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Recenzja
pracy doktorskiej mgr. Pawla Rodziewicza pt. ,,Analiza proteomiczna lisci jgczmienia
(Hordeum vulgare 1..) — poszukiwanie potencjalnych biomarkeréw odpornosci na susze¢”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Pawla Rodziewicza zostala
wykonana w Zakladzie Biochemii Produktéw Naturalnych Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr. hab. Macieja Stobieckiego (promotor) 1 dr.
PFukasza Marczaka (promotor pomocniczy). Obaj promotorzy maja bardzo bogate
do$wiadczenie w prowadzeniu badan wykorzystujacych spektrometri¢ mas, w tym réwniez
badan zwiazanych z analizgq proteomu. Rozprawa doktorska zostala zrealizowana w ramach
projektu POLAPGEN-BD ,,Narz¢dzia biotechnologiczne stuzace do otrzymywania odmian
zb6z o zwigkszonej odpornosci na susz¢” i doskonale wpisuje si¢ w jego tematyke¢ badawcza.
Warto podkresli¢ to, ze Pan mgr P. Rodziewicz jest stypendysta w ramach projektu pt.
,»Wsparcie stypendialne dla doktorantéw na kierunkach uznanych za strategiczne z punktu
widzenia rozwoju Wielkopolski”, wspotfinansowanego ze srodkéw Unii Europejskiej, co
wskazuje na duzy potencjal strategiczny badan prowadzonych przez Doktoranta.

Obiektem badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej jest jeczmien
zwyczajny (Hordeum vulgare L.) — jedno z najpowszechniej uprawianych zb6z na swiecie,
wtym rowniez w Polsce. Jgczmien uznaje si¢ takze za rosling modelowg dla zbdz
w badaniach z zakresu szeroko rozumianej biologii roslin, w tym biologii tolerancji streséw
srodowiskowych. W niniejszej pracy wybrane formy jare jeczmienia zwyczajnego zostaly
wykorzystane jako model do poznania reakcji tego gatunku na deficyt wody w glebie,
w oparciu o analiz¢ zmian w proteomie liScia, waznego organu roslinnego, zaangazowanego
m.in. w prowadzenie wymiany gazowej (w tym transpiracj¢ i asymilacj¢ CO,) oraz
fotosynteze — a wigc istotne procesy metaboliczne. Rozumiem, ze gléwnie z tych powodow
Doktorant wybral 1is¢ jako przedmiot swoich badan. W kontekécie szerszych prac
prowadzonych w ramach projektu POLAPGEN 1 w ewentualnych kolejnych projektach,
warto by rozwazy¢ réwniez badanie korzenia i reakcji tego organu na stres deficytu wody,
takze w ujgciu proteomicznym, prezentowanym w pracy doktorskiej. Moim zdaniem, gléwne
cele prowadzonych przez Doktoranta badan to: (i) proteomiczna analiza poréwnawcza lisci
siewek jeczmienia jarego wzrastajacego w warunkach niedoboru wody i w warunkach
kontrolnych oraz (i7) identyfikacja bialek o réznym poziomie akumulacji w warunkach stresu
1 w warunkach kontrolnych. Cele te sg realizowane przy zastosowaniu réznych podejsé
metodycznych, do ktérych nawiazg pozniej. Cel przedstawiony w rozprawie doktorskiej
w sposéb nie dos¢ jasny oddaje to, co zostalo opisane w dalszych rozdzialach pracy. Ponadto,
na tym etapie analizy rozprawy nie wiadomo, czym charakteryzowaty si¢ formy jeczmienia
wykorzystane w badaniach 1 dlaczego wiasnie one zostaly wybrane jako obiekty badawcze.
Trzeba tutaj rowniez podkresli¢ to, na co slusznie zwraca uwage sam Doktorant, ze celem
pracy nie byla identyfikacja biomarkeréw zwiazanych z odpornoscig jeczmienia na susze,
lecz wytypowanie bialek, ktore ewentualnie mogg takimi biomarkerami by¢. Wybér
biomarker6w bedzie mozliwy dopiero po uwzglednieniu wynikéw innych badan
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prowadzonych na tym samym materiale roslinnym w ramach projektu, w tym analiz
transkryptomu i metabolomu, ale przede wszystkim analiz zwigzanych z parametrami
fizjologicznymi, opisujacymi poziom odpornosci poszczegdlnych form jeczmienia na stres
deficytu wody. Wazne w tym ujeciu beda réwniez parametry charakteryzujace plonowanie
poszczegbdlnych genotypéw, w tym genotypéw 2z populacji pokolenia Fg zaréwno
w warunkach deficytu wody, jak i w warunkach kontrolnych. Analizy przedstawione
w ocenianej rozprawie doktorskiej stanowia wi¢c z jednej strony odrgbny, Scisle
wydzielony fragment szerszych badan, z drugiej za§ strony, glownie ze wzgledu na
mozliwo§¢ rozpoznania kompleksowej reakecji jeczmienia na stres deficytu wody
w glebie, sg one ich niezbednym elementem. Niewatpliwie bardzo duzym atutem rozprawy
doktorskiej jest solidna analiza statystyczna, wykonana przy wspdipracy z prof. dr hab.
Pawlem Krajewskim z Instytutu Genetyki Roélin PAN w Poznaniu, uznanym autorytetem
w tej dziedzinie.

We wprowadzeniu literaturowym przedstawione zostaly wszystkie zagadnienia
niezb¢dne do zrozumienia istoty prowadzonych prac badawczych. Bogaty, a w niektdrych
fragmentach tego rozdzialu detaliczny opis daje pewnos¢, ze Doktorant doskonale orientuje
sig¢ w tematyce prowadzonych badan, a w konsekwencji umozliwia czytelnikowi sledzenie
kwestii poruszanych w dyskusji i pelne zrozumienie uzyskanych przez Doktoranta wynikow.
Stawiana w rozprawie doktorskiej hipoteza badawcza zaklada, ze reakcja wybranych form
jeczmienia na deficyt wody znajdzie swoje odbicie w zmianach na poziomie proteomu,
a niektére zidentyfikowane biatka o réznym poziomie akumulacji w warunkach stresowych
i kontrolnych, bedg mogly stanowi¢ markery odpornosci na suszg. Wprowadzenie
literaturowe rozprawy doktorskiej pokazuje, ze reakcja rosliny na stres suszy jest bardzo
zlozona i moze by¢ rozpatrywana na wielu poziomach. Doktorant zdaje sobie sprawe z tego,
ze analizuje tylko wybrane komponenty kompleksowej odpowiedzi jgczmienia na deficyt
wody i ze przy wykorzystaniu proponowanych narzg¢dzi, zidentyfikuje tylko niektére biatka
liscia, charakteryzujace si¢ réznym poziomem akumulacji w warunkach stresowych
i kontrolnych u tego gatunku. W rozdziale Wprowadzenie literaturowe przytrafily sie
Autorowi drobne uchybienia jgzykowe i niejasno$ci merytoryczne m.in.: (i) do$¢ czgsto
stosowany jest zwrot ,,odpowiedZ na susze” wymiennie ze zwrotem ,,odpornos¢ na suszg” — to
jednak nie to samo. Roéliny, ktore nie wykazujg odpornosci lub wykazujg niski poziom
odpornosci rdwniez reaguja na stres suszy. W wyniku reakcji ro§liny na susze zmienia sig
poziom akumulacji licznych bialek, ale nie wszystkie te bialka sg zaangazowane
w wyksztalcenie odpornosci na susz¢. Rownie istotne jest rozrdznianie pojeé ,,odpornosé¢ na
susze” 1 “tolerancja suszy” — pierwsze z tych pojeé jest szersze i obejmuje takze m.in.
unikanie suszy i ucieczke przed susza; (ii) ,,zimno” (str. 9.) nie jest stresem abiotycznym, lecz
subiektywnym odczuciem przez czlowieka niskiej temperatury lub chlodu; (iii) czy aparaty
szparkowe s3 zamykane, w celu ograniczenia ewapotranspiracji, czy transpiracji (str. 28.)?
(iv) rozdzial bialek nastgpuje w zelu poliakryloamidowym, a nie na zZelu
‘poliakrylamidowym’; Moim zdaniem brak wysokiej powtarzalnosci pomiedzy
elektroforegramami, czgsto sygnalizowany w literaturze, wynika przede wszystkim z réznic
w ilosci ‘naktadanego’ na zel biatka. Réznice te mozna do pewnego stopnia zniwelowad
dzigki normalizacji obrazu iuwzglednieniu w analizach tzw. znormalizowanej objetosci
plamek (relatywnej, wzglednej objetosci). Nalezy zwrdci¢ uwage na to, ze objeto$é plamki,
wzgledna objeto$¢ plamki, intensywnos¢ 1 wzgledna intensywno$¢ plamki to rézne parametry
i nie nalezy ich stosowa¢ wymiennie. Ponadto, dwukierunkowa elektroforeza nie jest dobra
metodg do okreslenia masy czasteczkowej i punktu izoelektrycznego bialka, co do$é¢ czesto
jest widoczne w postaci rozbieznosci pomigdzy parametrami obserwowanymi na obrazach 2-
D i dostgpnymi w bazach danych.



Opis stosowanych metod badawczych podkresla nie tylko kompetencje
Doktoranta, ale tez prawidlowo$¢ wyboru stosowanych metod do realizacji zalozonego
celu badan. Nasuwajg si¢ jednak pytania i uwagi natury technicznej, dotyczace elektroforezy
dwukierunkowej: dlaczego zastosowano paski zelowe o dtugosci 11 cm 1 o zakresie pH 4-77
Czy dokonano tego na podstawie wczesniejszej preselekcji? Moja ocena obrazow 2-D
w rozprawie doktorskiej jest jak najbardziej pozytywna, ale wydaje si¢, ze dlugo$¢ 24 cm
mogtaby poprawi¢ rozdzielczo$¢ uzyskiwanych zeli, zwlaszcza, ze na str. 92 rozdziatu Wyniki
Doktorant podaje, ze nie wszystkie bialka mozna bylo zidentyfikowaé u wszystkich
analizowanych genotypéw ze wzgledu na ich niedostateczny rozdzial w zelu. Metoda
ckstrakcji bialek, zwana metodg fenolowa (Hurkman i Tanaka 1986), pozwala uzyskaé
szerokie spektrum bialek, m.in. bialka membranowe i biatka organellowe, w tym bialtka
chloroplastowe, a nie tylko bialtka cytoplazmatyczne, jak podaje Doktorant w tytule rozdziatu
3.3 1 w rozdziale 3.4. Jest to z resztg bardzo dobrze widoczne w wynikach opisanych
w rozprawie doktorskiej (np. w Tabeli S1). Pozostaje nadal pewien niedosyt w opisie
materialu roslinnego. Roéwniez na tym etapie analizy rozprawy nie wiadomo, czym
charakteryzowaly si¢ formy j¢czmienia wykorzystane w badaniach i dlaczego wlasnie one
zostaly wybrane jako obiekty badawcze. Ponadto, brakuje tutaj charakterystyki (opisu)
warunkdw Srodowiskowych, w ktérych prowadzono eksperymenty zwiazane z aplikacja
deficytu wody w doniczkach, a zwlaszcza informacji o temperaturze i nat¢zeniu $wiatta. Jest
to wazne nie tylko z punktu widzenia mozliwosci powtdrzenia przeprowadzonych
doswiadczen, lecz réwniez interpretacji uzyskiwanych wynikéw. Informacja podana
w rozprawie, ze warunki te byly tylko czesciowo kontrolowane, nie do konca daje pewnosé,
ze obserwowane roznice w poziomie akumulacji biatek byly jedynie skutkiem deficytu wody
w podlozu. Materiat roslinny do badan zbierany byt po 10 dniach od rozpoczgcia suszy
(dlaczego akurat po takim okresie trwania stresu?). Analizowano wi¢c poziom akumulacji
bialek i1 identyfikowano réznice pomigdzy warunkami stresowymi i warunkami kontrolnymi
w jednym punkcie czasowym eksperymentu, co ze wzgledu na znaczng liczbg obiektéw
badawczych (104), dla ktérych uzyskano mapy biatkowe 2-D, wydaje si¢ byé w pelni
uzasadnione. Nalezy jednak jednoczesnie zdawaé sobie sprawg z tego, ze obraz proteomu
w innym punkcie czasowym stresu suszy moze by¢ inny, a identyfikowane biatka réznicujace
rowniez do pewnego stopnia odmienne. Interesujace jest rowniez to, jak wygladalby poziom
akumulacji identyfikowanych bialek po powtérnym nawodnieniu roélin, czy bylby podobny
do poziomu obserwowanego w warunkach kontrolnych, czy tez inny. Chcialbym w tym
migjscu podkresli¢ duzy naklad pracy wlozony przez Doktoranta, celem uzyskania map
bialkowych 2-D, bedacych podstawg do analizy poziomu akumulacji bialek. Dla kazdego ze
104 analizowanych genotypdw uzyskano osiem zeli (2 powtdrzenia biologiczne x 2
powtorzenia techniczne x warunki kontrolne/warunki stresowe), co dalo w_sumie 832
elektroforegramy.

Czgs¢ wynikowa rozprawy doktorskiej zostala podzielona na dwa rozdziaty:
4.1 Analiza proteomiczna genotypow rodzicielskich i referencyjnych oraz 4.2 Analiza
proteomiczna populacji mapujqcej.

Analiza proteomiczna genotypow rodzicielskich i referencyjnych

W rozdziale tym dokonano krotkiej charakterystyki materiatu rodlinnego, ale nie rozwiewa
ona do konca watpliwosci zwiazanych z wyborem rolin do analiz. Doktorant podaje, ze obie
odmiany referencyjne — Sebastian i Stratus ,charakteryzujg si¢ przypuszczalnie niska
tolerancjg na deficyt wody”, powolujac si¢ na prace Lukowskiej i Jézefaciuka (2013),
w ktore] to przypuszezenie jest podtrzymane. Natomiast linig¢ hodowlang Cam/B1/C1
i odmiang Maresi charakteryzuje jako te, ktére w warunkach deficytu wody ,,0dznaczaty sie



dos¢ wysokim indeksem odpornosci na susze”, powolujac si¢ na pracg Goérnego (2001).
Ponadto, Doktorant zamieszcza Ryc. 4.2, na ktérej poréwnuje fenotyp Cam/B1/C1 1 Maresi
w warunkach kontrolnych i po 10 dniach okresu deficytu wodnego, wnioskujac, ze redukcja
biomasy u Cam/B1/C1 w warunkach stresu byla znacznie nizsza. Poniewaz badania zwigzane
z selekcjg materiatu roslinnego, okresleniem jego potencjalu odpornosci na suszg i analiza
fizjologicznych wskaznikoéw tej odpornosci nie byly elementem rozprawy doktorskiej,
zakladam, ze sg one prowadzone w ramach innych zadan projektu POLAPGEN i beda
dostgpne na etapie identyfikacji proteomicznych markeréw odpornosci na suszg u jeczmienia.
Wyniki analiz proteomicznych przedstawione sg w sposdb dos$é szczegolowy zaréwno
opisowo, jak i w postaci tabel i rycin. Doktorant podaje, ze acznie obserwowal ponad 1000
roznych plamek bialkowych w obrgbie wszystkich analizowanych elektroforegramoéw,
a analiza statystyczna umozliwila detekcj¢ 218 bialek o zmienionym w warunkach deficytu
wodnego poziomie akumulacji, w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi. Chociaz w pracy
nie zamieszczono wszystkich wariantow zeli 2-D, obrazujacych mapy biatkowe dla
powtdrzen biologicznych i technicznych kazdej analizowanej formy, to chociazby na
podstawie Ryc. 4.7 (obraz plamek biatkowych dla oksydoreduktazy NADP" : ferredoksyna)
jestem w stanie stwierdzi¢ wysoki stopien powtarzalnosci eksperymentalnej w zakresie 2-D
elektroforezy. Oczywiscie, analiz poziomu akumulacji bialka nie wykonuje si¢ na podstawie
bezposredniej obserwacji intensywnosci kazdej z plamek w zelu, lecz w oparciu
o znormalizowane obje¢tosci plamek — efekt takiej normalizacji mozna obserwowaé na
wykresach Ryc. 4.7. Chcialbym jednak zwrdci¢é uwage na to, ze lepiej uzywaé w tym
aspekcie zwrotu ,zmiana poziomu akumulacji” niz ,zmiana profilu akumulacji” -
analizowany byl tylko jeden punkt czasowy zaréwno w warunkach stresowych, jak
i kontrolnych. Nie jest dla mnie jasne to, wedhug jakiego systemu pogrupowane zostaty biatka
pod wzgledem pelnionych funkcji. Poniewaz systemy klasyfikacji sg rézne, nalezy powotac
si¢ na jeden konkretny lub poda¢ odpowiednia pozycje literaturowa. Najwigkszg grupg bialek
réznicujacych warunki stresowe i kontrolne stanowily biatka zwigzane z mechanizmami
obronnymi (37%), nalezy jednak zdawac sobie sprawg z tego, ze system klasyfikacji bialek do
poszczegblnych grup nie do konca odzwierciedla ich funkcje. W przypadku bialek
zwiazanych z fotosynteza i metabolizmem wegla nie zawsze jest mozliwe postawienie ostrej
granicy w klasyfikacji. Doktorant podaje na przyktad, iz metabolizm wegla to glikoliza i cykl
Krebsa, ale asymilacja dwutlenku wegla i cykl Calvina to przeciez tez szlaki zwigzane
z metabolizmem wegla, a np. aldolaza fruktozo-1,6-bifosforanu bierze udzial zaréwno
w glikolizie (aldolaza cytoplazmatyczna), jak i cyklu Calvina (aldolaza chloroplastowa);
w rozprawie doktorskiej izoforma B aktywazy Rubisco zostala w Tabeli 4.7 sklasyfikowana
jako bialko zwigzane z metabolizmem wegla, natomiast w Tabeli 4.10 jako biatko zwigzane
z fotosynteza. W przypadku niektorych identyfikowanych bialek, np. C-koncowej hydrolazy
ubikwityny 19, tzw. stopien pokrycia sekwencji ksztaltowal si¢ tylko na poziomie 1%,
natomiast jednoczesnie obserwowano duza rozbiezno$¢ pomigdzy teoretyczna i wyznaczong
cksperymentalnie masg czasteczkowq tego biatka. Biatka takie zostaly zidentyfikowane na
podstawie homologii ich sekwencji aminokwasowej do bialek innych gatunkéw, w tym m.in.
Arabidopsis thaliana 1 Medicago sativa. Ale np. sekwencja biatka z plamki nr 14 (Tabela 4.3)
wykazywata tylko 1% pokrycia z sekwencja acetylotransferazy dihydrolipo-lizyny
jeczmienia. Prosz¢ o komentarz Doktoranta w tej kwestii. Sposrdd zidentyfikowanych biatek
na szczegdlng uwage zasluguje izoforma B aktywazy Rubisco, charakteryzujaca si¢ wyzszym
poziomem akumulacji w warunkach deficytu wody u wszystkich czterech analizowanych
form jeczmienia, czyli zaréwno u tych, ktére uwazane sg za formy o wyzszym poziomie
odpornosci na suszg, jak i u tych o nizszym poziomie odpornosei. Z drugiej strony, z tych
wiasnie wzgledéw, enzym ten moze nie by¢ dobrym markerem odpornosci na susze. Na tym
etapie pracy nie wiadomo jednak, czy stopien odpornosci pomiedzy formami Cam/B1/C1



1 Maresi, a formami Sebastian i Stratus byl skrajnie odmienny. Ponadto, z obserwacji
fenotypowych form Cam/B1/C1 i Maresi, wynika, ze same genotypy uznane w rozprawie za
odporne na suszg, zachowuja si¢ odmiennie w warunkach deficytu wody, chociazby pod
wzgledem redukcji biomasy. Moze mie¢ to zwigzek m.in. z rdznicqg w intensywnosci
fotosyntezy, w tym w poziomie asymilacji CO, pomigdzy tymi dwiema formami i/lub
z réznica w intensywnosci transpiracji, ale nie tylko. Pomocna bylaby tu analiza fluorescencji
chlorofilu i parametréw wymiany gazowej. Inny enzym, syntetaza delta-1-pirolino-5-
karboksylanu, zaangazowany w syntez¢ proliny, wykazal nizszy poziom akumulacji
w warunkach suszy u form Maresi, Sebastian, Stratus, w poréwnaniu z warunkami
kontrolnymi, natomiast w przypadku lini Cam/B1/C1 nie obserwowano réznic w poziomie
akumulacji tego biatka w warunkach stresowych i kontrolnych, W tym przypadku nalezy braé
pod uwage réwniez to, ze badano tylko jeden punkt czasowy stresu suszy i nie mozna
wykluczy¢ réznic w poziomie akumulacji enzyméw, bioracych udziat w syntezie proliny we
wczesnigjszym okresie stresu. Ponadto, w przypadku enzyméw istotny jest nie tylko ich
poziom akumulacji, lecz réwniez poziom aktywnos$ci — nie sg to wlasciwosei tozsame.
Analiza poziomu akumulacji proliny u czterech analizowanych tutaj form jeczmienia
z pewno$cig dostarczy kluczowych informacji niezbednych do prawidlowego
zinterpretowania wynikéw analiz proteomicznych. Na koniec drobna uwaga natury jezykowej
— unikalbym skrétéw myslowych typu: ,poziom akumulacji ulegt zmniejszeniu
w_Sebastianie” lub ,,izoformy tego biatka w_Stratusie”, zdecydowanie lepiej brzmialoby
sformutowanie: ,,izoformy tego biatka u odmiany Stratus”.

Analiza proteomiczna populacji pokolenia F

Analiza proteomiczna 100 genotypdéw populacji pokolenia Fg zostata wykonana w dwdch
roznych podej$ciach metodycznych. W pierwszym, poréwnywano poziom akumulacji bialek
odrebnie dla kazdego genotypu, w warunkach suszy i w warunkach kontrolnych. Ogdtem
wytypowano 1738 bialek réznicujacych proteom liscia pomiedzy tymi warunkami,
a zidentyfikowano okoto 30% tych bialek (dlaczego tylko tyle?). Bialka sklasyfikowano pod
katem pelnionej funkcji w komérce roélinnej; najliczniejsza grupe biatek stanowily biatka
zwigzane z mechanizmami obronnymi (26%). Bylo to podejscie metodyczne zblizone do
tego, ktore zastosowano w przypadku analizy proteomicznej form Cam/B1/C1, Maresi,
Sebastian i Stratus, z tym ze w tym wypadku badania prowadzono na 100 genotypach. Na
szezegolng uwage w grupie zidentyfikowanych bialek zasluguje izoforma B aktywazy
Rubisco oraz dwa bialka wigzace Swiatta retikulum endoplazmatycznego, ktérych poziom
akumulacji zwigkszyl si¢ w warunkach suszy u wigkszosci analizowanych genotypow.
Analiza statystyczna wykazala podobng reakcje tych trzech bialek na stres suszy pomigdzy
genotypami populacji pokolenia Fg w ukladzie: aktywaza Rubisco-izoforma 1 bialka
wigzacego Swiatlo retikulum, aktywaza Rubisco-izoforma 2 bialka wigzacego $wiatlo
retikulum, izoforma 1 bialka wiazacego $wiatlo retikulum-izoforma 2 biatka wiazacego
$wiatlo retikulum (Ryc. 4.10).

W drugim podejsciu proteomicznym przeprowadzono niecelowang analize 100
genotypow populacji pokolenia Fgz oraz dwdch form rodzicielskich Cam/B1/C1 i Maresi.
Analizg wykonano w oparciu o tzw. zele referencyjne uzyskane dla kazdego genotypu
populacji w pierwszym podejsciu metodycznym. Z réznych wzgledéw, ktérych nie bede tutay
omawial, odrzucono 297 blgdnie utworzonych zbioréw plamek biatkowych, a wzieto pod
uwage 257 zestawow, ktore stanowily baze dla calosciowej analizy zmiennosci proteomu
w warunkach suszy w populacji pokolenia Fg. Na uwagge zastuguje wysoka powtarzalnosé
rozdzialow elektroforetycznych w odniesieniu do powtérzen technicznych (Tabela 4.12 oraz
Ryc. 4.12B). Metody spektrometrii mas umozliwily identyfikacje 190 bialek. Analiza
wariancji wykazala, ze dla wszystkich bialek istnialy statystycznie istotne réznice w poziomie



akumulacji dla wszystkich badanych genotypéw populacji i genotypéw rodzicielskich. Efekt
suszy, czyli réznica pomigdzy wartoscig poziomu akumulacji w warunkach suszy i warto$cig
w kontroli, byl istotny statystycznie dla 147 bialek. Interakcje pomigdzy genotypami
populacji i susza byly istotne dla 84 bialek. Zaréwno efekt suszy jak i efekt interakcji byt
istotny dla 55 bialek. Charakterystyke analizowanych bialek przedstawiono w Tabeli 4.12.
Co ciekawe, najwyzszy dodatni efekt suszy byt obserwowany dla izoformy B aktywazy
Rubisco, dwéch lizoform biatka wigzacego $wiatta retikulum endoplazmatycznego oraz
biatka szoku termicznego. Podobnie, najwyzszy efekt interakcji genotyp x susza
obserwowano dla izoformy B aktywazy Rubisco i dwéch izoform biatka wiazacego $wiatla
retikulum endoplazmatycznego. Analiza PCA dla efektu suszy ujawnila, ze odleglos¢
w przypadku form Maresi i Cam/B1/C1 w odniesieniu do bialek zwigzanych z fotosyntezg
jest niewielka. Analiza skupieti wykazala, Zze réznice pomigdzy badanymi genotypami
jeczmienia dotycza przede wszystkim poziomu akumulacji danego biatka, a nie kierunku tej
zmiany, co jak twierdzi Autor rozprawy ,$wiadczy o silnie konserwatywnej odpowiedzi
proteomu na susz¢ u badanych genotypow jeczmienia”.

Podsumowujgc rozdzial Wyniki, nalezy stwierdzi¢, ze prezentowane w pracy dane
majg przede wszystkim wysoki aspekt poznawczy. Na tym etapie badan ich potencjal
aplikacyjny jest jednak ograniczony, co nie znaczy, ze dalsze prace, wykorzystujace wyniki
przedstawione przez Doktoranta, nie doprowadza do uzyskania markeréw odpornosci na
susz¢, mozliwych do wykorzystania w procesic hodowlanym do selekcji genotypdw
o pozadanych cechach. Warto wzia¢ pod uwage to, ze system markerowy nie moze opieraé
si¢ na elekiroforezie 2-D i spektrometrii mas, przede wszystkim ze wzgledu na
czasochlonno$¢ takich badan. Ponadto, warto$¢ potencjalnych markeréw odpornosci bedzie
musiala zosta¢ oceniona réwniez w warunkach suszy polowej. Uzyskane przez Doktoranta
wyniki sg jednak bardzo dobrym punktem startowym do tego typu analiz. Stwierdzam, ze
Autor zrealizowal wszystkie stawiane w rozprawie doktorskiej cele.

W rozdziale Dyskusja Doktorant dokonuje m.in. przegladu zidentyfikowanych biatek,
stara si¢ interpretowaé réznice w poziomie ich akumulacji i wysuwa hipotezy na temat
potencjalnych funkcji tych bialck w odniesieniu do odpornosci jeczmienia na suszg.
Oczywidcie nie bedg¢ w recenzji ocenial stusznosci tych dociekan, bo nie mam ku temu
podstaw, opierajac si¢ tylko na danych proteomicznych, ale chcialbym podkresli¢ fakt, ze
dyskutowanie uzyskanych wynikéw analiz proteomicznych w kontekscie ekspresji
odpornosci na suszg wymagato od Doktoranta rozleglej wiedzy. Zwréce uwage na kilka,
moim zdaniem, waznych kwestii poruszanych w tym rozdziale. Autor rozprawy sugeruje na
przykiad, ze gldwna funkcjg izoformy B aktywazy Rubisco w warunkach suszy moze by¢ rola
biatka opickunczego dla biatek tylakoidow, uczestniczacych w fotosyntezie. Taka role pelnila
aktywaza w stresie wysokiej temperatury u szpinaku (Rokka i in. 2001). I stad moje pytanie,
na ile kontrolowano warunki temperaturowe w trakcie prowadzenia eksperymentéw? Czy
Doktorant ma pewno$¢, ze podczas prowadzenia doswiadczenia nie wystapit stres wysokiej
temperatury, wynikajacy np. z dodatkowego ogrzewania roslin, generowanego przez lampy,
bedace zrodlem swiatla. Co ciekawe, w literaturze mozna znalez¢ prace, ktére pokazuja
wyzszy poziom akumulacji izoformy B aktywazy Rubisco réwniez w warunkach stresu
niskiej temperatury u form charakteryzujacych si¢ wyzszym potencjalem mrozoodpornosci.
Taka zaleznos¢ zaobserwowano m.in. u traw kompleksu Lolium-Festuca, ktérymi sie
zajmujg. O potencjalnej roli aktywazy bedzie mozna powiedzieé¢ wiecej po uzyskaniu
wynikow dotyczacych poziomu asymilacji CO; w warunkach stresu. Podobnie jak
i 0 efektywnosci cyklu Calvina. Tylko na podstawie obserwacji nizszego poziomu akumulacji
niektérych enzymow tego cyklu — aldolazy fruktozo-1,6-bisfosforanu i dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego trudno wnioskowaé o wszystkich reakcjach fotosyntetycznej
fazy niezaleznej od $wiatta. Cheialbym tez zwréci¢ uwage na inny aspekt badan, a dotyczacy



integracji danych proteomicznych np. z danymi fizjologicznymi. Otéz, moim zdaniem, zbior
materialu  roslinnego zaréwno do analiz proteomu, jak 1 pomiaréw fizjologicznych
wskaznikow odpornosci na susz¢ powinien mie¢ miejsce w trakcie tego samego
eksperymentu. Tylko wtedy mozna mie¢ pewno$¢, ze charakteryzowane beda te same
warunki Srodowiskowe zaréwno stresowe, jak 1 kontrolne. I na koniec komentarza
dotyczacego tej czgsci rozprawy drobna uwaga j¢zykowa, nalezy unikaé takich zwrotéw
zargonowych jak: , krzyzowka”, ,,wzgledna ilo$¢ bialka” oraz ,,ekspresja biatka”.

Pan mgr P. Rodziewicz podsumowujac rozprawe doktorska formutuje 10 wnioskéw.
Moim zdaniem z wnioskéw nr 1, 2 i 5 mozna zrezygnowa¢ bez znacznego uszczerbku dla
wartosci rozprawy. Ponadto, wnioski powinny by¢ tak przedstawione by byly zrozumiale bez
koniecznosci czytania catej rozprawy, prosze wigc o odpowiedZ na pytanie, jak nalezy
rozumie¢ wniosek czwarty w odniesieniu do wniosku szdstego.

Do najwazniejszych osiagnie¢ rozprawy doktorskiej zaliczam:

o uzyskanie 832 wysokiej jakosci elektroforegraméw 2-D, umozliwiajacych analize
poziomu akumulacji bialek w warunkach stresowych i kontrolnych,

e przeprowadzenie analizy poréwnawczej proteomu w warunkach kontrolnych
i w warunkach deficytu wody oraz identyfikacje rdéznic w poziomie akumulacji
wybranych biatek tak dla form rodzicielskich i referencyjnych, jak i 100 genotypéw
populacji pokolenia Fg i form rodzicielskich,

o przeprowadzenie caloéciowej analizy (analizy niecelowanej) proteomu w warunkach
kontrolnych 1 w warunkach deficytu wody dla 100 genotypoéw populacji pokolenia Fg
i form rodzicielskich; oszacowanie tzw. efektu suszy i interakcji genotyp x susza,
analiz¢ skltadowych glownych dla wyodrebnionych kategorii funkcjonalnych bialek
oraz analiz¢ PCA dla efektu suszy,

» identyfikacje tzw. ,,bialek réznicujacych” przy wykorzystaniu spektrometrii mas.

Na zakonczenie chcialbym podkresli¢ to, ze rozprawa doktorska Pana mgr.
P. Rodziewicza mimo wskazanych przeze mnie uchybien i niejasno$ci prezentuje wysoki
poziom merytoryczny. Moje uwagi nalezy traktowaé jako wskazéwki pomocne w czasie
przygotowaniu  publikacji. Autor wykonal cigzka prace eksperymentalng
i bioinformatyczng. Nie mam watpliwosci, ze wyniki uzyskane przez Doktoranta maja
szanse by¢ opublikowane w dobrym czasopi$mie, zwlaszcza po ich integracji z wynikami
badan fizjologicznych. Badania zmian w proteomie jgczmienia w warunkach deficytu wody
byly juz prowadzone przez inne zespoly, ale nie na tak duzg skale. Analiza niecelowana
proteomu zastuguje w niniejszej rozprawie na szczegolne wyréznienie.

Biorgc pod uwage wszystkie aspekty przedstawionej mi do recenzji pracy
stwierdzam, Ze spelnia ona kryteria stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym
wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pana
mgr. Pawla Rodziewicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

1 hab. Arkadiusz Kosmala




