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TEMATYKA BADAWCZA

Praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Anetty Kuczynskiej, prof. IGR PAN i dr. Krzysztofa
Mikotajczaka. Doktorant prowadzit badania w Zaktadzie Fenomiki Zbdz, w zespole kierowanym
przez promotorke rozprawy, we wspotpracy z naukowcami z innych zaktadéw IGR PAN
w Poznaniu i innych osrodkdw naukowych.

Przedmiot zainteresowan i materiat badawczy mgr. Michata Kempy stanowit jeczmien
jary, jeden z wazniejszych gatunkdw zb6z w Polsce i na Swiecie, wykorzystywany w przemysle
spozywczym, paszowym i piwowarskim. Podjeta przez Doktoranta tematyka wpisuje sie
w szeroki i wazny obszar badan nad odpornoscig roslin na stresy abiotyczne.

Rodlinne mechanizmy reagowania na niekorzystne warunki srodowiskowe sg tak
ztozone, ze nawet wieloletnie badania nie dajg petnych odpowiedzi na pytania odnosnie ich
podfoza. Wiele wspodtczesnych przedsiewzie¢ naukowych, zaréwno w zakresie badan
podstawowych jak i stosowanych, koncentruje sie na zrozumieniu mechanizméw lezacych
u podstaw reakcji na stres oraz identyfikacji specyficznych genéw i ich produktow,
odpowiedzialnych za fenotypy odpornosci. Podejscia ,omiczne” umozliwiajg wydajne analizy
zmian wywotanych stresami srodowiskowymi i dajg szanse na ich powigzanie z danymi
uzyskanymi za pomocg analizy fenotypowe;.

Naukowcy badajacy rézne gatunki podejmujg prace zmierzajgce do oceny odpowiedzi na
pojedynczy czynnik stresowy, ale coraz czesciej takze na faczne dziatanie dwdch stresoréw.
Doktorant podjat sie analizy reakcji roslin jeczmienia na trzy rodzaje streséw abiotycznych, t;j.
suszy, wysokiej temperatury i zasolenia, aplikujagc je pojedynczo oraz w kombinacjach.
Odpowiedz roslin byta badana poprzez identyfikacje szerokiego spektrum metabolitéw oraz
aktywnosci genu niespecyficznego biatka transportujgcego lipidy (ns-LTP2) w rdinych
genotypach jeczmienia jarego, przy zastosowaniu réznorodnych technik analitycznych.
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STRUKTURA PRACY | STRONA JEZYKOWA

Rozprawa doktorska ma charakter monografii, napisana zostata po polsku. Dysertacja
jest bardzo obszerna; liczy 178 stron i zostata podzielona na dziewieé rozdziatdw, w tym szes$é
gtownych: ,Wstep” (28 stron), ,,Cel i zakres pracy” (2 strony), ,Materiaty i metody” (17 stron),
»Wyniki” (38 stron), ,,Dyskusja” (34 strony), ,Podsumowanie i wnioski” (3 strony). Informacje
o uktadzie pracy znalazty sie przed gtéwng czescig pracy, w ,,Spisie tresci” (3 strony). Zatgczniki
zajety 26 stron, a bibliografia liczy 565 pozycji, z czego przewazajgca wiekszos$é to artykuty
anglojezyczne. Przed wykazem Zrédet bibliograficznych zamieszczono trzystronicowe
streszczenie w dwdch wersjach jezykowych (polskiej i angielskiej).

Struktura pracy jest dobrze dopasowana do charakteru pracy i specyfiki omawianych
zagadnien. Tresci odpowiednio podzielono na rozdziaty i podrozdziaty. Jedyng uwage mozna
odnies$¢ do ,pustych” nagtéwkdéw. Po nagtéwku rozdziatu powinien znalez¢ sie chociaz krétki
tekst, a w wielu miejscach w pracy po tytule rozdziatu nastepuje od razu tytut podrozdziatu.

Tytuty rozdziatow i podrozdziatéw sg dobrze sformutowane i adekwatne do tresci w nich
zawartych. Jedyng drobng niekonsekwencjg byto zatytutowanie jednego z podrozdziatow (2.1)
rozdziatu ,Materiaty i metody”, jako ,Schemat doswiadczenia”. W istocie zawiera on opis
samego doswiadczenia szklarniowego/wazonowego i takim tytutem nalezatoby bytoby go
opatrzy¢, poniewaz w kolejnym podrozdziale (2.2) zgodnie z jego nagtdwkiem wyodrebniono
opis doswiadczenia w fazie kietkowania ziarniakow jeczmienia.

Praca jest napisana poprawnym, przystepnym jezykiem, z prawidtowym uzyciem
specjalistycznego stownictwa, prawie bez btedow jezykowych. W obszernym tekscie pojawity
sie nieliczne drobne potkniecia (np: ,,z posréd”, ,w zmozonej”, ,wedtug Chmielewska”) czy tzw.
skroty myslowe (np. ,Sekwencje starteréw w ocenie ekspresji” zamiast ,Sekwencje starteréw
uzytych w ocenie ekspresji”); ,[...] startery namnazajgce sekwencje transkryptéw” zamiast
,startery uzyte do namnazania sekwencji transkryptéw”).

OCENA TRESCI

We ,Wstepie” rozprawy zawarto przeglagd najwazniejszych zagadnien dotyczgcych
tematyki badawczej. Opisano gatunek pod katem pochodzenia i zastosowania, podano pozycje
systematyczng, scharakteryzowano budowe genomu. W tej czesci opisu znalazt sie btad
dotyczacy odniesienia wielkosci genomu jeczmienia do genomu ryzu (,,Jeczmien charakteryzuje
sie genomem o wielkoéci w przyblizeniu 5,3x10° pz/1C, co czyni go mniejszym od genomu
ryzu”). W istocie genom ryzu jest zdecydowanie mniejszy (ok. 4,3x10% pz). Przy omawianiu
kariotypu jeczmienia zabrakto bezposredniej informacji o liczbie chromosoméw.

Opisano takze materiat roslinny wykorzystywany w badaniach genetycznych z naciskiem
na rodzaje materiatéw uzytych do wifasnych badain oraz poruszono tematy zwigzane ze
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zjawiskiem stresOw abiotycznych i ich oddziatywaniem na rosliny. Skupiono sie na czynnikach
stresowych stosowanych i analizowanych w toku pracy badawczej, czyli suszy, zasoleniu,
i wysokiej temperaturze. Kolejne zagadnienia oméwione we , Wstepie” to geny z rodziny ns-LTP
i kodowane przez nie biatka oraz badania ,omiczne” w aspekcie dziatajgcych na rosline streséw
abiotycznych.

Przeglad literatury przedstawiony w ramach ,Wstepu” zostat wykonany bardzo
rzetelnie, a wszystkie zwigzane z tematem pracy zagadnienia zostaly omoéwione dostatecznie
wyczerpujgco. Ze wzgledu na popularnos¢ jeczmienia jako przedmiotu badan i szeroki zakres
tematyki badawczej faczacej zagadnienia z genetyki, biochemii, fizjologii czy agronomii,
Doktorant musiat zapoznac sie z bardzo licznymi Zrédtami bibliograficznymi. Szczegdlnym
wyzwaniem byto omdwienie trzech typdéw streséw abiotycznych, analizowanych zaréwno
indywidualnie jak i facznie, jako kombinacji wszystkich wariantéw. Zestawienie zacytowanych
prac swiadczy o duzej znajomosci literatury przedmiotu oraz o umiejetnosci dokonania
wiasciwego doboru publikacji i doktadnego a zarazem syntetycznego opracowania informacji
z licznych materiatéw zrédtowych.

Doktorant zadbat takie o strone graficzng tego rozdziatu. Tekst ,Wstepu” zostat
wzbogacony o rysunek ilustrujgcy odpowiedz roslin na rdéine stresy abiotyczne i tabele
z zestawieniem technik badan proteomicznych w badaniach roslin poddanych dziataniu wielu
streséw abiotycznych, co byto zabiegiem utatwiajgcym odbior obszernej tresci.

Omowienie rozdziatu ,,Cel i zakres pracy”

Doktorantowi udato sie postawi¢ cztery trafne hipotezy badawcze. Wyznaczone cele
badan sformutowano precyzyjnie i dobrano odpowiednio do weryfikacji nakreslonych hipotez.
Autor rozprawy podjat sie kompleksowego zbadania mechanizmoéw determinujacych tolerancje
jeczmienia na zrdznicowane warunki srodowiska, poprzez jakosciowo-ilosciowe oznaczenie
zawarto$ci metabolitow, lipidéw, ocene ekspresji genu ns-LTP2 i detekcje biatka ns-LTP2
w wybranych liniach jeczmienia.

Omowienie rozdziatu ,,Materiaty i metody”

Mgr Michat Kempa przeprowadzit w swojej pracy naukowej bardzo liczne i zréznicowane
analizy, poczynajac od fenotypowania, poprzez analizy biochemiczne i molekularne, az do
obrébki danych z uzyciem metod statystycznych iinformatycznych. Rozdziat , Materiaty
i metody” przedstawia dokfadng charakterystyke metod badawczych, arozpoczyna sie od
schematu prac eksperymentalnych, co jest korzystnym zabiegiem pozwalajgcym fatwo
zorientowac sie w obszernym zakresie podjetych prac.
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Doktorant dysponowat materiatem roslinnym, ktéry stanowito 12 linii jeczmienia (BC
i RIL). W zaleznosci od eksperymentu wykorzystywano zestaw czterech, osmiu lub wszystkich
dwunastu linii. Badane materiaty roslinne zostaty wyhodowane i wyselekcjonowane w toku
wieloletnich prac zespotu, co pozwolito Doktorantowi skupi¢ sie od razu na konkretnych
analizach, w ramach podjetego tematu badawczego. Dobdr linii jeczmienia zostat dobrze
uzasadniony. Zabrakto jedynie informacji o wariantach allelicznych genu ns-LTP2 w liniach RIL,
co poszerzytoby mozliwos$é interpretacji wynikdw odnosnie polimorfizmu tego genu
i ewentualnego zwigzku z badanymi cechami.

Opis materiatu zostat opatrzony starannie przygotowanym materiatem ilustracyjnym,
w formie fotografii mtodych roslin i dojrzatych ktoséw badanych linii, a takze tabeli z ich
charakterystyka oraz drzewa podobienstwa genetycznego linii BC.

Schemat doswiadczenia zaplanowano odpowiednio do realizacji wytyczonych celéw. W
opisie doswiadczenia wazonowego zabrakto jedynie informacji o masie donic z podtozem do
uprawy roslin. Donice pokazane na zdjeciu 1b wydajg sie dos¢ mate i jesli to one byty
wykorzystane do doswiadczen, trudno wyobrazi¢ sobie, ze finalna liczba roslin w donicy
wynosita 10. Jest to istotne w aspekcie pomiaréw morfologii roslin, ktére mogga by¢ utrudnione
przy duzym zageszczeniu roslin.

Przeprowadzone eksperymenty dowodzg znajomosci szerokiego spektrum metod
analitycznych i umiejetnosci obstugi specjalistycznej aparatury. Przygotowanie materiatu
roslinnego wymagato bardzo duzego nakfadu pracy, a dysekcja osi zarodkowych wigzata sie
zapewne z zegarmistrzowska precyzja.

Gtéwne etapy badawcze poprzedzata ekstrakcja metabolitéw, izolacja RNA i biatka
ogolnego. Badania metabolitéw prowadzono z wykorzystaniem chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometria mas (GC/MS). Do analiz lipidéw i steroli wykorzystano
chromatograf gazowy sprzezony z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC/FID). Analizy
transkrypcji dokonano z uzyciem reakcji One-Step qRT-PCR. Doktorant opanowat ponadto
narzedzia do projektowania i walidacji starteréw oraz oceny stabilnosci gendéw referencyjnych
(algorytm geNorm, program CFX Maestro, Bio-Rad). Do analiz jakosciowych biatka ns-LTP2
wykorzystano metode Western blot, a do oceny poziomu catkowitego biatka rozpuszczalnego
(CBR) i zawartosci biatka ns-LTP2 opracowano ilo$ciowy test immunoenzymatyczny ELISA.

Obliczenia statystyczne wykonano stosujgc odpowiednio dobrane testy. Analizy
wariancji, wspofzmiennosci cech i wykresy zostaty wykonane w programie Genstat 19.
Integracje wynikéw z réznych doswiadczen przeprowadzono metodg sieci korelacyjnych za pomoca
pakietu WGCNA w systemie R.

Dobér i zakres zastosowanych przez Doktoranta metod badawczych swiadczy o bardzo
dobrej ich znajomosci, umiejetnym opanowaniu warsztatu badawczego i jego konsekwentnym
wykorzystaniu do realizacji zatozonych celéw. Czes¢ analiz byta wykonywana we wspédtpracy
z pracownikami innych Zaktadéw IGR PAN w Poznaniu, m.in. Z. Biotechnologii i Z. Biometrii
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i Bioinformatyki, a cze$¢ zrealizowano poza rodzimg instytucjg, w Europejskim Centrum
Bioinformatyki i Genomiki Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN. Dowodzi to umiejetnosci
wspotdziatania z innymi naukowcami i zespotami badawczymi.

Omowienie rozdziatu ,, Wyniki”

Podobnie jak przeprowadzenie doswiadczen, pomiardow i analiz, takze zestawienie
i statystyczne opracowanie ogromnej liczby uzyskanych danych stanowito dla Doktoranta duze
wyzwanie. Liczne wyniki zostaty skrupulatnie opisane i starannie zilustrowane. Materiat
dokumentacyjny ujeto w formie 13. tabel (z czego dwie w zataczniku) i 13. wykresow (w tym
jeden w zafaczniku), jednego rysunku i jednego zdjecia.

Badania metabolomu doprowadzity m.in. do wykrycia w liSciach jeczmienia 384.
metabolitéw, ktére zostaty zidentyfikowane jako konkretne zwigzki chemiczne. Na podstawie
analizy wariancji wyodrebniono 122 metabolity, ktdrych poziom akumulacji byt istotnie rézny
dla wariantow doswiadczenia i ich kombinacji. W efekcie zidentyfikowano szereg metabolitéw,
ktdrych poziom akumulacji byt zalezny zaréwno od badanych genotypow jak i warunkéw
stresowych. Waznym odkryciem byta identyfikacja odmiennych sposobdw reakcji na stres
(szybsza akumulacja aminokwaséw lub weglowodandw lub efektywny metabolizm azotu)
w réznych formach jeczmienia.

Sama liczba wykrytych metabolitow dobrze obrazuje z jak duzym zakresem informac;ji
Doktorant musiat sie ,zmierzy¢”, podczas analizy i przedstawiania wynikdw. Poradzit sobie
ztym zadaniem np. poprzez odpowiednig selekcje i grupowanie. Wybrane metabolity
podzielono na cztery grupy (zwigzki aminokwasowe, cukrowe, kwasy organiczne i inne). Zmiana
stezenia poszczegdlnych metabolitéw byta badana w warunkach stresowych (7 wariantéw)
wzgledem kontrolnych, w czterech liniach, w trzech punktach czasowych. Liczba kombinacji
zmiennych doswiadczenia byfa zatem znaczgca i sposdb ich opisu zastuguje na pochwate.

Uzyskane wyniki znaczgco poszerzajg aktualng wiedze odnosnie reakcji roslin na stresy,
a takze dostarczajg zupetnie nowej wiedzy (np. o zmianach zawartosci norleucyny w lisciach
jeczmienia jarego). Doktorant uzyskat cenne dane na temat zwigzkéw o mato poznanej funkcji
uroslin (np. ornityny, glicyloglicyny i innych aminokwaséw, 5-fosforanu rybozy i innych
zwigzkoéw cukrowych, poliamin i kwaséw organicznych) wskazujac na ich mozliwg role w reakgji
roslin na niekorzystne czynniki srodowiska. Stwierdzono odmienne efekty wspodtdziatania
stresow w poréwnaniu do streséw wystepujgcych indywidualnie.

Kolejnym nowym i cennym odkryciem byfo ustalenie zmian poziomu ekspresji genu ns-
LTP2 oraz akumulacji biatka ns-LTP2 w osi zarodkowej ziarniaka jeczmienia w odpowiedzi na
trzy stresy abiotyczne i ich kombinacje. Zawarto$¢ biatka ns-LTP okreslano wzgledem ogdlnej
rozpuszczalnej frakcji peptydowej CRP. Stwierdzono, ze kazdy z zastosowanych warunkdéw
stresowych spowodowat wzrost zawartosci transkryptu ns-LTP2 w pordwnaniu z warunkami
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kontrolnymi, natomiast zawartos$¢ biatka ns-LTP2 w puli CBR z reguty spadata pod wptywem
streséw abiotycznych. To zjawisko wydaje sie niezwykle ciekawe, jednak uwazam, ze aby
bardziej miarodajnie oceni¢ poziom akumulacji biatka ns-LTP2 i odnies¢ go do zmian poziomu
transkryptu nalezatoby dokonac przeliczenia zawartosci biatka ns-LTP2 wzgledem masy tkanki.
Moja sugestia wynika z faktu, ze poziom biatka ns-LTP2 ustalono wzgledem CBR [ng/mg CBR],
poziom CBR za$ byt wyrazony w [mg/g tkanki], zatem taka sama zawartos¢ biatka ns-LTP2
w matej i duzej puli CBR stanowita inne wartosci w przeliczeniu na mase tkanki. Zmiana
odniesienia zawartosci ns-LTP2 poprzez przeliczenie jej na mase tkanki [mg/g tkanki] wydaje sie
lepiej obrazowa¢ ,realny” poziom transkryptu. Jako, ze poziom CBR wykazywat duze wahania,
awzrost puli ns-LTP2 niekoniecznie byt skorelowany ze wzrostem CBR (przypuszczenie to
nasuwa sie na podstawie analizy Wykresu 11) przeliczenie jednostek mogtoby wptyngé na
zmiane wspoétczynnika korelacji miedzy zawartoscig transkryptu i biatka ns-LTP2.

Charakterystyka fenotypowa materiatu roslinnego obejmujaca 15 cech to kolejny
dowadd na pracowitosé i skrupulatno$é Doktoranta. W efekcie tej czesci badan zaobserwowano
ciekawg prawidtowos¢ odnotowujgc najwiekszg wartos¢ dla znacznej czesci badanych cech
w warunkach stresu temperaturowego oraz jego wspoétdziatania ze stresem zasolenia. Mogtoby
to sugerowac, ze warunki kontrolne doswiadczenia nie zawsze byty optymalnymi dla rozwoju
roslin.

Interesujgcym i korzystnym rozwigzaniem w analizie wynikow byto zastosowanie analizy
korelacji pomiedzy wynikami z poszczegdlnych eksperymentéw, przeprowadzonej za pomocy
metody sieci korelacyjnych. Pozwolito to na wyodrebnienie 15. grup cech, w ktérych znalazty
sie cechy fenotypowe i zwigzki metaboliczne w najwiekszym stopniu ze sobg skorelowane. Tym
samym mozliwe byto bardziej syntetyczne podejscie do analizy i interpretacji danych.

Pewng uwage chciatabym odnies¢ do sposobu przedstawienia istotnosci wptywu
czynnikow stresowych na zmiany poziomu badanych zwigzkéw (metabolitéw, transkryptu ns-
LTP2, biatka ns-LTP2) i na cechy fenotypowe. Zastosowano tu dwa testy wykrywajgce istotnos¢
réznic (test NIR Fishera i analize kontrastéw). Z jednej strony wzbogaca to materiat graficzny
i pozwala zilustrowac wyniki w bardzo przejrzysty sposéb, ale jednocze$nie stanowi powielenie
informacji. Dodatkowo rodzi to problem polegajacy na uzyskaniu w niektérych przypadkach
nieco odmiennych wynikdéw, co jest zapewne skutkiem réznego poziomu rygorystycznosci obu
testéw. Utrudnia to nieco interpretacje rezultatow, warto bytoby zatem zdecydowac sie na
prezentacje jednego z dwdch testéw.

Omowienie rozdziatow ,,Dyskusja” i ,Podsumowanie i Wnioski”
Dyskusja swiadczy o duzej dojrzatosci naukowej mgr Michata Kempy i ukazuje Jego pasje

do gruntownego zgtebiania wiedzy. W tym rozdziale doktadnie omoéwiono wyniki badan
w odniesieniu do rezultatéw juz opublikowanych. Doktorant skrupulatnie przestudiowat
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niezwykle bogatg literature. Wielos¢ i réznorodno$é¢ badanych zagadnien wymagata bardzo
szeroko zakrojonych studidw Zrédet bibliograficznych, czego potwierdzeniem jest liczba
zacytowanych prac. Autor umiejetnie i bardzo wnikliwie przeprowadzit analize wtasnych
wynikow na tle literatury. Ten rozdziat wywart na mnie szczegdlnie duze wrazenie.

Rozprawe konczy rozdziat, w ktéorym zawarto syntetyczne podsumowanie oraz dziewiec
trafnych i dobrze sformutowanych wnioskow.

UWAGI DO ROZPRAWY

Ogdlna uwaga do pracy odnosi sie do préoby powigzania polimorfizmu genu ns-LTP2
z poziomem lipidéw oraz transkryptu i biatka ns-LTP2. Moje zastrzezenia wzbudzita préba
dowiedzenia zaleznos$ci miedzy wariantem allelicznym genu ns-LTP2 a zawartoscia lipidéw oraz
poziomem transkryptu genu ns-LTP2, bez wyraznego pokrycia w wynikach.

W ,,Dyskusji” (str. 103) znalazto sie stwierdzenie, iz ,[...] wyzszym ogdlnym poziomem
lipidéw charakteryzowaty sie linie MPS37 (ns-LTP2.a) i MPW14/19 (ns-LTP2.a) w pordwnaniu
z MPS106 (ns-LTP2.b) i MPW15/4 (ns-LTP2.b), co moze przemawiaé¢ na korzy$¢ genotypoéw
z formg alleliczng ns-LTP2.a”. W wynikach trudno doszuka¢ sie potwierdzenia istotnosci
statystycznej tej zaleznosci; linia MPW14/19 nie tworzy odrebnej grupy jednorodnej wzgledem
MPS106 i MPW15/4.

Sugestie odnosnie zaleznosci miedzy wariantem allelicznym a poziomem transkryptu
genu ns-LTP2 zasygnalizowano w ,Wynikach” (str. 69.): ,u podstaw tej rdznicy leze¢ moze
dziatajgcy wariant alleliczny” i rozwinieto w , Dyskusji” (str. 108): ,,MozZna przypuszczac, ze
wariant alleliczny genu ns-LTP2 rozni sie sekwencjqg promotorowg, co moze wplywac na
wydajnos¢ i sposéb tgczenia biatkowych czynnikdw transkrypcyjnych i formowanie kompleksu
preinicjacyjnego transkrypcji, stanowigc odzwierciedlenie w réznicach poziomu transkrypcji
genu.”. Ta hipoteza moze by¢ prawdziwa, ale nie uwazam, aby byty podstawy do jej wysuniecia
na podstawie uzyskanych wynikéw. Réznice w poziomie transkryptu w roslinach kontrolnych
nie wykazywaty zwigzku z forma alleliczng genu ns-LTP2. Sposrdéd szesciu linii o znanym
wariancie allelicznym, linie MPS106 i MPW14/7 o stosunkowo duzym poziomie podobienstwa
genetycznego i tym samym wariancie allelicznym (b) charakteryzowata najwieksza rdznica
w poziomie transkryptu. Dwie inne linie pokrewne i podobne (MPW14/9 i MPW14/19),
z wariantem allelicznym (a), takze znaczgco (ponad dwukrotnie) réznity sie pod wzgledem
poziomu transkryptu. Te obserwacje zupetnie nie pozwalajg na wysuniecie przypuszczenia, ze
analizowana zmiana strukturalna genu (SNP) przektada sie na wydajnos¢ transkrypcji.

Odniostam wrazenie, ze przez to, iz polimorfizm genu ns-LTP2 zostat ujety w tytule
dysertacji, Doktorant czut sie zobligowany, aby wykaza¢ zwigzek wariantu allelicznego genu ns-
LTP2 z badanymi cechami. Prostym rozwigzaniem, aby pozby¢ sie tej presji bytaby korekta
tematu, co w zadnym stopniu nie obnizytoby warto$ci monografii.
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PYTANIA DO DOKTORANTA

1. Polimorfizm genu ns-LTP2 zostat wskazany jako istotny element charakteryzujgcy materiat
badawczy, znajdujac swoje miejsce w tytule rozprawy. Jednocze$nie zabrakto informacji
o wariantach allelicznych genu ns-LTP2 w liniach RIL, co zawezito mozliwos¢ interpretacji
wynikéw odnosnie zwigzku polimorfizmu tego genu z badanymi cechami. Zaktadam, ze
Doktorant nie dysponowat wiedzg na ten temat, ale prosze o skomentowanie tej uwagi
i odpowiedz na pytanie, czy podjeto proby zmierzajgce do ustalenia form allelicznych genu ns-
LTP2 w liniach RIL.

2. W tresci rozprawy pojawito sie przypuszczenie, ze wariant alleliczny genu ns-LTP2 moze
powodowac rdznice w poziomie transkrypcji genu. Prosze Doktoranta o przygotowanie
wypowiedzi na temat mozliwego sposobu lub sposobdéw weryfikacji tej sugestii.

PODSUMOWANIE

Praca Michata Kempy obejmowata bardzo szeroki zakres zagadnien i napisana zostata
z niezwyktg starannoscig i biegtoscia typowa dla doswiadczonych badaczy. Na wszystkich
etapach realizacji badan i przygotowania tresci rozprawy Doktorant wykazat sie bardzo dobrg
znajomoscia omawianej tematyki badawczej, duzymi umiejetnosciami analitycznymi
i dojrzatoscig naukowsq. Prowadzenie badan o tak ztozonej tematyce i szerokim zakresie wigze
sie czesto z koniecznoscig wspotdziatania z innymi naukowcami i zespotami badawczymi.
Doktorant wykazat, ze posiada umiejetnos¢ nawigzywania i prowadzenia wspotpracy zaréwno
z pracownikami rodzimej jednostki, jak tez z innych instytucji.

Zasadniczym walorem pracy byto kompleksowe i wielopoziomowe podejscie do analizy
wptywu streséw abiotycznych poprzez badanie zmian metabolomu i ekspresji genu ns-LTP2
u réznych form jeczmienia jarego. Ztozonos¢ pracy wynikata z zastosowania wielu czynnikéw
zmiennych, poczynajgc od materiatu badawczego (4, 8 lub 12 genotypdw), poprzez rézne fazy
rozwojowe (rosliny doroste i zarodki), ztozony ukfad doswiadczalny (8 traktowan: kontrola,
3 stresy, 4 kombinacje; rézne punkty czasowe analiz), liczne metody eksperymentalne z zakresu
biologii molekularnej i chemii analitycznej az do analizy danych z uzyciem metod
informatycznych i statystycznych.

Wartoscig pracy i wktadem do nauki jest znaczace poszerzenie dotychczasowej wiedzy
i przedstawienie nowych odkryé dotyczacych sktadu metabolitéw i ekspresji genu ns-LTP2
w warunkach trzech streséw abiotycznych i wykazanie odmiennych efektéw czynnikéw
stresowych aplikowanych pojedynczo i tacznie na badane cechy.
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WNIOSEK KONCOWY

Zgodnie z wymogami Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Ustawa 2.0) rozprawa doktorska mgr. Michata Kempy przygotowana w formie
monografii prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydata w dyscyplinie ,Rolnictwo
i Ogrodnictwo”. Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Prace opiniuje pozytywnie, oceniajac dysertacje jako kompleksowe i wartosciowe
opracowanie zagadnienia wptywu streséw abiotycznych na metabolom i ekspresje genu ns-
LTP2 réznych form jeczmienia jarego.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin Polskiej
Akademii Nauk o dopuszczenie mgr. Michata Kempy do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego.

Szczecin, 19 lutego 2023 ®W \M/Zr\ Lo




