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Jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.) jest gatunkiem zboZa o wysokim potencjale
plonotworczym, a jego ziarno ma duzg wartosé uzytkowa i paszowa. Potencjalnie wysoka
wydajnoéé tego zboza moze by¢ jednak znaczaco obnizana przez niskg tolerancie na suszg
glebowa. O ile jeczmien ozimy ze wzgledu na silny system korzeniowy rozwijany jesienig i
lepsze wykorzystanie wody z opadéw zimowych, dobrze znosi susze wiosennag, jeczmien jary
stanowigcy przedmiot badan niniejszej rozprawy jest wyjgtkowo naraiony na negatywne
efekty niedoboru wody zaréwno w fazie krzewienia jak i kioszenia.

W Polsce, susza glebowa stanowi istotny problem, giéwnie z uwagi na periodyczny
charakter tego zjawiska przejawiajacy sig serig lat mokrych przerywang kilkuletnim okresem
deficytu opaddw atmosferycznych. Najwiekszym deficytem wody charakteryzuje sie region
srodkowej Polski, obeimujgcy wojewddztwa Lubuskie, Wielkopolskie | Mazowieckie, a wiec
obszar intensywnie ufytkowany rolniczo. W przypadku zboi, straty plonu spowodowane
dziataniem suszy glebowej moga wynosi¢ nawet do 70%. PoniewazZ trudno jest dostosowac
strukture uprawy zbéz do tak dynamicznie zmieniajgcego sie | nieprzewidywalnego czynnika
klimatycznego jakim sg opady atmosferyczne, bardzo istotna jest identyfikacja czynnikdw
determinujgeych odpornosé na susze i opracowanie wiarygodnych procedur setekcji rodlin o
zwigkszonej tolerancii na ten czynnik stresowy. O istotnosci tego problemu swiadczy fakt, iz
badania dotyczace odpornosci na stresy abiotyczne, w tym susze u jeczmienia, nalezg do
tematow priorytetowych na najblizsze lata. Badania tego typu sag prowadzone m.in. w ramach
konsorcjum POLAPGEN i projektu POLAPGEN-BD finansowanego ze srodkow Europejskiego
Funduszu Rozwoju Regionalnego, Programu Operacyjnego innowacyina Gospodarka 2007-
2013, ktorego czesc stanowig wyniki prezentowane w niniejszej pracy.

Rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Fizjologii Roslin, Wydziatu Rolniczo-
Ekonomicznego, Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie, pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina
Rapacza oraz dr inZ. Barbary Jurczyk. Badania realizowano w ramach projektu PRELUDIUM
(DEC-2012/07/N/NZ9/02412) finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki oraz wyzej
wspomnianego projektu POLAPGEN-BD {UDA-POIG.01.03.01-00-101).

W pracy doktorskiej wyrézni¢ moina dwa kierunki badawcze: - badania prowadzone na
poziomie molekularnym majgace na celu okreslenie zmian ekspresji wybranych gendw
zwigzanych z odpowiedzig na susze i identyfikacje regionéw genomu regulujacych te zmiany
oraz — badania na poziomie komdrkowym, ktérych celem byto okreslenie roli cytoszkieletu
aktynowego w transdukcii sygnatu indukowanego niedoborem wody.



Rozprawa liczy 80 stron i posiada klasyczny uklad obejmujacy Streszczenie, Wstep, Cel
pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski i Spis literatury. Do tekstu dotaczono 9
tabel i 20 rycin, dokumentujacych uzyskane wyniki. Uklad pracy jest poprawny pod wzgledem
formalno-metodycznym, drobnym mankamentem jest brak wykazu stosowanych skrétéw,
ktéry stanowitby przydatne uzupeinienie uatwiajace odbidr pracy.

We Wstepie Dokiorantka przedstawita charakterystyke botaniczng i systematyczng
oraz dane dokumentujgce rozmieszczenie uprawy jeczmienia zwyczajnego, znaczenie |
wykorzystywanie tego gatunku. W tej czesci pracy moje zastrzezenie budzi tylko podana
wysokodé $redniego plonowania (2,5 t/ha), ktéra najprawdopodobniej wynika z duiego
zrdznicowania warunkéw uprawy w skali catego swiata. Dia polskich warunkéw wartodc ta jest
sporo zanizona {wg. COBORU w roku 2015 plon wzorca dla jeczmienia jarego wyniost 6,5 t/ha).

Nastepnie Doktorantka opisata znaczenie prawidiowych stosunkdédw wodnych w roslinie,
wplyw niedoboru wody na procesy komérkowe i fizjologie rodlin oraz fizjologiczne |
molekularne mechanizmy odpowiedzi na stres suszy. Bardziej szczegéiowo opisano funkcje
gendw wyselekcjonowanych do badan (HVAI, Srgb, ADF) oraz role cytoszkieletu aktynowego
i jego potencjalny udziat w transdukcji sygnatdéw. W mojej opinii warto bytoby uzupetni¢ ten
opis o chotby wzmianke dotyczgca cytoszkieletu mikrotubularnego, gdyi oba typy filamentow
pozostajg ze sobg w Scistej wspdipracy. Dlatego tez chciatabym prosi¢ Doktorantke o krotkie
uzupeinienie informacii na temat funkcji cytoszkieletu mikrotubularnego, wzajemnych
oddziatywan pomiedzy filamentami aktynowymi i mikrotubulami oraz o wyrazenie opinii na
temat potencjalnego udziatu cytoszkieletu mikrotubularnego w reakcii na stres suszy.

Ostatnia cze$¢ Wstepu Doktorantka poswiecita na szczegdlowy opis metody eQTL (ang.
expression Quantitative Trait Loci) wykorzystanej w pracy do identyfikacji regionow genomu
regulujgcych poziom ekspresji analizowanych gendw.

Cel pracy i zadania badawcze sformufowano jasno i przejrzyicie. W obliczu wyzwanh przed
jakimi staje wspdiczesne rolnictwo | majac na uwadze istotny problem, jaki w zmieniajgcych sie
warunkach klimatycznych stanowi susza, uwaiam Ze podijecie badan majacych na celu
identyfikacje mechanizmu tolerancji na ten stres nalezy uznacd za uzasadnione.

W rozdziale Materiat | Metody Doktorantka przedstawita pochodzenie | warunki wzrostu
materiatu rodlinnego, ukfad doswiadczen oraz metody i techniki analityczne wykorzystane w
pracy. Opis metodyki jest jasny, co ze strony Doktorantki swiadczy o dobrym przygotowaniu
merytorycznym. W opisie wykorzystywanej do badan populacji mapujacej zabraklo informacii
{waznej zwlaszcza dla hodowcow), ktéra z odmian rodzicielskich stanowita forme mateczna, a
ktéra ojcowska. Informacjg te uzyskujemy poérednio dopiero z opisu wynikdw analizy eQTL
{str. 46). Brakuje réwnieZ informacji dotyczacych opracowanej mapy genetycznej {np. danych
dotyczacych gestosci czy ilosci i rozmieszczenia markeréw molekularnych).

W pierwszych rozdziatach opisujgcych uzyskane wyniki, Doktorantka przedstawita dane
uzyskane z analizy ekspresji genéw HVAI i Srg6, wyniki mapowania eQTL oraz analizy
bioinformatycznej. Przeprowadzona analiza statystyczna pozwolifa na identyfikacje trzech
eQTL-i warunkujgcych ekspresie genu HVA1, wirdd kiérych dla jednego z kodowanych biatek
znaleziono adnotacje funkcjonalne. Podobnie, jak ma to miejsce w przypadku pojedynczego
e(QTL zidentyfikowanego dla genu Srgé, funkcje zidentyfikowanych produktéw zwigzane sg ze
szlakiem degradacji biatek zaleznym od ubikwityny. Wyniki te stanowig cenne potwierdzenie
i uzupetnienie informacji dotyczacych molekularnej regulacji adaptacji do warunkow suszy
glebowej.

Pomiary zmiany ekspresji gendw poprzedzono analizg stosunkéw wodnych w lidciach
rodlin poddanych dziataniu suszy. Pomiary te wykonano jednak tylko dla rodlin form



rodzicielskich, podczas gdy interesujace bylyby réwniez dane obrazujgce zakres zmiennoSci i
rozkiad tej cechy w obrebie catej populacji mapujacei.

Opis wynikow drugiej czesci badan rozpoczeto od informacii, ktére stanowig uzupetnienie
czeéci metodycznej. Ciekawym dla mnie, jest traktowanie stresem suszy poprzez suszenie
fragmentow lisci w temperaturze 35°C, i prosze Doktorantke o wyjasnienie takiego,
odmiennego od zastosowanego w pierwszej czesci badan, podejécia metodycznego.
Nastgpnie Doktorantka przedstawita wyniki pomiaru wiglednej zawartosci wody w lidciach
poddawanych suszeniu {Tabela 6). Wyniki te stanowia cenne uzupeinienie, jednak zatgczony
jako element analizy statystycznej przedziat ufnosci nie pozwala na poréwnanie tempa utraty
wody pomigdzy badanymi odmianami.

Szczegotowo opisano wyniki dotyczace organizacji cytoszkieletu aktynowego, jednak
pewne zastrzezenia budzi niezbyt starannie dobrana i dopracowana dokumentacja
fotograficzna (Ryc. 12-19).

Opisujgc wyniki pomiaru wzgledne] intensywnosci fluorescencji wyznakowanych
filamentow aktynowych {Tabela 7) Doktorantka stwierdzifa, iZ byla ona znacznie wyisza w
lisciach odmiany CAM/B1/C1 co nie jest do kofica zgodne z prawdg, gdyz dotyczy filamentow
kortykalnych oraz zlokalizowanych w komodrkach migkiszu, i to jedynie w warunkach
kontrolnych.

Bardzo interesujace dane uzyskano analizujac zmiany akumulacji aktyny i ekspresji
wybranych gendw (AKT11, ADF1, ADF3, Sgr6, HVAL) pod wplywem stresu suszy i traktowania
inhibitorem polimeryzacji aktyny (latrunkuling-B}). Wyniki te pozwolily na sformufowanie
wnioskow o charakterze nowatorskim,

W rozdziale Dyskusja Doktorantka odniosta sie do uzyskanych wynikéw w oparciu o
najnowsze doniesienia literatury Swiatowej. W wigkszosci przypadkéw interpretacia wynikow
jest prawidiowa, jednak w poniiej wymienionych priypadkach zamieszczone sugestie s3
nieuzasadnione lub budzg watpliwosci.

Na str. 64 Doktorantka twierdzi i2: ,Susza | fazy byta aplikowana od fazy siewki i jej
dziatanie odbijalo sie w fazie krzewienia, susza Il fazy aplikowana w fazie liscia flagowego
dawata rezultat w fazie kioszenia.” Jak rozumiem jest to jedynie logiczne zaloienie, gdyz w
pracy nie zamieszczono Zadnych eksperymentalnych danych, potwierdzajacych wplyw
zastosowanego traktowania stresem suszy na dalszy rozwéj roslin, komponenty skfadowe i
wysokos$é plonu. Takie dane bylyby cennym uzupetnieniem uzyskanych wynikdw i na
przysziosd sugeruje przeprowadzenie tego typu pomiardw.

Na str. 68 Dokiorantka sugeruje, iz odmiana CAM/B1/C1 charakteryzuje sie niiszym
deficytem wody w lisciach rodlin rosngcych w warunkach suszy, jednak hipotezy tej raczej nie
potwierdzajg wyniki przeprowadzonej analizy stosunkow wodnych zamieszczone w Tabeli 4.
Wiarygodnych dowodéw dostarczyloby przeprowadzenie pomiardw potencjaty wody lub
potenciatu osmotycznego lisci.

Na str. 69 Doktorantka zasadniczo zmienia zdanie, co do wynikdw analizy wzgledne]
fluorescencji i skorelowana z tym parametrem z iloscig filamentow aktynowych u badanych
odmian. Jest to ewidentna pomyika, ktéra na szczedcie nie wplynela zasadniczo na dalszy tok
wrioskowania.

Zawarte w osobnym rozdziale wnioski sg w wiekszosci dobrze udokumentowane. Wyjatek
stanowi stylistycznie nieprawidiowo sformufowany wniosek nr 4. W przypadku odmiany
wrazliwej poziom akumulacji biatka aktyny w lisciach roélin rosngcych w warunkach suszy jest
nizszy w poréwnaniu do odmiany odpornej, wyraznie wyzsza jest natomiast relatywna zmiana
poziomu akumulacji aktyny pod wplywem stresu. Nieco przedwczesny wydaje sie réwniez



whiosek nr 7, ktory nie ma zadnego zwiazku z prowadzonymi w ramach pracy badaniami i jest
wynikiem rozwazan o czysto hipotetycznym charakterze.

Spis Literatury zawiera 109 cytowanych pozycji, w wiekszosci z ostatniego dziesigciolecia,
co potwierdza dobre przygotowanie merytoryczne Doktorantki. W spisie brak dwéch pozycii
literaturowych: Bryaniin. 1999 (str. 35), Remy i in. 2013 (str. 67}.

Praca napisana jest poprawng polszczyznag, w sposdb jasny i klarowny, drobne bledy
stylistyczne i edytorskie zaznaczono bezposrednio w tekscie.

Wainiejsze uwagi edytorskie:

Przedstawiony na str. 28 wzdér na obliczanie parametru RWC zawiera bigd.

W Tabeli 5 (str. 44) brak informacji o poziomie istotnoéci wspétczynnikéw korelacji,
ponadto bardziej przejrzyste byloby zamieszczenie tylko wartosci statystycznie istotnych lub
wyrdznienie ich np. typem czcionki,

Ryc. 12-19. Biad w numerac}i rycin, na kilku rycinach {17-19) brakuje oznaczen komérek
miekiszu (M) i epidermy {Ep). Generalnie percepcje utatwitoby zorientowanie wszystkich zdjed
w tym samym ukiadzie przestrzennym.

Ukfad Tabeli 9 (str. 62} jest niepotrzebnie skomplikowany, dane zawarte w kolumnie 3i 4
duplikujg dane prezentowane na Ryc. 20a-e i mogiyby zostac pominigte.

Wymienione powyiej zastrzeZenia i uwagi nie obniZzajg wartosci merytorycznej pracy.
Podsumowujac catoksztalt rozprawy, wysoko oceniam zatozenia i wyb6r celu pracy, sposob
weryfikacji hipotezy badawczej oraz dobor molekularnych, cytologicznych i statystycznych
metod analitycznych.

Na szczegdlne uznanie zastuguja:

- potwierdzenie udziatu gendw HVAL 1 Srg6 w odpowiedzi roslin na stres suszy u
jeczmienia jarego przy rOwnoczesnym wykazaniu odmiennej funkcji tych gendw,

- lokalizacja QTL-i regulujacych ekspresje wyiej wymienionych gendw i okreélenie
prawdopodobnej funkcji dla czesci z kodowanych w tych rejonach biatek jako zwigzanej z
protesem ubikwitynacji,

- wykazanie udziatu cytoszkieletu aktynowego w regulacii ekspresji genu HVAZ i
transdukcji sygnatu deficytu wody w komorce rosdlinne] i przedstawienie hipotetycznege
scenariusza odbiory bodica suszy.

Z praktycznego punktu widzenia dla hodowli twdrczej, hardzo przydatna moie okazad sie
identyfikacja markerdw sprzezonych z odpowiedzig na stres suszy.

Oceniajac cafoksztatt rozprawy doktorskie] mgr Katarzyny Sniegowskiej-Swierk pt.
~Wybrane aspekty regulacji ekspresji gendw HVAIL i Srg6 w odpowiedzi na stres suszy u
jeczmienia zwyczajnego {Hordeum vulgare L.} stwierdzam, ie przediciona do oceny praca
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okredlone w ustawie z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach | tytule w zakresie sztuki {Dz, U.
z 2003 r., Nr 65, poz. 595, z péin. zm.). W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Wydziatu
Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koftqtajo w Krakowie o
dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wartosc
merytoryczng pracy wnioskuje rownie? o jej wyréinienie.

Krakéw, 15.09.2016 dr hab. in. wona Zur, prof. nadzw. iFR PAN



