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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Jolanty Groszyk
pod tytutem ldentyfikacja i analiza funkcji genéw z rodziny GSK

w jeczmieniu (Hordeum vulgare L.)"

Lawinowy przyrost ilosci danych genomicznych, ktéry wynika z szybkiego
rozwoju technik molekularnych i bioinformatyki, daje szanse poznania i zrozumienia
szczegdtowych aspektow funkcjonowania organizméw zywych. Rozwdj genomiki
choé, bez watpienia, warunkuje postep w tym zakresie nie jest jednak czynnikiem
wystarczajgcym dla osiggniecia petnego sukcesu. Koniecznym uzupetnieniem
imponujgcych osiggnie¢ na polu oznaczania struktury catych genomoéw sg zmudne
prace nad identyfikacjga poszczegbinych genéw oraz okreéleniem ich funkciji, profili
ekspresji i mechanizmoéw jg regulujgcych. Nieoceniong pomoc w zakresie adnotacii
funkcjonalnych stanowig opublikowane wyniki zaawansowanych badan nad
organizmami modelowymi, jednak nawet w ich przypadku bardzo wiele jeszcze
pozostaje do zrobienia. Mozna mie¢ nadzieje, ze tempo, w jakim przyrasta nasza
wiedza bedzie sie zwiekszato. Nadzieja ta wynika z niewatpliwego, dodatniego
sprzezenia, jakie zauwazamy pomiedzy iloscig dotychczas zgromadzonych danych
i liczba zweryfikowanych hipotez a fatwoscig pozyskiwania nowych informacji.
Niezbednym uzupetnieniem oznaczania sekwencji nukleotydowych i ich analiz
bioinformatycznych pozostaje, bez watpienia, eksperyment pozwalajacy mniej lub
bardziej jednoznacznie okresli¢ funkcje genu lub genéw w Srodowisku komérkowym
i w kontekscie funkcjonowania catego organizmu. Obecnie mozemy bardzo zwiezle,
cho¢ raczej nalezato by powiedzie¢ — skrotowo, okreslic droge, ktérg kazdorazowo
trzeba by pokona¢: po zgromadzeniu danych z zakresu genomiki przychodzi czas na
analize transkryptomu; weryfikacjg tak uzyskanych danych powinna by¢ analiza
proteomu uzupetniona w niektérych przypadkach analizg metabolomu. Na tak
sformutowane ,proste” postulaty naktada sie niestety ztozonos¢ i wielotorowosc
mechanizmdw regulujgcych fizjologie organizmu i jego reakcje na wptyw czynnikow
zewnetrznych.

Pomimo, ze dlugo jeszcze nie przeminie czas eksploracji organizmow
modelowych, juz teraz dysponujemy solidnymi przestankami by wykorzystac
opracowany warsztat doswiadczalny oraz zdobyty zas6b wiedzy, w badaniach nad
roslinami uprawnymi. Jest rzeczg oczywista, ze bez tego nie da sie osiggnac
sukcesu w zakresie przySpieszania | precyzyjnego sterowania procesami
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hodowlanymi. Rozwdj i konsekwentne wykorzystywanie metod inzynierii genetycznej
daje szanse szybszego osiggniecia zaktadanych celéw hodowlanych.

W tak okreslony obszar dziatalnosci badawczej dobrze wpisuje sie rozprawa
doktorska mgr Jolanty Groszyk bedaca przedmiotem niniejszej recenzji. Zostata ona
przygotowana pod opiekga naukowg prof. dr hab. Wactawa Orczyka w Zaktadzie
Inzynierii Genetycznej Instytutu Hodowli i Aklimatyzaciji Roslin w Radzikowie.

Ocena merytoryczna pracy

Mgr Jolanta Groszyk podjeta badania nad rodzing genéw kodujacych kinazy
biatkowe z rodziny GSK w jeczmieniu zwyczajnym w ramach projektu OPUS 7
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. Pewna, wstepna cze$¢ uzyskanych
wynikow zostata opublikowana w pracy, ktérej Doktorantka jest pierwszym autorem’.
Praca opisuje wyniki analiz bioinformatycznych genomu jeczmienia, ktére dowodzg
obecnosci w tym gatunku siedmiu gendéw — przedstawicieli rodziny GSK3. Analiza
filogenetyczna sekwencji aminokwasowych ich domen kinazowych wykazata, ze
mozna je zakwalifikowa¢ do czterech grup, ktore wczes$niej wyrdézniono wéréd genow
AtSK (GSK) Arabidopsis thaliana. Autorzy wykazujg ponadto ekspresje wszystkich
siedmiu gendow GSK jeczmienia (HvGSK) w réznych organach i stadiach
rozwojowych roslin.

Oceniana rozprawa opisuje badania bedgce kontynuacjg i rozwinieciem tych,
ktére opisuje wspomniana wyzej publikacja. Autorka wybrata cztery geny
reprezentujgce poszczegdlne grupy i podjeta probe okreslenia ich funkgciji
biologicznej. Zastosowata metode czesto w tym celu stosowang — wyciszania
poszczegdlnych gendéw (na drodze RNAIi) i badania fenotypéw uzyskanych
transformantow. Doktorantka przeprowadzita liczne wieloetapowe eksperymenty
wykorzystujgce réznorodne techniki badawcze. Prowadzita uprawy roslin i kultury
bakteryjne, izolowata RNA roslinne, przeprowadzata odwrotng transkrypcje i reakcje
real-time PCR dla okreslenia poziomu ekspresji badanych gendéw. Konstruowata
plazmidy zawierajgce kasety wyciszajgce, transformowata komorki Agrobacterium
tumefaciens a nastepnie wykorzystywata je do transformacji zarodkéw jeczmienia.
Do przeprowadzenia zaplanowanych badan niezbedna byta ponadto regeneracja
roslin, uzyskanie ziarniakow pokolenia T1 i ich wysiew w celu uzyskania pokolenia
T2. Do analiz fenotypow wykorzystywano homozygotyczne osobniki pokolenia T2.

Od tego momentu mozna moéwi¢ o najcickawszej, ale i najbardziej
pracochtonnej, najtrudniejszej do opisania i interpretacji czesci pracy. Doktorantka
wybrata cechy fenotypowe i parametry, ktére postanowita poréwnaé¢ w 14-dniowych
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roslinach typu dzikiego i transformantach. Liczbe prob zwiekszylo wprowadzenie do
doswiadczenia dodatkowych czynnikow. Badane rosliny uprawiano bowiem
w warunkach okreslonych jako kontrolne oraz w obecnosci 200 mM NaCl (co
nazwano stresem zasolenia) lub 15% PEG 10 000 (majgcego powodowaé stres
osmotyczny). Mozna zatem stwierdzi¢, ze badano 5 grup obiektéw (rosliny typu
dzikiego oraz cztery grupy linii T2 z wyciszong ekspresjg poszczegdlnych genéw
GSK). Wszystkie obiekty analizowano w warunkach kontrolnych oraz pod wptywem
stresu zasolenia i stresu osmotycznego. Co oczywiste, podstawowym oznaczeniem
byt wzgledny poziom ekspresji badanych genéw: HYGSK1.2, HYGSK2.1, HvGSK3.1
oraz HvGSK4.1 reprezentujgcych odpowiednio wystepujgce w jeczmieniu (oraz w
rzodkiewniku) cztery grupy genow GSK. Ponadto badano poziom ekspresji genu
HvDhn5 oraz HvDwarf4. Cechy fenotypowe i parametry okreslane we wszystkich
prébach to: biomasa roslin, diugo$¢ pedu i korzeni, zawartosé¢ H202, powierzchnia
pierwszego liscia, sucha masa lisci oraz wyciek elektrolitbw. Doktorantka oznaczata
rowniez wybrane parametry fluorescencji chlorofilu.

Ostatecznym celem badar prowadzonych wedtug schematu przyjetego przez
Autorke rozprawy jest okreslenie funkcji biologicznej badanej rodziny gendw. Na
podstawie wynikbw badan Arabidopsis thaliana stwierdzono, ze AtSK21
(przedstawiciel grupy Il) oraz AtSK12, AtSK21 i AtSK13 (zaliczane do grupy |)
fosforylujg, zaangazowane w regulacje szlaku sygnatowego brassinosteroidow —
czynniki transkrypcyjne BZR1 oraz BES1/BZR2. Doktorantka cytuje doniesienia
stanowigce ponadto, iz AtSK11 fosforyluje dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowa
(G6PD), ktéra aktywowana w ten sposéb uczestniczy w obronie komérki przed
stresem oksydacyjnym. Posrednie dane sugerujg ponadto udziat AtSK371 (kinazy
zaliczanej do grupy lll) w sygnalizacji brasinosteroidowej. Autorka nie znalazta
w literaturze danych sugerujgcych funkcje biologiczne pozostatych kinaz zaliczanych
do grupy trzeciej oraz kinaz grupy czwarte;.

Nalezy stwierdzi¢, ze podjecie badan nad okresleniem funkcji genéw z rodziny
GSK w jeczmieniu jest uzasadnione z co najmniej dwoch gtéwnych powodéw. Po
pierwsze, poznane juz regulatorowe funkcje kinaz biatkowych z tej rodziny lokujg je
w centrum zainteresowania hodowcdéw pragngcych modyfikowaé wazne cechy
uzytkowe roslin. Po drugie, dysponujemy bardzo matym, ograniczong wiasciwie
wytgcznie do ryzu, zasobem informacji na temat funkgc;ji tych kinaz w zbozach.

Uzyskane przez Autorke rozprawy dane doswiadczalne pozwolity jej na
wyciggniecie ostroznych wnioskow, ktére sformutowata w rozdziale 6
(Podsumowanie i wnioski). Stanowig one, miedzy innymi, ze najwyzszy poziom
ekspresji genéw HvGSK wystepuje w organach generatywnych; geny te uczestnicza
w regulacji rozwoju pedu (wniosek 4) i systemu korzeniowego (wniosek 5) oraz
musza bra¢ udziat w regulacji odpowiedzi rosliny na wystapienie stresu
osmotycznego (oraz stresu zasolenia). Przeprowadzone przez Autorke
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wnioskowanie doprowadzito do stwierdzenia zwigzku funkcji gendw HvGSK ze
szlakami sygnatowymi brasinosteroidéw (w tym za posrednictwem genu HvDwarf4)
oraz kwasu abscysynowego (takg mozliwos¢ sugeruje ich wpltyw na ekspresje
HvDhnb5).

Opisane wyniki sa interesujgce i wartosciowe. Z catg pewnoscig jednak,
badania, ktore umozliwity ich uzyskanie musza by¢ kontynuowane i rozwijane. Na
sformutowanie takiego pogladu wptywa kilka przestanek. Po pierwsze, wytaczanie
funkcji poszczegolnych genow rodziny GSK przeprowadzone z zastosowaniem
mechanizmu RNAI (doktadniej: PTGS) nie byto catkowite — doprowadzano tylko do
obnizania poziomu ekspresji. Te kwestie Autorka porusza w dyskus;ji, jednak bytoby
bardzo pozgdane, gdyby zechciata odnie$¢ sie do tego zagadnienia w czasie
publicznej obrony. By¢ moze rozwigzaniem bytyby badania stosujgce inaktywacje
genu na etapie transkrypcji. By¢ moze rzeczywiscie, o czym Autorka wspomina
w dyskusiji, adaptacja metody CRISPR/Cas bytaby wiasciwym rozwigzaniem. Bardzo
interesujgce bytoby ponadto poznanie opinii Autorki na temat potencjalnej roli, jaka
w funkcjonowaniu kinaz z rodziny GSK odgrywa alternatywny splicing ich
transkryptéw. Liczba wariantéw splicingowych podawana w literaturze jest
imponujgca. Ten aspekt to druga z przestanek wptywajgcych na poglad
o konieczno$ci kontynuowania badan. Trzecig przestankg jest potrzeba identyfikaciji
substratow poszczegobinych kinaz i okreslenie poziomu ich specyficznosci — kinazy
biatkowe znane sa z wysokiej specyficznosci substratowej. Pozostaje wreszcie
kwestia metabolomiczna. Badanie poziomu brasinosteroiddw mogtoby okazac sie
pozyteczne — o tym takze mozna wnioskowac z tekstu rozprawy (patrz: ,Dyskusja”
str. 134).

Podsumowujac ocene merytoryczng rozprawy mozna stwierdzi¢, ze jest to
praca warto$ciowa i interesujgca, cho¢ bardzo trudna w lekturze co wynika, przede
wszystkim, ze zrdéznicowania obiektow i czynnikow badawczych oraz koniecznosci
wnioskowania na podstawie przestanek posrednich. Tym niemniej, obowigzkiem
recenzenta jest zwrocenie uwagi na zauwazone niedoskonato$ci rozprawy. We
wstepnej czesci pracy zdecydowanie brakuje krotkiego wprowadzenia w niektére
aspekty mechanizméw reakcji rosliny na stres. Zdecydowanie zyskataby na tym
jasnos¢ wywodu. Zakres merytoryczny pracy obejmuje badania nad wplywem
ekspresji gendéw kodujgcych GSK na fenotyp jeczmienia w warunkach kontrolnych
i wwarunkach stresu. Zdecydowanie brakuje wyjasnienia réznicy miedzy
zastosowanym stresem zasolenia a stresem osmotycznym, ktore przeciez znaczgco
pokrywajag sie, jako ze oba sg stanami zaburzenia stosunkéw wodnych w tkankach
rosliny. Brakuje rowniez wprowadzenia czytelnika w niektére aspekty molekularne
stresu. O dehydrynach w kontekscie badanych zjawisk czytelnik dowiaduje sie
wiasdciwie dopiero w ,Dyskusji” — tylko o jednym kodujacych je gendw czyta
wczeéniej, w rozdziale 3.10. W tabeli 2 brakuje informacji o starterze stosowanym do
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oznaczania genu HvDhn5, cho¢ odsyta do tej tabeli tekst ze strony 66 (Rozdz.
3.10.3). Skrotowa nazwa tego genu pojawia sie zreszta po raz pierwszy na stronie
64, cho¢ nalezato by oczekiwac, ze znajdziemy ja, na przyktad, w rozdziale 1.8. Drugi
z oznaczanych jako gen odniesienia — Dwarf4, znajdujemy w rozdziale 1.9.
Wyjasnienia skrétowych nazw tych genéw nie znajdziemy zresztg w wykazie
skrotéw. Niektére skroty zamieszczone w tekscie (oraz w podpisach do rysunkéw)
wymagajg wyjasnienia. Dobrym sposobem dokonania tego jest ich zamieszczenie
w juz wspomnianym wykazie skrotéw. Mozna je byto réwniez objasni¢ w podpisach
pod rycinami Zamieszczone w rozprawie, starannie dobrane i interesujgce ilustracje
znacznie zyskatyby na czytelnosci. Niektore z tych przedstawiajgcych schematy lub
szlaki, np. rys. 7, majg starannie zredagowany, czytelny podpis. Inne, np. rys. 1, 11,
12, wymagajg znacznego wysitku by wyjasnienie zastosowanych skrotow znalezc
w tekécie, co w niektorych przypadkach nie jest mozliwe (choéby RALF - rapid
alkalinization factor na rys. 11).

Jak wynika z juz wczesniej zamieszczonych uwag, rozprawa zastuguje na
pozytywna ocene niezaleznie od kilku uwag krytycznych. Przedstawia ona wyniki
badan zrealizowanych z duzym naktadem pracy przez kompetentnego badacza.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska mgr Jolanty Groszyk to opracowanie obejmujgce 155
stron tekstu ilustrowanego 41 rysunkami i zawierajgcego 27 tabel. Spis cytowanej
literatury obejmuje 178 pozyciji.

Praca zostata napisana poprawnie cho¢ w pozostajg w mocy uwagi na temat
tego, ze jest trudna w czytaniu. Ponadto Autorka nie ustrzegta si¢ pewnych
niedoskonato$ci jezykowych i edytorskich. Recenzent uznaje za takowg
konsekwentne stosowanie w catej pracy przymiotnika ,konserwowane” zamiast
,zachowane” lub ,zachowawcze”. Ponadto, ponizej przedstawia zauwazone
w tekscie usterki, ktérych usuniecie jest konieczne w przypadku, gdyby Autorka
zechciata opublikowaé uzyskane wyniki w formie pracy przegladowej (lub prac)
w jezyku polskim. Z peinym przekonaniem powinno si¢ Autorke zachecic¢ do podjecia
tego wysitku. Liczba tych usterek nie jest duza, wiekszo$¢ ma charakter bigdow
literowych, niektére wynikajg ze stosowania zargonu laboratoryjnego. Na stronie 17
powinno by¢ tillering” (a nie rillering”). Na stronie 25 zamiast ,dodawanie
czasteczek fosforanu” powinno sie raczej napisac ,dotaczanie reszt fosforanowych”.
Bardziej poprawne niz ,koncentracja czynnika® bedzie napisa¢ ,stezenie
czynnika...”., lub ,poziom czynnika...” (str. 32). Mdwimy raczej o ,poziomie
nadekspresji” niz ,sile nadekspresji’ (str. 32). Powinno by¢ ,DIFFERENTIAL" a nie
JREIFFERENTIAL” — na str.38. Raczej ,wykazujace ekspresje” lub ,syntetyzujgce”
zamiast ,eksprymujgce” — wyrazenie ze str. 41. Trudne do rozroznienia sg kolory linii
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w schemacie (i legendzie) na rysunku 12A (str. 42). W kulturze bakteryjnej 0,5 mM
acetosyringon to stezenie a nie ilos¢; ile zatem dodano tej substancji? Alternatywnie,
na str. 60 mozna byto napisa¢ ,dodawano do stezenia 0,5 mM...”. Powinno sie pisac¢
,Syntetyzowanego” a nie ,syntezowanego” (str. 79). Na rysunku 24 brakuje
objadnienia znaczenia gwiazdek (istotno$¢); odwrotnie — na rys. 29 (str. 95)
zamieszczono wyjasnienie ich znaczenia w podpisie a nie ma ich na rysunku.
W tekscie u dotu strony 90 powinno by¢ odwotanie do rysunku 27 (a nie 26). Zwykio
sie pisaC raczej ,nizszy” niz ,mniejszy” poziom wyciszenia (str. 128). Na str. 131
nalezato zapisac: ,regulacji fitohormonalne;j”.

Wymienione powyzej usterki nie zmieniajg ogélnie pozytywnego obrazu pracy.
Pod wzgledem formalny rozprawa zastuguje na takg wtasnie ocene.

Podsumowanie

Po analizie ocenianej rozprawy stwierdzam, ze jej Autorka mgr Jolanta
Groszyk zdobyta znaczny zasob wiedzy oraz posiadta wysokie kwalifikacje
badawcze. Praca przygotowana na podstawie przeprowadzonych przez nig badan
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w rozumieniu art. 13 ust. 1i 2
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.) przywotanej
w zwigzku z art. 179 ust. 1. ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018, poz. 1669).

Na tej podstawie przedstawiam Wysokiej Radzie Instytutu Hodowli
i Aklimatyzacji Roslin PIB w Radzikowie wniosek o dopuszczenie mgr Jolanty
Groszyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

prof. dr hab. Cezary Madrzak

Poznan, 28 grudnia 2018 r.



