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Wprowadzenie

Jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.) jest jednym z najwczesniej udomowionych
gatunkow roslin i ciggle nalezy do najwazniejszych gatunkéw uprawnych. Jeczmien jest
wykorzystywany przede wszystkim w przemysle paszowym, a takze w produkcji napojow
alkoholowych. W Polsce powierzchnia zasiewow jeczmienia wynosi prawie 1 milion
hektaréw, co stanowi okolo 15% powierzchni upraw wszystkich zboz. Jgczmien jest
gatunkiem diploidalnym, ktérego genom haploidalny sklada si¢ z 7 chromosoméw i ma
wielkos¢ okolo 5.3Gpz. W 2012 roku migdzynarodowe konsorcjum opublikowalo pierwsza
sekwencj¢ genomu jeczmienia, co otworzylo nowe mozliwosci w badaniach nad tym waznym
gospodarczo gatunkiem. W Polsce zaawansowane prace nad ulepszaniem zboz, w tym
jeczmienia, z wykorzystaniem metod wspolczesnej biotechnologii, ukierunkowane na
ksztaltowanie cech plonotwérczych prowadzone sa przez zespot badawczy Zakladu Inzynierii
Genetycznej IHAR-PIB w Radzikowie. Badania Autorki wykonane nad j¢czmieniem pod
opieka Pana Prof. dr hab. Waclawa Orczyka wpisuja si¢ w problematyke badawcza tego
zespothu.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy genow GSK kodujgcych
kinazy podobne do kinaz syntazy glikogenu (GSK). Kinazg syntazy glikogenu odkryto w
1980 roku w badaniach nad krélikiem i opisano ja jako kinaz¢ serynowo-treoninowg
regulujaca aktywno$¢ syntazy glikogenu w migsniach szkieletowych. Obecnie wiadomo, ze
kinazy podobne do GSK wystepuja u wszystkich eukariontéw i sa regulatorami wielu
waznych proceséw. U roslin zaréwno geny GSK jak i kodowane przez nie kinazy sg
stosunkowo stabo poznane i ciggle odkrywane sa ich nowe funkcje. Jak dotychczas najwigcej
prac nad kinazami GSK prowadzono u Arabidopsis thaliana wykazujac, ze kinazy te mozna
podzielié¢ na cztery podstawowe grupy, i ze sa one kodowane przez 10 genéw. Odkryto takze
wiele funkcji kinaz GSK. Pokazano, ze kinazy GSK reguluja wazne procesy rozwojowe, takie
jak ustalenie wzoru ok6tkow kwiatowych oraz uczestniczg w wielu szlakach sygnatowych, w
tym zwiazanych z tolerancja roslin na stresy abiotyczne, migdzy innymi na zasolenie.

Badania wykonane przez Autorke rozprawy majg charakter nowatorski, gdyz jak
dotychczas nie prowadzono prac badawczych nad genami i kinazami GSK u jeczmienia.
Wykonane przez Autorke badania uwazam za celowe i w pelni uzasadnione poniewaz
wzbogacaja one wiedze w zakresie funkcji genow GSK u jgczmienia.




Dane formalne o rozprawie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorka sktada si¢ z rozdzialow w ukladzie
typowym dla prac eksperymentalnych, ktore stanowia: przeglad literatury (25 stron), cel i
zakres pracy (1 strona), materialy i metody (25 stron), wyniki (48 stron), dyskusja (18 stron),
podsumowanie i wnioski (2 strony) oraz spis literatury (11 stron). Uklad pracy jest dobrze
przemyslany i przejrzysty. Rozprawe poprzedza starannie przygotowany spis tresci oraz
wykaz skrotow utatwiajacy czytelnikowi dobre zrozumienie tresci pracy. W rozprawie
zamieszczono 41 rysunkow i 27 tabel, ktére sg starannie opisane. W tresci pracy Autorka
odwolata sie do 178 pozycji literatury zrodlowej. Ponadto rozprawg uzupelniajg streszczenia
w jezyku polskim i angielskim oraz informacja o tym, ze badania byty finansowane w ramach
projektu NCN OPUS7 (UMO-2014/13/B/NZ9/02381).

Ocena rozprawy

Czgs¢ eksperymentalng pracy poprzedza przeglad literatury, w ktérym Autorka
przestawila najwazniejsze informacje dotyczace jgczmienia zwyczajnego, omowila ogélnie
wlasciwosci kinaz biatkowych, zaprezentowala gléwne nurty badan nad kinazami GSK u
roélin, a takze przyblizyla najwazniejsze metody i strategie transgenezy stosowane dla
jeczmienia. Zakres wiedzy zaprezentowany w przegladzie literatury uwazam za wlasciwie
dobrany. Podrozdziaty dotyczace funkcji genéw i kinaz GSK w roslinach sg rozbudowane i
uwazam je za szczeg6lnie wartosciowe. W tych podrozdzialach Autorka w sposéb
syntetyczny, a zarazem wyczerpujaco, przedstawita dotychczas odkryte funkcje kinaz GSK w
procesach rozwojowych, regulacji fitohormonalnej i tolerancji roslin na zasolenie wykazujac
si¢ bardzo dobra znajomoscia literatury w obszarze podj¢tej tematyki badawczej. Dobre
zrozumienie funkcji genéw i kinaz GSK w roslinach utatwia szereg schematow i rycin
zawartych w tej czgsci pracy.

Autorka jasno sformutowala cel swoich badan, ktérym bylo zidentyfikowanie genow z
rodziny GSK i poznanie ich funkcji w jgczmieniu. Jak dotychczas nie badano genow GSK w
tym gatunku. Autorka rozprawy osiagnela ten cel realizujgc szereg szczegolowych zadan, do
ktérych nalezaly: (1) bioinformatyczna identyfikacja i analiza genéw kodujacych kinazy GSK
u jeczmienia, (2) zbadanie profili ekspresji zidentyfikowanych genéw, (3) przygotowanie
konstrukcji wyciszajacych dla genéw GSK, (4) wykonanie transformacji genetycznej i
uzyskanie transgenicznych linii jgczmienia z wyciszeniami genéw GSK, (5) wykonanie
charakterystyki fenotypowej uzyskanych transgenicznych linii z wyciszeniami ze
szczegdlnym uwzglednieniem stresu osmotycznego i zasolenia oraz (6) analiza korelacji cech
molekularnych, morfologicznych i fizjologicznych dla linii z wyciszeniami. Przedstawiony
cel badan uwazam za bardzo ambitny, a wykonane badania za kompleksowe i wielowatkowe.
W swych badaniach Autorka skutecznie zastosowala zaawansowane metody inzynierii
genetycznej, genetyki molekularnej, jak rowniez bioinformatyki, biometrii i fizjologii roslin.
Poszczegdlne metody zostaly przez Autorke wilasciwie opisane.




Punktem wyjscia do badan Autorki byla analiza bioinformatyczna dostgpnych
sekwencji nukleotydowych i biatkowych jeczmienia ukierunkowana na identyfikacj¢ genow
GSK. Autorka zidentyfikowala 7 genéw GSK i wykonala ich analiz¢ bioinformatyczng oraz
grupowanie. Podobnie jak w A.thaliana Autorka stwierdzita wyst¢gpowanie 4 grup genow
GSK w jeczmieniu. Analiza bioinformatyczna predykcji bialek potwierdzita obecnos¢
domeny i motyw6w typowych dla kinaz GSK. Nast¢pnie Autorka wykonala analizg ekspresji
na poziomie transkrypcji dla 7 genéw GSK w 10 réznych tkankach i stadiach rozwojowych
jeczmienia wykorzystujac metode Real Time PCR. Autorka wykazala, ze badane geny ulegaja
ekspresji we wszystkich badanych tkankach, a ponadto, Ze dla wszystkich genéw poziom
transkrypciji jest najwyzszy w tkankach generatywnych (klosie premejotycznym i
mejotycznym). Pewien niedosyt budzi fakt, ze na rysunku 19 przedstawiono profile ekspresji
dla 4 sposrod 7 badanych genéw GSK, co utrudnia czytelnikowi wyrobienie sobie pogladu na
temat réznic w ekspresji w obrgbie wszystkich badanych gendw.

W kolejnym etapie prac Autorka wytypowata 4 geny GSK reprezentujgce rézne grupy
do analizy funkcjonalnej. Wykorzystujac system klonowania Gateway Autorka uzyskala 4
plazmidy binarne z kasetami wyciszajacymi. W obrgbie T-DNA tych plazmidow znajdowal
si¢ gen markerowy opornosci na higromycyng regulowany promotorem 35S oraz kaseta
wyciszajaca hpRNA pod kontrola konstytutywnego promotora Ubi zawierajaca fragmenty
danego genu GSK o dtugosci 250-300 pz w orientacji odwroconej rozdzielone intronem. W
opisie kasety wyciszajacej zabraklo mi informacji o zrodle/pochodzeniu promotora Ubi.
Poprawnos¢ konstrukcji genowych zostata potwierdzona poprzez sekwencjonowanie. Nalezy
podkresli¢, ze Autorka wykazala si¢ duzymi umiej¢tnosciami przygotowujac konstrukcje
wyciszajace gdyz nie zawsze udaje si¢ uzyska¢ konstrukcje hpRNA. Skonstruowane plazmidy
zostaly wprowadzone do szczepu AGL1 Agrobacterium tumefaciens. Tak przygotowane
szczepy bakteryjne Autorka wykorzystala do transgenezy jeczmienia odmiany “Golden
Promise’. Do transformacji wykorzystata prawie 7000 zarodkéw jeczmienia. Udane
wykonanie transformacji genetycznej i uzyskanie facznie 71 roslin TO dla 4 konstrukcji
genowych wymagalo niewatpliwie ze strony Autorki olbrzymiego nakiadu pracy i swietnego
opanowania technik kultur tkankowych roslin. Dzigki zastosowaniu ilosciowego qPCR
Autorka wytypowala pojedynki T1 posiadajace jedno miejsce integracji T-DNA i
homozygotyczne pod wzgledem transgenu, ktére zapoczatkowaly transgeniczne linie z
wyciszeniami. Szkoda, ze wyniki analizy ilosciowej qPCR, ktore przedstawiono tylko dla
dwdch blizej nie okreslonych potomstw T1 (rysunek 22), nie zostaly dolaczone do tabeli 13.

Nastepnie Autorka zbadata poziom wyciszenia genéw docelowych w lisciach 14-
dniowych roslin i wytypowata po 5 linii charakteryzujacych si¢ najwyzszym poziomem
wyciszenia do szczegolowych badan funkcji genow GSK. Poziom transkrypcji dla linii z
wyciszeniami genéw HvGSK3.1 i HvGSK4.1 byt obnizony o 67-85%. w przypadku genu
HvGSK].2 0 29-45% za$ dla HvGSK2.1 o 15-36% wzglgdem kontroli w zaleznosci od
badanej linii. Uzyskanie serii transgenicznych linii z wyciszeniami jest niewatpliwie
wymiernym osiagnieciem Autorki rozprawy.




W kolejnym etapie badan Autorka wszechstronnie scharakteryzowata linie z
wyciszeniami na poziomie pokolenia T2 wykorzystujac 14-dniowe siewki uprawiane w
rulonach z bibuly filtracyjnej oraz rosliny uprawiane w warunkach fitotronowych. W
pierwszym do$wiadczeniu wykonane zostaly kompleksowe analizy 14-dniowych siewek,
uprawianych w warunkach kontrolnych, do ktérych odnoszone byty wyniki analiz
wykonanych w warunkach stresu osmotycznego wywotanego 15% PEG10.000 i stresu
zasolenia wywolanego 200mM NaCl. W doswiadczeniu tym Autorka badala profile
transkrypcji genéw HvGSK oraz markerow ekspresyjnych stresu zasolenia HvDHNS i
biosyntezy brasinosteroidéw HvDwarf4, a takze biomasg roslin, dlugos¢ pedow i korzeni,
zawarto$¢ nadtlenku wodoru, powierzchnig pierwszego liscia, suchg mase lisci, wyciek
elektrolitow i parametry fluorescencji chlorofilu. W drugim doswiadczeniu Autorka opisala
wybrane cechy morfologiczne i plonotworcze oraz parametry fluorescencji chlorofilu roslin
rosnacych w warunkach fitotronowych. W trzecim do$wiadczaniu Autorka przeprowadzila
analize poréwnawcza systemu korzeniowego roslin rosngcych w warunkach kontrolnych i
stresu solnego. Wykorzystujac uzyskane wyniki Autorka skonstruowata macierze korelacji
cech dla linii z wyciszeniami, co pozwolilo na zidentyfikowanie korelacji pomig¢dzy cechami i
wnioskowanie o funkcjach genéw HvGSK. Pewnym ograniczeniem tego wnioskowania byly
stosunkowo mate liczebnosci prob dla niektorych pomiaréw. Autorka bardzo szczegétowo
opisata uzyskane wyniki fenotypowania niepotrzebnie jednak omawiajgc roznice, ktore nie
byly istotne statystycznie. Szkoda tez, ze Autorka nie przedstawila wynikéw fenotypowania
14-dniowych siewek w postaci wykresu podobnego tego, ktéry zamiescita na rysunku 36 lub
w postaci heat-mapy sumujacej uzyskane wyniki, co znacznie ulatwialoby czytelnikowi ich
przesledzenie i calosciowa analizg.

Dyskusja jest napisana w sposob usystematyzowany i przeczytalem ten rozdzial z
zainteresowaniem. Autorka przedyskutowala w sposob krytyczny uzyskane wyniki odnoszac
si¢ do prac innych grup badawczych wykonanych glownie dla A.thaliana i ryzu. Ponadto
Autorka przedstawia ciekawe tezy, ktore moga ukierunkowac¢ dalsze szczegolowe badania
nad funkcjami genéw HvGSK. Mam pewien niedosyt zwigzany z dyskusja na temat poziomu
wyciszenia genéw HvGSK w transgenicznych liniach otrzymanych przez Autorke. Obnizenie
poziomu transkrypcji w zakresie od 11 do 85% w tych liniach Autorka ttumaczy
wystepowaniem wariantow splicingowych genéw HvGSK lub potencjalng metylacja
wprowadzonej konstrukcji genowej hpRNA i stwierdza, Zze znacznie lepsze rezultaty mozna
byloby osiagna¢ w wykorzystaniem technologii CRISPR/Cas9. Nie do konca mnie to
przekonuje, gdyz w moim odczuciu jest to wysoce prawdopodobne, ze zmutowanie genéw
HvGSK, ktére ulegaja ekspresji we wszystkich tkankach badanych przez Autorke, moze by¢
letalne.

Do najwazniejszych wnioskow Autorki nalezy wskazanie funkcji czterech genow
HvGSK w jeczmieniu. Autorka pokazala, ze geny HvGSK uczestnicza w zlozony w sposob
regulacji proceséw rozwojowych oraz budowaniu odpowiedzi roslin na stres osmotyczny i
zasolenie, a ich funkcje sa zroznicowane. Przykladowo, gen HvGSK2.1 dziala przeciwstawnie
do pozostatych badanych genami HvGSK w rozwoju korzenia. Autorka postuluje, ze geny
HvGSK moga byé zwigzane w zroznicowany sposob z tolerancja jeczmienia na stres
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osmotyczny i/lub zasolenie poprzez regulacje szlakow sygnalowych kwasu abscysynowego i
brasinosteroidéw. Tu nasuwa mi si¢ spostrzezenie, ze warto byloby przetestowac linie z
wyciszeniami w warunkach stresu suszy. Pewnym zaskoczeniem jest dla mnie fakt, Ze tylko
w przypadku wyciszenia genu HvGSK2.1 Autorka obserwowala réznice w rozwoju
kwiatostanow chociaz wykazata, ze wlasnie w organach generatywnych ekspresja wszystkich
HvGSK jest najwyzsza. Uzyskane przez Autorke wyniki stanowia dobry punkt wyjscia do
szczegotowych analiz funkcji genéw HvGSK u jeczmienia.

Podsumowujac Autorka wykonata gigantyczna pracg realizujac przedstawiong pracg
doktorska. Wyniki uzyskane przez Autorke sa oryginalne i wzbogacaja dotychczasowa
wiedze na temat genéw GSK u jeczmienia, a wymiernym efektem prac Autorki jest seria
transgenicznych linii z wyciszeniami genéw HvGSK. Autorka umiejgtnie przedyskutowata
uzyskane wyniki, a rozprawa jest napisana starannie i wlasciwie zredagowana. Pewnym
utrudnieniem podczas czytania pracy sa drobne niedociagnigcia edytorskie i stylistyczne,
ktére nie umniejszaja warto$ci merytorycznej przedstawionej rozprawy.

Uwagi do pracy

(1) Autorka wytypowata 4 sposréd 7 zidentyfikowanych genow GSK do uzyskania roslin z
wyciszeniami ale nie przedstawila kryteriow wyboru tych genéw do analizy
funkcjonalnej. Czy kierowano si¢ tylko tym, zeby wybrane geny reprezentowaty
wszystkie grupy genow GSK?

(2) Autorka nie przedstawila przestanek zwigzanych z wyborem st¢zenia PEG 10 000 (15%) i
NaCl (200mM) na potrzeby testowania roslin w warunkach stresu osmotycznego i
zasolenia. W moim odczuciu sa to do$¢ wysokie stezenia. W jaki sposob je dobrano?

(3) Niektore z tabel i rysunkéw moglyby by¢ lepiej zredagowane. Przykiadowo: w tabeli 2
nie doszukalem si¢ informacji o starterach dla genéw HvDHNS i ARF1, w tabeli 6 blednie
zapisano nazwe tiaminy (thiamina), na rysunki 16 czcionka wykorzystana do opisu gal¢zi
dendrogramu jest za mata co utrudnia analize tego drzewa, w opisie rysunku 24 nie
podano informacji o tym, Ze prezentowane wyniki dotycza roslin kontrolnych. a na
rysunku 29 nie zaznaczono roznic istotnych statystycznie.

(4) Autorka nie zawsze wlasciwie stosuje terminologi¢ zwigzang ze stresem 1 stresorem.
Przykladowo, czgsto uzywa stwierdzenia ,,Rosliny uprawiane w stresorze zasolenia™ (na
przyklad na str. 95). W moim odczuciu nie brzmi to dobrze i raczej stosowatbym
sformutowanie ,,Roéliny uprawiane w warunkach stresu solnego™.

(5) Autorka nie ujednolicita pod wzglgdem stylu spisu literatury, przykladowo: czasami dla
pozycji literaturowej podane sa pelne tytuly pism, a innym razem skroty, czasami w
tytulach prac sg stosowane duze litery, a innym razem male, nazwy lacinskie powinny by¢
zapisane kursywa, a najczesciej nie sa. Styl spis literatury powinien by¢ jednolity dla
wszystkich pozycji.




Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Jolanty Groszyk dotyczy
aktualnej problematyki badawczej jaka jest zrozumienie funkcji genow kodujacych kinazy
GSK ze szczegélnym uwzglednieniem stresu osmotycznego i zasolenia u waznego gatunku
uprawnego jakim jest jeczmien. Prace badawcze zostaty dobrze zaplanowane i
przeprowadzone z wykorzystaniem szeregu zaawansowanych metod badawczych, a uzyskane
wyniki s3 oryginalne i stanowig dobry punkt wyjscia do dalszych badan. Autorka rozprawy
opanowala i skutecznie polaczyla w swej pracy liczne techniki badawcze wspolczesne;j
biologii eksperymentalnej roslin i jednoznacznie pokazata, ze potrafi kompleksowo
rozwigzywaé problemy badawcze oraz w sposob krytyczny analizowa¢ uzyskane wyniki.
Biorac pod uwage wszystkie powyzsze elementy stwierdzam, Ze przedstawiona rozprawa
spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim i wobec tego wnosze do Rady Naukowej
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin PIB w Radzikowie o dopuszczenie Autorki
rozprawy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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