerzanie struktur retikulum endoplazmatycznego podczas rozwoju
syncytium a w dojrzatym syncytium ulegaja fuzji. Tym samym ta publikacja wnosi wazny element w
zrozumienie mechanizméw tworzenia sie syncytiow.

Zwaiywszy na oméwiong tematyke wigczonych prac, tytut dzieta wydaje sie nieco zbyt waski, gdyz
odnosi sig w zasadzie do pierwszej z tych publikacji.



Do czesci merytorycznej miatabym kilka pytari i komentarzy:

-polemizowatabym ze stwierdzeniem zawartym w abstrakcie, ze »...brak aktywnosci LSD1 powodowat
prawie trzykrotny spadek ztozonosci odpowiedzi na atak i zerowanie larw...”. Jest ono stuszne jedynie
w odniesieniu do zmiany w poziomie transkryptéw, bo taka analize przeprowadzat Doktorant.
Natomiast reakcja roslin na nicienie jest, jak zresztg zauwaza Doktorant, ztozona. Nieuprawnione jest
zafozenie, ze zmiany w poziomie transkryptéw przektadaja sie liniowo na inne procesy. Chciatabym,
zeby Doktorant skomentowat te kwestie podczas publicznej obrony.

-nie mogg sig tez zgodzic ze stwierdzeniem, ze sekwencjonowanie bibliotek cDNA czyli tzw. RNAseq
stuzy do monitorowania zmian aktywnosci genéw na poziomie transkrypcji. RNAseq, w klasyczne;j
postaci pokazuje zmiany w poziomie RNA, ktéry to poziom jest wypadkowg szeregu proceséw w tym
aktywacji genéw na poziomie transkrypcji. Istniejg wprawdzie modyfikacje tej metody, ktére pozwalaja
$ledzi¢ zmiany w indukcji transkrypcji czy stabilnosci transkryptéw. Jaki warsztat badawczy Doktorant
zastosowatby w tym celu?

-poniewaz z badan Doktoranta wynika, ze w reakcji roélin na nicienie pasoiytnicze zmienia sie poziom
ekspresji gendéw zwigzanych z autofagig oraz zmieniona jest podatnoéé na nicienie w testowanych
mutantach tego procesu, chciatabym poprosi¢ Doktoranta, aby zaproponowat doswiadczenia, ktére
mogtyby rozwina¢ ten watek badawczy i zeby przy projektowaniu doswiadczen, nie ograniczyt sie tylko
do technik stosowanych w swoich pracach.

-w oparciu o wyniki trzeciej publikacji, jednym z komérkowych komponentéw, na ktére wplywaja
nicienie sg transportery cukréw SWEET, przy tej okazji chciatabym, zeby Doktorant podat przyktady
fitopatogendw, ktére takie manipuluja biatkami z tej rodziny. W kontekscie tej pracy najbardziej
interesujgce wydaja mi sie takie przyktady, gdzie cel przejecia kontroli nad tymi biatkami nie ogranicza
sig do pozyskiwania sktadnikéw odzywczych. W jaki sposéb Doktorant wpisatby ten inny mechanizm
uzurpacji biatek SWEET w swoje wyniki?

-jaki typ RNA ma spektrum absorpcji przy fali o dlugosci 595 nm? Pytanie to narodzito mi sie po
przeczytaniu fragmentu Materiatéw i Metod dotyczacego analizy RNA za pomocg Nanodrop

Od strony formalnej rozprawa zawiera, moim zdaniem, szereg uchybien. Przede wszystkim, sposéb
prezentacji wynikéw (tekst pisany w l.mn.), szeroko zakrojony cel (obejmujacy wszystkie zadania
podjete w pracach a nie tylko te wykonane przez Doktoranta) oraz przygotowany wzor o$wiadczen
(czgsto podany tylko procentowy udziat autoréw a nie zakres przeprowadzonych analiz), nie utatwiajg
ustalenia, jaki jest rzeczywisty wktad doktoranta w powstanie poszczegdlnych prac. Tymczasem,
zgodnie z rozporzadzeniem ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, recenzja pracy doktorskiej w tej
formie ma zawiera¢ ocene indywidualnego wktadu kandydata w powstanie publikacji. Stad tez przy
ewaluacji skoncentrowatam sie gtéwnie na dwdch artykutach, w ktérych wspdtuczestnictwo
doktoranta byto dominujgce (min. 70%) oraz podano na czym polegata jego rola w ich powstaniu.

Sugerowatabym jednak na przysztos¢, zeby i Promotor i Rada Jednostki, bardziej precyzyjnie okreélili
wytyczne odnoéne formy pracy, w tym aby zostat opracowany wzor oswiadczenia zawierajgcy
szczegotowy udziat poszczegdlnych autoréw w planowaniu i zdobyciu funduszy na badania,
przeprowadzeniu poszczegdlnych eksperymentéw, ich analizie czy przygotowaniu manuskryptu. Z
kolei wspélne omdwienie wszystkich prac tworzacych osiggnigcie, wpisanie ich w szerszy kontekst z
nakresleniem kierunkéw dalszych badar oraz z zaznaczeniem, ktére doéwiadczenia byty wykonane
przez doktoranta, niewatpliwie umozliwitoby doktorantowi wykazanie sig wiedza, zdolnoscig do
osadzenia wiasnych wynikow w aktualne trendy, umiejetnoscig analizy i syntezy a réwnoczeénie
stanowitoby forme znacznie utatwiajaca dokonanie oceny. Ponadto, czes¢ oswiadczer powstata na



zasadzie powielania pewnego wzorca, stad tez sam doktorant wyraza zgode na wykorzystanie jednejz
publikacji we wtasnym przewodzie doktorskim, a sgdzac po tytule innych dokumentéw , 0éwiadczenia
doktoranta”, zaréwno prof. M. Filipecki, jak i dr M. Koter, zostali zdegradowani do roli doktorantéw.

Kontynuujac uchybienia formalne, z obowigzku recenzenta, muszg wspomniec, ze przy przygotowaniu
pracy nie dochowano nalezytej starannoéci: interpunkcja w zasadzie nie istnieje, znalaztam szereg
literowek, bfedéw gramatycznych (zta forma, brak konsekwencji w stosowaniu czaséw), nieprawidtowy
zapis gendéw i ich produktéw. Godna pochwaly jest natomiast starannoé¢ Doktoranta w unikaniu
wyrazen zargonowych i wiasciwym dobieraniu polskich odpowiednikéw dla terminéw czy pojec
stworzonych w literaturze obcojezycznej. Wymienie tylko przyktadowe uwagi, poniewaz na niektérych
stronach pracy doktorskiej naniostabym nawet ok. 10 drobnych poprawek, stad tez wykazanie

wszystkich przerodzitoby te recenzje w opasty tom.

I tak, nie partogeneza a partenogeneza, nie rozetka a rozeta u Arabidopsis, nie papina a papaina (cho¢
tu musze zwrdci¢ uwage na niejaka konsekwencje w niepoprawnosci, tj. i po polsku, i po angielsku jest
podobna forma, odpowiednio papina i papin). ...transkrypty grupowane s3 nie podtég a podtug
klasyfikacji

Wprawdzie Stownik Jezyka Polskiego PWN, dopuszcza stosowanie podwdjnych nawiaséw okragtych,
jednak rekomenduje unikanie nawiasu w nawiasie, poniewaz utrudniajg one odbiorcy orientacje w
tekécie. Mi pozostaje tylko dotaczy¢ sie do tej opinii.

Chciatabym zwréci¢ uwage, ze niektére btedy czy braki, ktére wydawa¢ moga sie btahe, moga zaburza¢
zrozumienie tekstu. Przyktadowo ponizsze zdanie, mozna zrozumieé przynajmniej dwojako. Natomiast
juz wstawienie przecinkéw a najlepiej jeszcze zmiana szyku, nadatyby mu jednoznaczny wydiwiek.

»S2C2ep Pseudomonas syringae, ktdry nie wytwarza korotyny (powinno by¢ koronatyny) imitujgcej JA
poprzez efektor HopX1 promuje degradacje biatek JAZ, ktére sa represoramiJA.”

Uchybienia te, mimo wszystko, nie wptywaja na mdj catosciowy pozytywny odbidr pracy. Nalezy tez
zwrdci¢ uwage, ze Doktorant jest wspotautorem innych publikacji a jego aktualny wspdtczynnik Hirscha
wynosi 3, co jak na ten etap kariery naukowej, jest bardzo dobrym osiggnigciem. Moja internetowa
kwerenda pozwolita mi tez ustali¢, ze Doktorant odbyt kilka krétkoterminowych stazy w rdznych
zagranicznych osrodkach naukowych, co jest bardzo dobrym prognostykiem dla jego dalszego rozwoju

naukowego.

Biorac zatem pod uwage wypetnienie w mojej opinii wszystkich ustawowych wymogéw oraz
bezsprzecznie znaczacy wkiad doktoranta w powstanie artykutow tworzacych te rozprawe, zwracam
si¢ do Rady Instytutu Nauk Ogrodniczych Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o
Przyjecie pracy doktorskiej i dopuszczenie Pana mgr. inz. Matuszkiewicza do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

f o
V/" // -
Dr hab. Magdalena Krzymowska, prof. Jednostki

Warszawa, 24.04.2020



