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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Danuty Kusaka pt.
sFunkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego rzodkiewki (Raphanus sativus L. var.

sativus) uprawianej w warunkach niedoboru wybranych skladnikéw mineralnych”.

Recenzja zostata sporzadzona w zwigzku z pismem z dn. 03.07.2020 r. podpisanym przez
prof. dr hab. Agnieszke Gniazdowska-Piekarskg, Dyrektor Instytutu Biologii SGGW
o powolaniu mnie na recenzenta przez Rade Dyscypliny Nauk Biologicznych SGGW

w Warszawie.

Wzrost i rozw6j roslin podlegajg licznym ograniczeniom ze strony srodowiska, szczegdlnie
w sytuacji, gdy natezenie czynnika niekorzystnego jest na tyle duze, ze powoduje zaburzenia
struktury lub funkeji organizmu, a wigc stres. Jednym z waznych czynnikéw stresowych jest
deficyt mineralny. Juz niewielki, ale przedluzajacy si¢ niedobor niektorych skladnikow
mineralnych w podlozu moze powodowaé zaburzenia w metabolizmie roslin. Problem ten ma
wymiar poznawczy, gdyz dotyczy podstaw fizjologii stresu roslin, a takze aplikacyjny, gdyz
deficyt mineralny moze prowadzi¢ do obnizenia plonu. Tematyce tej jest poswiecona
rozprawa doktorska, ktorej autorka jest mgr inz. Magdalena Kusaka. Praca powstala pod
opiekg naukowsg prof. dr hab. Mohameda Hazema Kalaji oraz promotor pomocniczej dr hab.

Katarzyny Kowalczyk.

Uwagi formalne

Rozprawa zostata przedstawiona jako oméwienie trzech artykutéw oryginalnych. Rozprawa
zawiera sze$é glownych rozdzialow: Wstep, Przeglad literatury, Materialy i metody,
Oméwienie i dyskusja wynikéw, Podsumowanie oraz Literatura. Calo$¢ jest poprzedzona

streszczeniem w formie polskojezycznej i angielskojezycznej. Dwa z trzech artykutow,
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ktorych wyniki weszty w sktad recenzowanej rozprawy doktorskiej zostaty juz opublikowane
w pismach sredniej klasy (70 pkt) wymienionych w Wykazie czasopism MNiSzW (Plant
Physiology and Biochemistry oraz Photosynthetica), a wiec spelniajg wymogi ustawy (Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce, Art. 187). Trzeci artykul, jako jeszcze nieopublikowany
(dopiero ztozony do druku), nie spelia tego wymogu. Niemniej opis metodyki i zataczone
wyniki umozliwily mi objecie tej pracy recenzja.

Dwie opublikowane prace wchodzace w sktad rozprawy sa wieloautorskie. przy czym
w obu Doktorantka jest pierwszym autorem, a w jednym roéwniez korespondencyjnym.
Ponadto do rozprawy dofaczono o$wiadczenia autorow o ich udziale w powstaniu
poszczegolnych artykutdéw, przy czym okreslono, jaki byt charakter ich wkiadu i udziat
procentowy. Z oswiadczen wynika, ze rola Doktorantki przy powstaniu artykutéow byla
wiodaca. Rowniez w trzecim, nieopublikowanym artykule Doktorantka znajduje si¢ na

wyrdznionym miejscu listy autorow.
Uwagi redakcyjne

Rozprawa jest napisana czytelnie mimo ze niekiedy konieczne bylo stosowanie technicznego
jezyka z uzyciem specjalistycznej terminologii. Obecne sg nieliczne bledy skladniowe
i stylistyczne (np. pierwsze zdanie Streszczenia). Redakcyjnie praca rowniez nie budzi duzych
zastrzezen. Nalezy jednak wspomnieé, ze Tabela 3 zostala umieszczona przed Tabelag 2.
Najwigcej zastrzezen budzi jednak cytowanie literatury. W tekscie znalaztem kilka pozycji,
ktdére nie znalazly si¢ w referencjach (Suzuki i in. 2009 — str. 12; Szymanska 2012 str. 18;
Kozik i Komosa 2012 — str. 28; Arquero i in. 2006 — str. 37). I odwrotnie, w tekscie zabrakto
jednego cytowania podanego w referencjach (Ahmad i Rasol 2014). Najwigkszy jednak
problem stanowi redakcja rozdzialu Spis literatury, bowiem brak w niej konsekwencii.
W pracy Doktorantka dowolnie umieszcza rok publikacji - po nazwiskach lub na koncu
wpisu, w dodatku niekiedy w nawiasach, a innym razem bez. Podobnie, w przypadkowy
spos6b podawany jest tom pisma — czasem dodawany jest W‘ nawiasach numer zeszytu,
a takze numer DOI. Réwniez cytowaniu rozdzialéw w monografiach Autorka nie poswiecita
nalezytej uwagi — czasem brakuje stron, czasem miejsca wydania. Ponadto w spisie literatury
dwie pozycje sg zdublowane (Hoagland i Arnon 1950; Malhotra i in. 2018). Powyzsze bledy
sg do$¢ typowe dla rozpraw doktorskich. Niemniej Doktorantka, ktéra ma juz w swoim

dorobku prace, w ktorej petnita funkcje autora korespondencyjnego powinna miec



$wiadomo$¢, jak duze znaczenie przywigzujg redakcje pism naukowych do konsekwentnego

stosowania stylu cytowania. Dotyczy to réwniez monografii.
Ocena merytoryczna

Rozprawa doktorska dotyczy wplywu ograniczenia dostepnosci trzech gléwnych
makroelementow, tzn. azotu, fosforu oraz potasu. Podejscie eksperymentalne jest
niewyszukane jak na projekt doktorski. Jako materiat badawczy uzyto siewek dwoch odmian
uprawnych rzodkiewki, ktérych wzrost byl prowadzony w kulturach wodnych. Zastosowano
pojedynczy schemat eksperymentalny, w ktorym siewki poczatkowo rosly na pozywce
kompletnej, nastgpnie na pozywce bez jednego z pierwiastkéw, a na koniec byly przenoszone
do warunkéw poczatkowych. Rowniez zestaw metod badawczych byl ograniczony.
Kilkakrotnie podczas eksperymentu oznaczano sktad pierwiastkowy organow siewek oraz ich
suchg mase, okreslano tez cztery parametry wymiany gazowej lisci standardowo mierzone lub
wyliczane przez analizatory CO»/H.O wiodacych firm (fotosynteza netto, transpiracja,
przewodnos¢ szparkowa, migdzykomoérkowe stezenie CO;), oraz szacowano poziom
chlorofilu (w jednostkach umownych wyliczanych na podstawie spektrum liscia). Ponadto
jednokrotnie, pod koniec okresu wzrostu roslin przy deficycie mineralnym, charakteryzowano
sprawnos¢ aparatu fotosyntetycznego na podstawie testu JIP opartego o analize krzywej
szybkiej sktadowej wzbudzenia fluorescencji chlorofilu. W dwodch opublikowanych pracach
dodatkowo oceniano zmiany w strukturze chloroplastéw i tylakoidéw z uzyciem mikroskopu
konfokalnego 1 elektronowego. Jednak w omowieniu, stanowigcym podstawe oceny
rozprawy, ten temat nie jest przez Autorke poruszany. Mogloby to wskazywac, ze
Doktorantka nie przywiazuje wagi do wynikéw ultrastrukturalnych lub uznata je za nieistotne.
Nie jest wiec jasne po co znalazly si¢ one w opublikowanych pracach. Prosze o wyjasnienie
tej watpliwoscei podczas publicznej obrony.

Motywem przewodnim recenzowanej rozprawy doktorskiej jest analiza efektywnosci
aparatu fotosyntetycznego siewek rzodkiewki w warunkach deﬁcytu trzech sktadnikéw
mineralnych niezbednych dla zycia roélin. Podstawowa metoda uzyta w badaniach byl test
JIP. To nowoczesne narzedzie jest ostatnio czgsto stosowane w badaniach stanu aparatu
fotosyntetycznego. Test dostarcza licznych parametréw wyliczanych na podstawie analizy
krzywej szybkiej fazy fluorescencji chlorofilu wzbudzanej impulsem $wiatlta wysycajacego
centra fotosyntetyczne. Na podstawie takiej analizy czes¢ badaczy wycigga daleko idace

wnioski odnos$nie podloza biofizycznego modyfikacji szlaku transportu elektronow m.in. pod
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wplywem stresow $rodowiskowych. Wnioski te sg w duzej mierze oparte o zalozenia
teoretyczne 1 korelacje, wigc niekiedy mogg mie¢ charakter mniej lub bardziej spekulacyjny.
Natomiast niewatpliwa zaleta testu JIP jest tatwos¢ uzycia i nieniszczacy charakter pomiarow.
Dlatego metoda jest bardzo przydatna w badaniach przesiewowych, w ktérych pomiarami
objete sg liczne materialy. Takie podejscie pozwala oceni¢ zmienno$¢é w obrebie gatunku czy
populacji, a nawet selekcjonowaé genotypy tolerujace stres. Narzedzie moze byé tez
wykorzystane wspomagajaco w badaniach mechanizmoéw danego zjawiska poprzez uzycie
dobrze zdefiniowanych genotypéw wykazujacych wyrazne zréznicowanie pod wzgledem
danej cechy, ewentualnie mutantéw lub transformantéw. I tu nasuwa mi sie kolejna
watpliwos¢ odnosnie recenzowanego projektu doktorskiego. Nie rozumiem bowiem dlaczego
Doktorantka ograniczyla material badawczy do dwdch odmian uprawnych, niewykazujacych
w dodatku duzego zréznicowania pod wzglgdem na reakcji fizjologicznych na stres.
Dysponujgc nowoczesnym urzadzeniem do analizy krzywej szybkiej fazy indukcji
fluorescencji mozna bylo bez wydluzenia cyklu eksperymentalnego przebadaé¢ duzo wiecej
materialdw. Prosze o wyjasnienie, dlaczego w badaniach nie uzyto szerszego spektrum dobrze
zdefiniowanych i1 zréznicowanych pod wzgledem odpowiedzi na stres genotypéw. Czy
przeprowadzono badania wstgpne, w ktérych wybrano konkretne dwie odmiany uprawne?
A jesli nie, to dlaczego je wybrano?

Zalozeniem pracy widocznym m.in. w postawionych hipotezach roboczych jest
istnienie  bezposredniego zwigzku miedzy deficytem azotu, fosforu 1 potasu,
a funkcjonowaniem fotosyntetycznego tancucha transportu elektronow. Takie podejscie
pomija jednak zlozono$¢ funkcjonowania rosliny, a przeciez stres zwigzany z deficytem
sktadnikow mineralnych wplywa na wszystkie jej organy. Nie mozna wiec wykluczy¢, ze
efekty obserwowane w odniesieniu do aparatu fotosyntetycznego sa wtorne w stosunku
zaburzen innych proceséw. Taka hipoteza to nie tylko spekulacja, ale znajduje potwierdzenie
w wynikach recenzowanej rozprawy doktorskiej. W przypadku eksperymentu odnoszacego
si¢ do deficytu azotu, analiza ultrastruktury chloroplastow (pominicta w dyskusji przez
Doktorantke) wskazuje na znaczne powigkszenie si¢ ziaren skr(l)bi u roslin po okresie wzrostu
w warunkach deficytu azotu. Jednoczesnie autorka zaobserwowala stopniowe obnizanie sig
natezenia fotosyntezy netto w trakcie trwania stresu. Obie te obserwacje sg ze soba
w sprzecznosci, gdyz akumulacja skrobi w liSciach jest objawem zwiekszonej podazy
asymilatow w lisciach. Taka sprzeczno$¢ powinna by¢é zauwazona przez autoréw pracy
1 przedyskutowana, co jednak nie miato miejsca. Akumulacja skrobi pod postacig ziaren

w chloroplastach jest dos¢ typowym objawem réznych streséw, w tym deficytu mineralnego
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1 jest zwigzana z ograniczeniem popytu na asymilaty ze strony akceptoréw (por. prace Pani
Prof. Zofii Starck z Katedry Fizjologii Roélin SGGW), m.in. korzenia, ktéry jest gléwnym
akceptorem w przypadku mlodych roslin. Mozna wiec przyjaé hipoteze, ze deficyt mineralny
powodowatl zahamowanie odptywu asymilatéw z donoréw, a co za tym idzie ich nadpodaz
w lisciach 1 aklimatyzacyjne zmiany w aparacie fotosyntetycznym (m.in. obnizenie
fotosyntezy netto). W zwiazku z tym test JIP wykonany przez Doktorantke pod koniec okresu
wzrostu roslin w warunkach deficytu mineralnego pokazywat jedynie wtorne, a wiec
niespecyficzne efekty zwiazane np. ze zmiang profilu ekspresji genow fotosyntetycznych,
z mechanicznymi zmianami ultrastruktury tylakoidéw pod wplywem silnie powieckszajacych
si¢ ziaren skrobi, ewentualnie z przyspieszonym starzeniem sie¢ chloroplastow (o czym
mogtyby $swiadczy¢ widoczne w chloroplastach plastoglobule). Powyzsza hipoteze mozna by
tatwo sfalsyfikowaé, gdyby test JIP byl wykonywany w ciggu calego okresu trwania
cksperymentu, tak jak pomiary wymiany gazowej lub nawet czesciej, gdyz samo oznaczanie
krzywej indukcji jest proste i szybkie. Mozna by wtedy okredli¢, czy zaburzenia
w fotosyntetycznym lancuchu transportu elektronéw (faza jasna) poprzedzajg zmiany
w fotosyntezie netto (faza ciemna) czy odwrotnie. Pierwsza mozliwo$é bylby bardzo
atrakcyjna, gdyz wskazywataby na mozliwos$¢ uzycia testu JIP do selekcji tolerancyjnych
genotypow na bardzo wczesnych etapach stresu. Prosze o wyjasnienie podczas publicznej
obrony, dlaczego test JIP byl wykonywany jedynie pod koniec okresu poddawania roslin
stresowl, a nie dynamicznie, tak jak wymiana gazowa i szacowanie zawartosci chlorofilu

w lisciach.
Podsumowanie

Podniesione przeze mnie niedociagnigcia nie obnizaja mojej raczej pozytywnej oceny pracy.
Wytknigte bledy redakcyjne i literaturowe sa dos¢ typowe dla rozpraw doktorskich i wynikaja
z braku doswiadczenia, a zapewne i czasu podczas przygotowywania rozprawy. Natomiast
uwagi dotyczace zalozen w pracy oraz schematu eksperymentalnégo sformutowatem gtéwnie
dla sprowokowania dyskusji naukowej, a moze i przemyslen odnosnie dalszych kierunkow
badan.

Rozprawa spelnia podstawowe wymogi odnosnie prac doktorskich. Mgr inz.
Magdalena Kusaka wykazala si¢ duzg wiedzg teoretyczng oraz umiejetnoscig samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, szczegolnie przy analizie danych odnoszacych si¢ do krzywych

szybkiej fazy indukcji fluorescencji w badanym materiale iprobie przetozenia ich na
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wyjasnienie zmian w fotosyntetycznym tancuchu transportu elektronéw pod wplywem stresu.
Co wiecej, rozprawa dostarcza oryginalnego rozwigzania problemu naukowego. Zostato to
potwierdzone opublikowaniem cze$ci wynikoéw w postaci dwoéch artykuléw naukowych
w dobrych pismach specjalistycznych. Przedstawiona do oceny rozprawa spelnia tez kryteria
formalne wymagane dla dysertacji doktorskiej. Wnioskuje wiec o dopuszczenie mgr

Magdaleny Danuty Kusaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Warszawa, 17.08.2020 prof. dr hab. Pawel Sowinski
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