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

sativus) uprawianej w warunkach niedoboru wybranych skladnikéw mineralnych”

Rozprawa doktorska Pani Magdaleny Kusaka obejmuje bardzo wazne dla biologii roslin
zagadnienie jakim jest ich funkcjonowanie w warunkach niedoboru sktadnikéw mineralnych,
Wplyw niedoboru poszczegolnych sktadnikow mineralnych na aparat fotosyntetyczny je.st %
pozoru zblizony, jednak mechanizmy tego wplywu moga znaczaco si¢ r6znié, szczegolnie w
ujeciu dynamicznym co wynika z zachodzacych na siebie efektéw bezposrednich i posrednich.
Zagadnienie to zdecydowanie wymaga poszerzenia dostgi)nej wiedzy. W g pr‘otrzebe wpisuje
si¢ przedstawiona rozprawa doktorska. Podstawowa metoda badawcza, jaka postuzyla sig
Doktorantka sg pomiary kinetyki indukcji sygnalu fluorescencji chlorofilu. Jest to metoda
powszechnie stosowana w badaniach reakcji aparatu fotosyntetycznego roslin na czynniki
srodowiska, a jej umiejetnie interpretowane wyniki pozwalaja na wycigganie wnioskow
dotyczacych zaleznosci przyczynowo — skutkowych w funkcjonowaniu aparatu
fotosyntetycznego. Jest to przy tym metoda szybka i tania. Wezesne wykrywanie niedoboru
skladnikéw mineralnych i mozliwos¢ rozrézniania deficytu poszczegolnych pierwiastkow ma
dodatkowo kapitalne znaczenie dla prowadzenia zrownowazonej produkcji ogrodniczej i
rolniczej, a przez to zmniejszenia obciazenia srodowiska nadmiafowymi losciami zwigzkow
mineralnych oraz ograniczenia kosztow produkcji. Wobec powyzszego przedstawiona
rozprawa ma znaczenie nie tylko poznawcze, ale, jesli proponowana metoda zostanie
zastosowana w wigkszej skali w praktyce, réwniez potencjalne duze znaczenie praktyczne dla
uzyskania profitdéw srodowiskowych i spotecznych.

Jako rozprawa przedlozone zostaly trzy artykuty naukowe w jezyku angielskim, w tym

dwa opublikowane i trzeci bedacy na etapie recenzji:



1. Cetner (Kusaka) M.D., Kalaji H.M., Goltsev V., Aleksandrov V., Kowalczyk K., Borucki
W., Jajoo A. (2017) Effects of nitrogen-deficiency on efficiency of light-harvesting
apparatus in radish. Plant Physiology and Biochemistry 119: 81-92 (IF 2017: 3.094; IF5 lat:
3.607; MNiSW 35 pkt).

2. Cetner (Kusaka) M.D., Kalaji H.M., Borucki W., Kowalczyk K. (2020) Phosphorus
deficiency affects the I-step of chlorophyll a fluorescence induction curve of radish.
Photosynthetica 58 (SI): 671-681 (IF 2019: 2.219; IF5 lat: 1,913; MNiSW 70 pkt.)

3. Kusaka M., Kalaji H.M., Mastalerczuk G.. Dgbrowski P. Potassium deficiency impact on the
photosynthetic apparatus efficiency of radish (w recenzji w czasopi$mie Photosynthetica,
ID: 2584-06-2020).

Jak wida¢ Doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich artykutéw, a jej udzial w powstaniu

kazdego z artykulow stanowi 70% calosci. Artykuly opublikowane zostaly w czasopismach o

srednich wartoSciach wspolczynnika wplywu dla dyscypliny nauki biologiczne (obecna

punktacja MNiSW tych czasopism to 70 pkt.) jednak cieszacych sie uznaniem wsrod
naukowcow zajmujacych si¢ biologia eksperymentalng roslin, w tym biologiag aparatu

fotosyntetycznego. Wéréd wspolautorow artykulow znalez¢ mozna uznanych specjalistow w

zakresie badan aparatu fotosyntetycznego roslin i technik pomiaru fluorescencji chlorofilu nie

tylko z Polski, ale i z zagranicy (Prof. Prof. Goltsev, Aleksandrov i Jajoo). Swiadczy to
posrednio o randze prowadzonych przez Doktorantke badan.

Do rozprawy dolaczono tez czterdziestostronicowe (nie liczac streszezen i spisu tresci)
polskojezyczne omowienie stanowigcych rozprawe publikacji. Opracowanie to jest starannie
przygotowane, zawiera material ilustracyjny oraz cytuje 100 pozycji literatury. Opracowanie to
nalezy pochwali¢ za kompletne 1 syntetyczne uzupelnienie pominigtych w publikacjach
informacji na temat aktualnego stanu wiedzy o wptywie niedoboréw N, P i K na przebieg
procesu fotosyntezy. Negatywnym jego aspektem jest jednakze zaniechanie syntetycznego
zestawienia wnioskow plynacych z rozprawy.

Celem pracy Pani Kusaka byla ocena wplywu niedoborow trzech skladnikow
mineralnych: azotu, fosforu i potasu na przebieg procesdéw fotocﬁemicznych fotosyntezy oraz
zmiany struktury kompleksow biatkowo-barwnikowych w aparacie fotosyntetycznym
rzodkiewki. Poszczegolne, wymienione powyzej prace wchodzace w skiad rozprawy
traktowaty osobno kazdy z wymienionych makrosktadnikow.

Jak juz wspomniano podstawowa zastosowana metoda badawczg byly badania
przebiegu fazy fotochemicznej fotosyntezy z wykorzystaniem pomiaréw fluorescencji

chlorofilu. Dodatkowo wykonano tez obserwacje morfologii roslin oraz struktury
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chloroplastéw, pomiary zawarto$ci wybranych skladnikéw mineralnych, zawartosci chlorofilu,
a takze wymiany gazowe;j.

W pracy pierwszej Doktorantka pokazata, ze dwa tygodnie stresu niedoboru azotu
zmienily wszystkie badane charakterystyki roslin. Najwczesniej obserwowano zmiany w
zawartosci chlorofilu oraz we wskaznikach wydajnosci transportu elektronéw w fazie jasnej
fotosyntezy. Wyniki te sa przewidywalne w $wietle wezesniejszych doniesien literaturowych.
Bardziej interesujace w aspekcie nowosci naukowej sg natomiast wyniki szczegolowe.
Stwierdzono, ze w tancuchu transportu elektronéw gtéwnym miejscem wystepowania zaklocen
byly wszystkie etapy transportu elektronéw w fotosystemie II (absorpcja fotondw w antenach
LHCIIL, podaz elektronéw od OEC, redukcja QA po akceptorowej stronie PSIT). W wyniku
zaburzen w funkcjonowaniu PSII zmniejszeniu ulegta tez liczba aktywnych centréw reakcji
PSII. W tym miejscu Doktorantka stawia tezg, ze najprawdopodobniej cz¢$¢ centrow reakeji
niezdolnych do redukcji QA przeksztalcita si¢ w tzw. silent RCs, ktore rozpraszajg nadmiar
energii wzbudzenia. Przypuszczenie to nie jest jednakze poparte twardymi dowodami i bazuje
raczej na znanych z literatury przykladach.

Bardzo interesujgca jest natomiast obserwowana zalezno$¢ pomiedzy stopniem tolerancji
odmiany na niedobér azotu a réznicami w reakcji aparatu fotosyntetycznego u starych i
miodych lisci.

Doktorantka stwierdzita tez, ze po przywroceniu dostepu do azotu mineralnego aparat
fotosyntetyczny ro$lin ulegl szybkiej regeneracji i to pomimo bardzo powaznych i
wielostronnych zaktdcen w funkcjonowaniu obserwowanych w warunkach niedoboru N.

W pracy drugiej poswigcone] stresowi niedoboru fosforu Doktorantka nie
zaobserwowala wigkszych zmian w morfologii rodlin, czy zawartosci chlorofilu.
Zaobserwowano natomiast spadek intensywnosci fotosyntezy netto oraz wydajnosciach
transferu energii: w pierwotnych reakeji fotochemicznych PSII, za centrum reakcji PSII oraz
na etapie transferu do PSI. Zmiany te byly jednoznacznie widoczne u starszych lisci, niezaleznie
od badanej odmiany. Zdaniem Doktorantki gléwng przyczyng zmniejszenia produktywnosci
fotosyntetycznej w przypadku tego stresu byta najprawdopodobniéj inhibicja przez sprzezenie
zwrotne spowodowana zaburzeniami regulacji metabolizmu COaz, co koresponduje z
dostepnymi danymi literaturowymi. Dokladniejsza analiza sygnatow fluorescencji chlorofilu
wykazala, ze zaburzenia w transporcie elektronow skupily si¢ na aktywnosci plastochinonéw
generujacej gradient pH w poprzek blon tylakoidow. W efekcie doszto do zahamowania reakeji
utleniania plastochinolu w centrum zelazowo-siarkowym biatka Rieske kompleksu

cytochromowego b6f. Zatrzymanie utleniania plastochinolu ujawnito si¢ w postaci wygladzenia
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punktu I krzywej indukcji sygnatu fluorescencji chlorofilu. Ta modyfikacja ksztattu krzywej
zostata stwierdzona wczesniej u jeczmienia, co zdaniem Doktorantki moze wskazywaé na
przydatno$¢ analizy sygnalu fluorescencji do identyfikowania stresu spowodowanego
niedoborem skladnikéw pokarmowych u roslin. Stwierdzenie to nalezy uzna¢ za zbyt
pochopnie. Opisana specyficzna modyfikacja krzywej jest zdaniem samej Doktorantki
charakterystyczna nie tylko dla niedoboru jednego z trzech badanych niedoborow
makrosktadnikow (fosforu), ale i czgsciowo w przypadku niedoboru potasu. Nie wiadomo
jednak, czy modyfikacja taka nie pojawia si¢ w przypadku niedoboréw innych, nie badanych
tutaj pierwiastkow oraz szerzej, czy nie jest obserwowana w przypadku jednoczesnego
dziatania innych czynnikéw stresowych co mogloby utrudni¢ lub nawet uniemozliwic
praktyczne wykorzystanie tej metody.

Interesujgca w pracy drugiej jest obserwacja dotyczaca zmniejszenia sie ilosci i wielkoéci gran
u ro$lin obydwu odmian w warunkach deficytu fosforu.

W samej pracy dziwi¢ moze brak zacytowania bardzo istotnej i nowej pracy Carstensen i wsp.
2018 (Plant Physiol 177, 271-284), ale przyzna¢ trzeba, ze Doktorantka cytuje ja w
opracowaniu podsumowujgcym, a nawet opiera na niej swoja hipoteze dotyczaca wplywu
niedoboru fosforu na przebieg krzywej indukeji fluorescencji chlorofilu.

Praca trzecia poSwigcona jest niedoborowi potasu. W tym przypadku, podobnie jak w
przypadku niedoboru P nie obserwowano zmian w morfologii roslin, a spadek zawartosci
chlorofilu obserwowany byl jedynie u jednej z odmian po dluzszym czasie dziatania stresu. U
obydwu odmian zaobserwowano obnizenie wydajnosci fotosyntezy netto, za co
odpowiedzialne bylo glownie zamykanie si¢ aparatow szparkowych. Zmiany te byly
wyrazniejsze u odmiany wrazliwej. Jesli chodzi o pomiary fluorescencji chlorofilu to ich
wyniki wskazujg, ze deficyt K wplywa na integralno$¢ PSII 1 status redoksowy puli
plastochinonu regulowany przez sprzgzenie zwrotne spowodowane zmniejszonym stezeniem
CO2 w lisciu i/lub zmniejszong aktywnoscia RuBisCO prowadzgce do wzrostu gradientu
protonow w poprzek blon tylakoidéw. Wplyw na przebieg procesow fotochemicznych byl tu
wigc podobny jak w przypadku deficytu fosforu, przy czym miat oﬁ najprawdopodobniej inng
przyczyne pierwotng. Nie doszlo ponadto do catkowitego zahamowania utleniania PQH?2.

Strona jezykowa opracowania moze w pewnych fragmentach budzi¢ zastrzezenia. Dla
przykladu uzywany jest nowotwor jezykowy ..kultywar” (odmiana rolnicza / odmiana). Wiele
stwierdzen jest niejednoznacznych lub jezykowo nieprecyzyjnych. Dla przykladu ,.gtéwnym
miejscem wystgpowania zaklocen byl fotosystem II oraz jego podjednostki™ (zastanawia co jest

w fotosystemie poza podjednostkami), czy tez nie wiadomo co Doktorantka miata na mysli
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piszac o ,.wskaznikach wydajnosci zachowania energii transportu elektronéw™. Uchybienia te
nie umniejszajg jednakze wartosci merytorycznej przedtozonej rozprawy.

Nalezy uznac, ze wyniki uzyskane w pracy stanowig wartosciowe uzupenienie licznych
badan dotyczacych wplywu stresu niedoboru sktadnikow pokarmowych na strukture i
funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego.

Za najwazniejsze osiagnigcia przedstawione w rozprawie uznaé nalezy:

1. Wykazanie, ze reakcja aparatu fotosyntetycznego wrazliwej na deficyt azotu odmiany
rzodkiewki zalezy od wieku liscia, podczas gdy zaleznosci tej nie obserwujemy u odmiany
tolerancyjne;j.

2. Wskazanie na zmiany w strukturze gran jako na potencjalng przyczyne obnizania sie
intensywnosci fotosyntezy w warunkach deficytu fosforu.

3. Pokazanie, Zze mozliwg przyczyna wyzszej tolerancji niedoboru potasu moze byé u
rzodkiewki inna wrazliwo$¢ aparatow szparkowych na deficyt tego pierwiastka przejawiajgca
si¢ szybszym zamykaniem szparek u odmiany wrazliwe;j.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani Magdaleny Danuty Kusaka stanowi
samodzielne rozwigzanie problemu badawczego przy uzyciu adekwatnej metodyki badan,
co jest ustawowym wymaganiem stawianym rozprawom doktorskim,

Biorgc pod uwage wszystkie aspekty przedstawionej mi do recenzji rozprawy
stwierdzam, iz spelnia ona Kryteria stawiane w Artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). W zwiazku z powyzszym wnosze¢ o dopuszczenie Pani
mgr Magdaleny Danuty Kusaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w celu
nadania stopnia naukowego doktora nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki

biologiczne.

Prof. drhab. Mar.



