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Powstanie nowych organelli komorkowych, takich jak plastydy (chloroplasty), u wspdlnego przodka
supergrupy Archaeplastida (wczesniej Plantae, ro$liny) byto wydarzeniem kluczowym dla ewolucji
calego $wiata zywego na Ziemi. W procesie ,,zniewolenia” endosymbiotycznej sinicy, ktora
ostatecznie ulegta przeksztatceniu w plastyd (znany jako plastyd pierwotny) mozemy wyrozni¢ dwa
niezwykle wazne procesy. Pierwszym z nich byt horyzontalny transfer genéw z genomu sinicy do
genomu komérki gospodarza; w efekcie zmienilo sig miejsce syntezy wigkszosci biatek pochodzenia
endosymbiotycznego. Drugim procesem bylo wyksztatcenie systemu, ktory umozliwiat transport
licznych, syntetyzowanych w cytoplazmie gospodarza bialtek do wiasciwego miejsca ich dziafania

tj. plastydow. Procesy te dziaty si¢ w bardzo odlegtym czasie, dlatego badanie ich wspotczesnie jest
duzym wyzwaniem. Szcze$liwie, w chwili obecnej dysponujemy coraz wigksza liczba danych na temat
genomow jadrowych i organellarnych organizmow fotosyntetyzujacych oraz coraz wigkszg wiedzg na
temat funkcjonowania plastydow u réznych przedstawicieli Archaeplastida (glaukofitow,

krasnorostdw, zielenic, rosliny wyzszych) oraz innych fotoautotroficznych eukariontow.

W poznawaniu ewolucji plastydéw ogromnag rolg petnig narz¢dzia bioinformatyczne, ktore
umozliwiaja zlozona analize gromadzonych danych. Takimi wiasnie narz¢dziami postuzyt sig
Doktorant i skutecznie wykorzystat je w swoich badaniach, ktérych przebieg oraz wyniki

zaprezentowat w recenzowanej rozprawie doktorskiej.




Ocena formalna struktury pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa spetnia wszystkie wymogi formalne i redakcyjne wilasciwe
dysertacji naukowej. Tres¢ calej rozpraw ma objetos¢ 121 stron maszynopisu, w tym: 101 stron tekstu,
wykaz pismiennictwa (343 pozycje o szerokim spektrum tematycznym), przypisy zawierajace wykaz
publikacji zwigzanych z praca (4) oraz innych publikacji i wystapien konferencyjnych Doktoranta.
Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim, ale streszczenie |

i wnioski maja réwniez wersj¢ polska. Praca ma typowy ukfad rozdzialow tj. Wstep, Cele badan,
Materiat i Metody oraz Wyniki polaczone z dyskusja; uzupetnieniem tekstu jest 6 tabel i 21

kolorowych rycin. Tres¢ pracy odpowiada tematowi okreslonemu w tytule.
Ocena merytoryczna pracy

1. Wstep liczy 21 stron i jest podzielony na liczne podrozdziaty, w ktérych Autor przedstawil
podstawowe informacje na temat pochodzenia, struktury oraz funkcji plastydéw pierwotnych. Opisal
rowniez fotosyntetyczne organelle komdrkowe (chromatofory) pochodzenia sinicowego u Paulinella
chromatophora, kitére zostaty nabyte niezaleznie od plastydéw pierwotnych. W bardzo interesujacy
sposob zostaly scharakteryzowane systemy transportu biatek do plastydéw pierwotnych oraz
mechanizmy transportu pgcherzykowego zachodzacego przez system wewnatrzbtonowy, tj. retikulum
endoplazmatyczne (ER) i/lub aparat Golgiego. Podsumowana zostata réwniez wiedza na temat
transportu bialek do chromatoforéw Paulinella chromatophora. W odrebnym podrozdziale Autor
przedstawit hipotezg, z ktora polemizuje w dalszej czgéci pracy. Zaktada ona, ze pierwotny mechanizm

importu biatek do plastydéw pierwotnych wykorzystywat system wewnatrzblonowy.

Omawiane zagadnienia s bogato ilustrowane oryginalnymi, kolorowymi schematami, ktére nie tylko
ufatwiajg zrozumienie omawianych zagadnien, ale sg prawdziwg ozdoba tekstu. Jest to gotowy
materiat do publikacji polskojezycznej skierowanej do szerokiego grona odbiorcéw (uczniow,

nauczycieli, studentéw), na co usilnie namawiam Autora.

Podsumowujace t¢ cz¢$¢ pracy — nie mam watpliwosci, ze wiedza Doktoranta na temat wspomnianych

problemdw jest imponujaca i bardzo aktualna, a sposob jej prezentacji p;'osty i zrozumiaty.

2. Cele. W tym rozdziale Doktorant przedstawit cele swojej pracy, jakimi byty: (1) weryfikacja

wspomnianej hipotezy sugerujacej, ze transport biatek do plastydéw pierwotnych z wykorzystaniem




systemu wewnatrzbtonowego wyewoluowat zanim pojawit si¢ system oparty na translokonach

Toc/Tic; (2) poszukiwanie potencjalnych drég importu biatek do chromatoforow Paulinella.
Cele pracy zostaty sformutowane poprawnie i jednoznacznie.

3. Material i metody. W rozdziale trzecim, poswigconym metodyce, Doktorant opisuje bazy danych,
z ktorych czerpatl informacje oraz metody bioinformatyczne i filogenetyczne wykorzystywane w
pracy. W przypadku analiz filogenetycznych Doktorant postgpowat zawsze wg scisle przyjetej
strategii: (1) wyczerpujace poszukiwanie homologéw w bazach danych, (2) przygotowanie |
alignmentu, (3) wybor metody analizy, (4) wybor oprogramowania dla konkretnej analizy, (5) wybdr
modelu substytucji, (6) analiza, (7) szacowanie wspofczynnikow wsparcia, (8) testowanie topologii.
Nie mam najmniejszych watpliwosci, ze wszelkie wybory podjete przez Autora co do
przeszukiwanych baz danych, narzedzi do przygotowywania alignmentéw i typowania modeli
substytucji, metod analizy i jej testowania byty prawidtowe, a uzyskane Wyniki wiarygodne. Roznice
w szczeg6towym podejsciu do zbioréw danych odmiennych typow swiadcza o niezwyklej rzetelnodci
Autora, dbatosci o jakos¢ oszacowan oraz o potrzebie wyeliminowania wszelkich potencjalnych

bledow i arbitralnych decyzji.

Kolejnym typem analiz przeprowadzonych przez Autora byto poszukiwanie presekwencji
aminokwasowych sugerujacych konkretng lokalizacje biatek. W tym przypadku nalezy réwniez
stwierdzi¢, ze analiza zostata przeprowadzona rzetelnie. Autor wykorzystywat praktycznie wszystkie

narzedzia dost¢pne do takiej analizy, co znowu wskazuje na wysokg jakos¢ jego pracy.
3. Wyniki i dyskusja.

W pierwszej czesci Autor zaprezentowal efekty analiz filogenetycznych dla biatek kierowanych do
plastydow pierwotnych za posrednictwem systemu wewnatrzbtonowego. Uzyskane drzewa
filogenetyczne maja w wielu miejscach niestabilne gal¢zie i dlatego thumaczenie Autora tej
niespodziewanej topologii horyzontalnym transferem gendw jest w kilku przypadkach
nieprzekonywujace. Dotyczy to przede wszystkim analiz dla fosfataz — umiejscowienie grupy
heterotroficznych eukariontow w obrebie roslin ladowych (klad B) weale nie jest dobrze wsparte jak
sugeruje Autor. Jest catkiem prawdopodobne, ze whasciwa pozycja tej grupy znajduje si¢ u podstawy
kladu roslinnego. Jednak co najwazniejsze, oszacowania filogenetyczne wskazujq jednoznacznie na
brak bezposredniego pokrewienstwa biatek roslinnych z sinicowymi, éllatego wnioskowanie Autora na

temat ich pochodzenia jest jak najbardziej stuszne.

W drugiej czeséci zaprezentowane zostaly wyniki badai nad importem biatek do chromatoforéw

Paulinella chromatophora. Autor wskazat a-sinice z rodzaju Cyanobium jako najblizszych krewnych




endosymbiotycznych chromatoforéw oraz przedstawit wyniki poszukiwan homologow bialek
tworzacych translokony TOC i TIC w proteomie chromatoforowym, a takze wyniki poszukiwania
presekwencji, ktére moglyby byé odpowiedzialne za kierowanie biatek syntetyzowanych w
cytoplazmie gospodarza do chromatoforéw. Przedyskutowany zostat takze problem nabycia przez te
biatka (w toku ewolucji) odpowiednich sekwencji kierujacych. Na podstawie przeprowadzonych
analiz zaproponowany zostal model importu biatek do chromatoforéw, ktory zakfada, ze pokonanie
zewngtrznej blony fosfolipidowej jest mozliwe dzigki transportowi pgcherzykowemu, natomiast za
transport przez blong wewnetrzna odpowiada system przypominajacy uproszczony translokon TIC.
W tym miejscu na szczegblne podkreslenie zastuguje fakt, ze przewidywania Autora zostaly juz

potwierdzone eksperymentalnie przez inna grupg badawcza, co jest kolejnym swiadectwem jakosci

jego pracy.

Rozdziat czwarty konczy sie bardzo dojrzata dyskusja podsumowujacg ewolucjg systemow importu
biatek do organelli fotosyntetyzujacych pochodzenia sinicowego, gdzie Autor przedstawia nie tylko
podobienstwa, ale przed wszystkim roznice pomigdzy systemami transportu do plastydow pierwotnych

i chromatoforow Paulinella chromatophora.

W kolejnym, pigtym rozdziale przedstawione sg wnioski, jakie Autor sformutowal na podstawie
przeprowadzonych przez siebie doswiadczen i badan literaturowych. Nie mam watpliwosci, ze sa one
poprawne; dotyczy to takze punktu 8 odnoszacego si¢ do zaobserwowanych horyzontalnych
transferow gendw — w tym miejscu podkreslone zostaty tylko takie wydarzenia, ktére rzeczywiscie

maja potwierdzenie w uzyskanych oszacowaniach filogenetycznych.

Ostatnim rozdzialem pracy jest bibliografia, ktora liczy az 343 bardzo dobrze dobrane pozycje, co jest
$wiadectwem ogromnej wiedzy Doktoranta, jak rowniez $wiadczy, podkreslam to po raz kolejny, o

bardzo wysokiej jakosci przeprowadzonych przez niego badan.

Podsumowujgc: praca doktorska mgra Przemystawa Gagata jest znakomitym dzielem ukazujacym
ewolucjg systemow importu biatek do organelli fotosyntetyzujacych w nowym swietle. Jego badania
nie tylko kwestionuja uznawane dotychczas teorie (zwtaszcza Bhattachatya i wsp. 2007), ale wnosza
mnoéstwo nowych informacji do naszej wiedzy o ewolugji plastydoéw i chromatoforéw. Autor wykazat
przede wszystkim, ze transport za posrednictwem systemu wewnatrzblonowego nie byt mechanizmem
pierwotnym, obecnym u wspélnego przodka Archaeplastida, a wyewoluowat pozniej,
najprawdopodobniej dopiero u roslin wyzszych, dla pewnej grupy biatek o okreslonych parametrach.
Zaproponowat takze model transportu biatek do chromatoforow Paulinella, ktéry w tej chwili jest
weryfikowany eksperymentalnie — poki co pozytywnie. Drobne bledy, ktore pojawiajg si¢ w pracy (np.

Malawimonas californiana na rysunku 12 powinien zosta¢ oznaczony jako przedstawiciel




Malawimonads, nie Amoebas) nie sq warte komentarza i w zadnym stopniu nie wptywaja na bardzo

pozytywny odbidr pracy.

W zwiazku z powyzszym, uwazam iz recenzowana rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi
stawiane przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. Nr
65/03 poz. 595) i wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pana mgra Przemystawa Gagata do dalszych etapéw przewodu. i

nadanie stopnia doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biotechnologia. Wnioskujg¢ réwniez o

wyro6znienie pracy stosowng nagrods, tym bardziej, ze wszystkie wyniki zostaly juz opublikowane

w czasopismach z listy filadelfijskie;j.

(Bozena Zakrys)




