Prof. dr hab. Elzbieta Wyroba
Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Ocena rozprawy doktorskiej Mgr. Przemystawa Gagata pt.
‘Evolution of protein transport systems in primary plastids and Paulinella

chromatophores’.

Celem rozprawy doktorskiej Pana mgr. Przemystawa Gagata byto poszukiwanie
szlakdw ewolucji systemdw transportu biatek w plastydach pierwotnych oraz importu
biatek do chromatofordw.

W toku ewolucji zycia na Ziemi jednym z najwazniejszych procesdéw byta
endosymbioza pierwotna — dotyczyta ona m.in. powstania plastydow pierwotnych
zdolnych do fotosyntezy — ktore pojawity sie w wyniku tego procesu (‘pochtoniecia’)
sinicy z grupy B-Cyanobacteria przez fagotroficznego eukarionta okoto 1.5 mid lat
temu. Taki proces zaszedt ponownie catkiem niedawno (ok. 60 min lat temu) u
heterotroficznego przodka ameby Paulinella chromatophora, ktory nabyt sinice
nalezacq do grupy a-Cyanobacteria. Dlatego tez ten model badawczy jest niezwykle
interesujacy, a inspiracja do badan byta m.in. hipoteza D. Bhattacharya
i wspOtpracownikow o tzw. wczesnym transporcie do tych organelli przez system
wewnatrzbtonowy i inne publikacje — w tym E.C.M. Novak z 2008 roku w Current
Biology, gdzie juz tytut publikacji dawat przedsmak rewolucji w pogladach:
‘Chromatophore Genome Sequence of Paulinella Sheds Light on Acquisition of
Photosynthesis by Eukaryotes’.

Recenzowana rozprawa doktorska (w jezyku angielskim) ma nastepujace
rozdziaty: Wstep obejmuje 21 stron i jest wprowadzeniem zawierajacym kilkanascie
kolorowych ilustracji zebranych w 8 rycin. Szczegdlnie Swietnie opracowana jest
czteroczeSciowa ryc.7 wskazujaca na mozliwe szlaki importu biatek do chromatoforéw
Paulinella chromatophora oraz rycina 8 z 11-oma rysunkami historii ewolucji
plastydéw. Materialy z opisem programéw bioinformatycznych to 7 stron, a Rezultaty
wraz z Dyskusjg zajmujg 45 stron - w tym 13 rycin obejmujacych zaréwno drzewa

filogenetyczne, wykresy hydropatii biatek, jak i modele transportu — w tym przejrzysta



i interesujgca rycina 21  zlozona z  wielu czeSci.  Podsumowanie
i streszczenie jest w rozprawie zamieszczone w jezyku angielskim i polskim.

Nalezy zwroci¢ uwage na niezwyktg liczbe cytowanych publikacji — jest ich az
343. Pewng niedogodnosciq jest fakt niealfabetycznego cytowania bibliografii, co
utrudnia poszukiwanie kolejnych publikacji tych samych autoréw (np. artykutow
autorstwa D. Bhattacharya jest 13) i $ledzenie ‘ewolucji’ ich pogladéw w miare

rozszerzania sie baz danych m.in. z sekwencjonowania kolejnych genomow.

Do najwazniejszych dokonan doktoranta nalezy wykazanie, ze:

1. chromatofory i plastydy pierwotne Paulinella majg_odmienne pochodzenie: te

pierwsze od a-sinic (pokrewnych Cyanobium), a drugie z wczesnych linii B-sinic
i zostaty nabyte niezaleznie;

2. cztery z analizowanych biatek (CAH1, NPP1, aAmy3 i aAmy7) znane u roslin
wyzszych jako docierajace do plastydow pierwotnych na drodze transportu
pecherzykowego (co wykazali doswiadczalnie inni badacze) nie pochodzg
z endosymbiozy sinic, lecz wywodzg sie od biatek eukariotycznych (gospodarza)
i dotarty tam poprzez system wewnagtrzbtonowy, poniewaz wymagdajq glikozylacji lub/i
sq transportowane nie tylko do jednego kompartmentu komérkowego;

3. RB60, specyficzne biatko z zielenicy Chlamydomonas reinhardtii kierowane za
pomocg peptydu sygnatowego zaréwno potranslacyjnie do plastydéw pierwotnych
(poprzez system Toc-Tic) i kotranslacyjnie do siateczki $rodplazmatycznej, nigdy nie
byto importowane do plastydow w pecherzykach systemu wewnatrzbtonowego, gdyz
posiada sygnat retencji (KDEL);

4. transport biatek do plastydow pierwotnych zachodzit od poczatku ewolucji
plastydéw pierwotnych poprzez kompleks Toc-Tic, ktory ulegat modyfikacjom;

5. pie¢ biatek sposrdd 10-ciu, ktorych geny zostaty ‘przetransferowane’ z genoméw
chromatoforéw  Paulinella do genomu gospodarza (w tym biatka istotne
w fotosyntezie) posiada sekwencje sygnatowe (lecz pochodzace od tegoz
gospodarza), co umozliwia transport wewnatrzbtonowy do zewnetrznej btony

chromatoforéw;



6. nastgpit horyzontalny transferu genéw m.in. pomiedzy roslinami i bakteriami czy
pomiedzy roslinami i Monosiga brevicolis, co doktorant wykazat za pomoca wielu
analiz filogenetycznych biatek NPP1, aAmy3, aAmy7 i RB60.

Analizy filogenetyczne wzbudzajg nadal wielkie i czesto burzliwe dyskursy
naukowe — czego przyktadem byta debata na konferencji PROTIST 2012 w Oslo,
organizowanej wspolnie przez 2 miedzynarodowe towarzystwa (jako 62 spotkanie
International Society of Protistologists i XIX International Society for Evolutionary
Protistology. Konferencja ta - na ktdrg bytam zaproszona - zgromadzita 216 badaczy z
4 kontynentow. Sympozjum pt. ‘Phylogeny and classification’ byto najdtuzsze -
podzielone na 2 sesje trwato ponad 6 godzin. Dyskutowano m.in. nad nowymi
metodami klasyfikacji gatunkdéw w oparciu o sekwencjonownie Illumina, uzywanie
bazy danych TaxCollector-modified NCBI, wyborze genéw do drzew filogenetycznych,
a takze o nowych technikach obrazowania w celu poréwnania morfologii komorek.

Z obowigzku recenzenta nalezy wskazaé, Zze nieprawidtowe jest uzycie
w rozprawie sformutowania ‘retikulum endoplazmatyczne’, gdyz od lat stosowana jest
forma ‘siateczka $rddplazmatyczna’ zalecana tez przez ‘Stownik biochemiczny
angielsko-polski i polsko-angielski’ Edwarda Bankowskiego (Elsevier Urban &
Partner,Wroctaw 2011). Kolejnym btedem jest uzycie okreSlenia ‘posttranslacyjne’
w tekscie polskim zamiast ‘potranslacyjne’. Te uchybienia nie wptywajg na mojq ocene
rozprawy.

Osiggniecia naukowe doktoranta sg imponujace: jest on wspdétautorem 8
publikacji — w tym 4 z listy JCR zwigzanych z tematyka pracy doktorskiej. Te
wykraczajgce poza rozprawe to dwa bardzo obszerne artykuty w wydawnictwach
Elsevier oraz Springer, artykut w Nucleus i jedyna w jez. polskim w tym zestawie: 39-
stronicowy artykut przegladowy w Biotechnologia (brak jednak roku wydania).
Ponadto w latach 2009 — 2013 cztery ustne prezentacje konferencyjne — w tym jedna
nagrodzona 1-szg nagrodq oraz 11 posterowych. Mgr P.Gagat jest tez kierownikiem
grantu NCN.

Podsumowujac: doktorant opracowat szczegdétowy model transportu biatek do
organelli fotosyntetycznych Paulinella dokonujac szczegdlowych analiz genomu tych
chromatoforéw, bazy sekwencji EST tej ameby oraz sekwencji kierujacych w importo-

wanych biatkach.



Rozprawa doktorska Mgr. Przemystawa Gagata spetnia warunki okreSlone w
art.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 pozn. zm.).

Jednoczesnie zgtaszam wniosek o wyrdznienie tej pracy ze wzgledu na bardzo
wysoka warto$¢ merytorycznq i fakt, Zze wyniki zostaty opublikowane

w ponizszych czterech publikacjach z listy filadelfijskiej:

= Gagat P, Bodyl A, Mackiewicz P: How protein targeting to primary plastids via
the endomembrane system could have evolved? A new hypothesis based on
phylogenetic studies. Bio/ Direct 2013, 8:18.

= Mackiewicz P, Bodyl A, Gagat P: Possible import routes of proteins into the
cyanobacterial endosymbionts/plastids of Paulinella chromatophora. Theory
Biosci 2012, 131:1-18.

= Mackiewicz P, Bodyt A, Gagat P: Protein import into the photosynthetic
organelles of and its implications for primary plastid endosymbiosis. Symbiosis
2012, 58:99-107.

= Bodyt A, Mackiewicz P, Gagat P: Organelle evolution: Paulinella breaks a
paradigm. Curr Biol 2012, 22:R304-306
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