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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Michata Kempy pod tytutem: ,,Wplyw streséw
abiotycznych na zmiany metabolomu ze szczegélnym uwzglednieniem lipidéw
u form jeczmienia jarego o zréznicowanym fenotypie i polimorfizmie genu
ns-LTP2.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej jej Autor, mgr Michat Kempa, omawia
wyniki naukowe, ktore uzyskat w Zaktadzie Fenomiki Zbéz Instytutu Genetyki Roslin
PAN w Poznaniu, pracujgc pod kierunkiem dr hab. Anety Kuczynskiej - promotora
ocenianej przeze mnie dysertacji. Promotorem pomocniczym rozprawy mgr Michata
Kempy jest dr Krzysztof Mikotajczak. W ocenianej pracy przedstawiono interesujgce
wyniki wielokierunkowych badan nad zmianami obserwowanymi u jeczmienia jarego
pod wptywem trzech streséw abiotycznych: deficytu wody, zasolenia oraz wysokiej
temperatury, oddziatujgcych na badane rosliny pojedynczo lub tez we wszystkich

mozliwych kombinacjach.

Praca doktorska mgr Michata Kempy to napisany w jezyku polskim

manuskrypt. Rozpoczyna sie obszernym wstepem, w ktérym Doktorant szczegétowo
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scharakteryzowat wykorzystany w badaniach gatunek zboza, przedstawit rowniez

wymagania jego uprawy, a takze oméwit wptyw wybranych stresow abiotycznych na
jego plonowanie. Nastepny podrozdziat tej czesci rozprawy zostat poswiecony
specjalnej grupie biatek odpowiedzi na stres zwanych biatkami transportujgcymi
lipidy, czyli biatkami LTP. Zostaly one omdwione w czesci wstepnej rozprawy
szczegolnie doktadnie, poniewaz mgr Michat Kempa przedstawit w swojej dysertacji
wyniki zwigzane w tg wiasnie grupg czynnikdbw odpowiedzi na stres. Ostatni
podrozdziat czesci wprowadzajgcej w zagadnienia omawiane w pracy doktorskiej
mgr Michata Kempy dotyczy wykorzystania danych wysokoprzepustowych w
badaniach wptywu stresu na rosliny. Wszystkie wymienione czesci Wstepu zostaty
bardzo starannie przygotowane na podstawie najnowszej literatury naukowej. Nie
mam watpliwosci, ze mgr Michat Kempa zapoznat sie w cytowanymi w swojej pracy
artykutami i starannie wybrat z nich informacje potrzebne do napisania tego
interesujgcego przegladu literaturowego. Wspomne w tym miejscu, ze zamieszczone
ma koncu manuskryptu zestawienie wykorzystanych do przygotowania dysertacji
lista publikacji liczy az 565 pozyciji! To chyba najdtuzsza lista literaturowa, z jakg sie
spotkatem w recenzowanych przeze mnie do tej pory pracach doktorskich. Wstep
przygotowany przez mgr Michata Kempe bardzo dobrze wprowadza czytelnika w
zagadnienia, ktore pojawiajg sie pdzniej w czesci poswieconej uzyskanym wynikom,
a takze w rozdziale zatytutowanym Dyskusja. Dodam, ze zamieszczony w rozprawie

Wstep czytatem z ogromng przyjemnoscig i zainteresowaniem.

W nastepnym rozdziale ocenianej pracy doktorskiej Autor przedstawit
zatozenia i cele podjetych w ramach doktoratu badan naukowych. Jak czytamy w tej
czesci rozprawy, celem byla kompleksowa analiza mechanizméw determinujgcych
tolerancje jeczmienia na zréznicowane warunki srodowiskowe. Magister Michat
Kempa sformutowat cztery klarowne hipotezy badawcze, ktére postanowit

zweryfikowaé, wykonujgc zaplanowane przez siebie eksperymenty. Pierwsza
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hipoteza zaktadata, ze w zaleznosci od rodzaju i intensywnosci czynnika

stresujgcego obserwowane zmiany poszczegdlnych metabolitow roznig sie miedzy
sobg, szczegolnie tych zwigzkow, ktére warunkujg lepsze przystosowanie sie roslin
do zmieniajgcych sie warunkoéw srodowiskowych. W drugiej hipotezie zatozono, ze
za zmiany profilu metabolicznego wywotane okreslonym stresem lub kombinacjg
roznych warunkow stresowych odpowiada gtownie czynnik genetyczny. W trzecie;
hipotezie Autor dysertacji zatozyt, ze dziatanie kilku streséw jednoczesnie ma innych
wptyw na caty metabolom niz kazdy ze streséw dziatajgcych oddzielnie. Ostatnia
zaproponowana przez mgr Michata Kempe hipoteza zaktadata, ze pod wptywem
streséw abiotycznych dochodzi do indukcji ekspresji genu na-LTP2 w tkankach
wegetatywnych determinujgcych zmiennosé lipidomu i fenomu jeczmienia. Zaréwno
cel badan, jak i towarzyszgce mu hipotezy badawcze zostaty jasno i prawidtowo
sformutowane. Opisane w pracy eksperymenty zostaty zaplanowane w taki sposob,

aby zweryfikowac postawione hipotezy i osiggng¢ przedstawiony cel badawczy.

Rozdziat rozprawy zatytutowany Materiaty i metody precyzyjnie opisuje
wykorzystany w badaniach materiat biologiczny, uzyte do badah odczynniki oraz
zastosowane w pracy metody i techniki. Nie mam do tej cze$ci ocenianej rozprawy
powazniejszych uwag. Ta cze$¢ zostata przygotowana przez Doktoranta bardzo
starannie, bez trudu znalaztem tutaj wszystkie informacje potrzebne mi do
zrozumienia, jak zostaty wykonane poszczegdlne, opisane w manuskrypcie

eksperymenty.

Najobszerniejszg czescig ocenianej rozprawy jest oczywiscie rozdziat, w
ktérym mgr Michat Kempa opisat wyniki wykonanych przez siebie doswiadczen. Z
pokazanych w pracy analiz metabolomow réznych linii jeczmienia poddanych
réznorodnym stresom abiotycznym wynika, ze profil metabolitdw zwigzany jest

przede wszystkim z genotypem badanej linii jeczmienia. Co ciekawe, poszczegdine
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badane linie odmiennie reagowaty na poszczegdlne warunki stresowe, wigczajgc

specyficzne dla nich $ciezki odpowiedzi na niekorzystne warunki wzrostu, np.
syryjska linia CamB1 odpowiadata na stres akumulacjg aminokwasow, linie MPS
zwigzkow cukrowych, natomiast u Maresi wzrastata efektywnos$¢ sciezek zwigzanych
z metabolizmem azotu. Co bardzo ciekawe, linia CamB1 oprocz obserwowanego w
warunkach stresu wzrostu osmoprotektantéw i antyoksydantéw, a takze bardzo
wysokim poziomem kampesterolu, sigmasterolu i A5-awanasterolu, ma wyraznie
skrocony czas wegetacji, dobrze dostosowany do cieptego i suchego klimatu.
Niestety, plonowanie tej linii jest stosunkowo stabe. Z drugiej strony, mgr Michat
Kempa pokazat, ze linie europejskie MPS wyrézniajg sie posrod innych badanych
linii zwiekszong akumulacjg wielu metabolitéw, podobnie do linii syryjskiej, ale
charakteryzujg sie znacznie lepszymi parametrami cech plonotwoérczych. Opisane w
pracy doktorskiej zmiany w poziomie roznorodnych steroli wskazaty, ze wyraznie
akumulujg sie one w warunkach symultanicznego dziatania streséw abiotycznych,
np. stresu wysokiej temperatury i niedoboru wody, jedynie A5-awanasterol
zachowuje sie odmiennie — jego stezenie wzrasta, jesli stresy dziatajg pojedynczo, a
nie wspodlnie. Podczas obrony chciatbym zapyta¢ Doktoranta, jak mozna
wyttumaczy¢ takg réznice pomiedzy A5-awanasterolem, a pozostatymi fitosterolami?
Na czym miataby polega¢ szczegdlna rola A5-awanasterolu w przeciwdziataniu
réznym stresom abiotycznym? Niezwykle ciekawym wynikiem zamieszczonym w
rozprawie mgr Michata Kempy jest obserwacja, ze ekspresja genu ns-LTP2 ma
miejsce w aleuronie oraz w osi zarodkowej. Oznacza to, ze odpowiedz ro$liny na
stres dotyczy réwniez rozwijajgcego sie zarodka. Wyniki te sugerujg, ze biatko ns-
LTP2 moze odgrywacC wazna role w zwiekszaniu tolerancji rosliny na stres. Magister
Michat Kempa pokusit sie takze o korelacje profilu metabolomu z cechami
fenotypowymi badanych linii jeczmienia. Te czes¢ wynikéw uwazam za bardzo
cenng, gdyz pozwala precyzyjnie powigza¢ zmiany metabolomu z okreslonymi

cechami fenotypowymi, takimi jak np. budowa ktosa gtéwnego i ktloséw bocznych, co
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ma olbrzymie znaczenie przy poszukiwaniu nowych cech odpowiedzialnych za

plonowanie jeczmienia. Ciekawe jest tez pordwnanie wptywu stresu suszy, wysokiej
temperatury i zasolenia dziatajgcych solo oraz w kombinacji dwéch z nich lub tez
wszystkich trzech badanych czynnikow stresowych. Zdziwit mnie fakt, Zze
jednoczesne dziatanie stresu zasolenia i wysokiej temperatury wptywa na metabolom
w sposob bardzo specyficzny, rézny od zmian profilu metabolitéw obserwowanych w
stresie zasolenia i stresie podwyzszonej temperatury dziatajgcych oddzielnie.
Podobne obserwacje poczyniono w przypadku zmian w metabolomie wywotanych
dziataniem wszystkich trzech badanych streséw rownoczesnie. Chciatbym
dowiedzie¢ sie w trakcie obrony, jaki mogiby byé potencjalny mechanizm takich
réznic. Czy jest to zwigzane z rodzajem dziatajgcych na rosliny streséw, czy raczej z
intensywnoscig sygnatow stresowych?

Rozdziat zatytutowany Wyniki zostat napisany jasno, mam jedynie pewne
zastrzezenia co do opisu samej metodyki wykonywania poszczegolnych
doswiadczen. Wszystkie techniczne opisy doswiadczen znajdujg sie w rozdziale
Materiaty i metody, czyli tam, gdzie powinny sie znalez¢. Przy opisie wynikow nie ma
jednak zadnych informacji o zastosowanej metodzie, co utrudnia, moim zdaniem,
analize przedstawionych danych oraz ich interpretacje. Wiem, ze namawiam do
pewnego powtérzenia informacji technicznych, ale minimalny, nawet dwu-,
trzyzdaniowy opis zatozen metodycznych danego eksperymentu bardzo utatwitby
analize uzyskanych wynikow. Chciatbym w tym miejscu podkresli¢, ze wykonana
analiza metabolomu réznych linii jeczmienia jest podejsciem niezwykle oryginalnym,
a uzyskane i opisane w ocenianej rozprawy doktorskiej wyniki majg duze znaczenie
praktyczne przy poszukiwaniu nowych cech odpowiedzialnych za zwigkszone
zdolnosci adaptacyjne oraz dobre plonowanie jeczmienia, nawet w warunkach
suboptymalnych. Doceniajgc  wage zgromadzonych danych dotyczgcych
metabolomu, chciatbym  zasugerowa¢ wykonanie jednocze$nie  badanh

transkryptomicznych i proteomicznych. Wydaje mi sige, ze profile metaboloméw
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porownane z wynikami badan transkryptomicznych i proteomicznych pozwolityby

lepiej zrozumie¢ molekularne mechanizmy odpowiedzi rosliny na stres. Zdaje sobie
oczywiscie sprawe z kosztow takiego globalnego -omicznego podejscia, ktore jednak
wydaje mi sie niezbedne dla prawidtowej i gtebokiej analizy danych

metabolomicznych.

Podsumowujgc, w pracy doktorskiej mgr Michata Kempy opisano wyniki
oryginalnych eksperymentéw. Zostaty one bardzo dobrze skonfrontowane z danymi
literaturowymi i na podstawie takich poréwnan sformutowano wiasciwe wnioski
koncowe. Uwazam, Ze oceniana rozprawa w petni spetnia wymagania stawiane
pracom doktorskim. Dlatego przedktadam Radzie Naukowej Instytutu Genetyki

Roslin PAN w Poznaniu wniosek o dopuszczenie mgr Michata Kempy do dalszych
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