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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pana mgr Adama Augustyniaka pt.: ,Fizjologiczne i molekularne
podstawy hartowania na mréz form introgresywnych zycicy wielokwiatowej (Lolium
multiflorum Lam.) i kostrzewy trzcinowej (Festuca arundinacea Schreb.) wykonanej w Instytucie
Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, Zaktad Biologii Streséw Srodowiskowych, Zespot
Fizjologii Molekularnej i Cytogenetyki Roslin.

Promotor pracy: prof. dr hab. Arkadiusz Kosmala

Promotor pomocniczy: dr Dawid Perlikowski

Praca doktorska mgr Adama Augustyniaka zostata wykonana w ramach studiéw doktoranckich,
podjetych w 2014 roku, w Srodowiskowym Studium Doktoranckim przy Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Wszystkie eksperymenty zostaly przeprowadzone w ramach

dwoch projektow badawczych: Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi oraz Narodowego Centrum
Nauki.

Dysertacja dotyczy mrozoodpornosci roslin, czyli zdolnosci do przezycia temperatury ujemne;j. Jest
to trudny temat badawczy, poniewaz mrozoodporno$é jest whasciwoscia zmienna
w ontogenezie 1 uzalezniong od warunkéw srodowiska. Ponadto jest to cecha indukowana w trakcie
hartowania roslin w chtodzie. Hartowanie roslin na mréz odbywa si¢ w temperaturze okoto 0°C
w kilku etapach. W tym czasie w roslinach zachodzi akumulacja rozpuszczalnych weglowodanéw
oraz innych osmotycznie czynnych substancji, a takze reorganizacja blon biologicznych, ktére maja
niebywata wage w nabyciu przez rosliny odpowiedniego poziomu mrozoodpornosci. Podczas
hartowania na mréz moga generowaé sie reaktywne formy tlenu, ktére beda z kolei przyczyna

wzrostu aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych.



W tym miejscu bardzo prosz¢ Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do problemu mrozoodpornosci
roslin na tle zmian klimatu, ktérego widocznymi symptomami sa m.in. bezénieine zimy czy

wzrost temperatury w tym okresie.

W skiad przedstawionej do recenzji rozprawy wchodza dwie wieloautorskie publikacje, ktorych
Doktorant jest pierwszym autorem. Prace te zostaly opublikowane w roku 2018 i 2020
w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR), o wysokim wspdtczynniku
oddziatywania: Plant Science (IF2018=3,785) oraz International Journal of Molecular Sciences
(IF2019=4,556).

Tytut dysertacji w pelni odpowiada zawartej w niej tresci. Praca zawiera streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, oraz przeglad literatury wprowadzajacy w zagadnienie mrozoodpornosci roslin.
Wskazane zostaly najwazniejsze molekularne, biochemiczne oraz fizjologiczne procesy
towarzyszace hartowaniu ro$lin na mréz. Rowniez w tej czgsci Doktorant dokonat charakterystyki

traw pastewnych oraz wyjasnit kryteria doboru materiatu ro§linnego do badan.

Zasadniczym celem rozprawy bylo rozpoznanie wybranych mechanizméw hartowania na mroz
u form introgresywnych Lolium multiflorum/Festuca arundinacea (LFT - forma o nizszym poziomie
mrozoodpornosci; HFT — o wyzszym poziomie mrozoodpornosci). Cel ten realizowano w oparciu
o wlasciwie dobrany 1 jasno zdefiniowany materiat roslinny, prawidtowy uktad do$wiadczalny oraz
przez zastosowanie nowoczesnych narzedzi badawczych. Przeprowadzono m.in. analizy
integralnosci bton biologicznych, aktywnosci aparatu fotosyntetycznego, intensywnosci wymiany
gazowej, poziomu reaktywnych form tlenu, aktywnosci enzymatycznych antyoksydantéw oraz

wybranych enzymow fazy ciemnej fotosyntezy. Na poziomie molekularnym przeprowadzono analizy

transkryptomiczne i proteomiczne.

Na uwagg zastuguje fakt zamieszczenia interesujacych hipotez badawczych oraz celéw badan, ktore
nastepnie zostaly wnikliwie przedyskutowane. Przejrzystosci pracy dodaje rowniez wskazanie dwéch
etapow pracy, w ktorych Doktorant wyszczegolnit kolejno$¢ przeprowadzonych analiz. Na kodcu
rozprawy zamieszczono kopie obu artykulow oraz kompletne o$wiadczenia wspGtautorow
o wkladzie w powstanie publikacji. Wskazujg one na kluczowa role Doktoranta w realizacji
opisanych eksperymentéw i analiz, interpretacji wynikéw oraz przygotowania manuskryptow.
Uwage zwraca staranno$¢ merytoryczna i edycyjna w opracowaniu dysertacji. Doktorant zastosowat

numeryczny spis tresci oraz rozdziat ,,Spis skr6tow”, ktory ulatwia poruszanie sie w tekscie. Tekst



dysertacji nie budzi zastrzezen jezykowych, poza nielicznymi blgdami interpunkcyjnymi (np.

stosowanie angloj¢zycznego cudzystowu w postaci dwdch gérnych apostrofow).

Stwierdzam, ze niniejsza rozprawa stanowi samodzielne rozwigzanie problemu badawczego
przy uzyciu adekwatnej metodyki badan z zastosowaniem bardzo dobrze zdefiniowanego

materialu roslinnego.

Opublikowane prace pod wzgledem merytorycznym nie budzg zadnych zastrzezen. Przedstawione w
nich wyniki podlegaly wnikliwej 1 surowej ocenie edytorow czasopism oraz recenzentdw bedgcych

ekspertami z zakresu mrozoodpornosci roslin.

W pierwsze] z prac opublikowanej w Plant Science analizowano stopien uszkodzenia bton
biologicznych w komoérkach badanych form introgresywnych traw Lolium multiflorum/Festuca
arundinacea, wymiang gazowa i parametry fluorescencji chlorofilu oraz oznaczano aktywnos¢
wybranych bialek enzymatycznych z fazy ciemnej fotosyntezy. Stwierdzono istotng roznice
w zdolnosci do odrostu po mrozeniu pomigdzy badanymi formami introgresywnymi traw na korzysé
formy o wyzszym poziomie mrozoodpornosci (HFT). Zaobserwowano takze, ze proces hartowania
roslin w niskiej temperaturze istotnie zwigkszyt integralnos$é¢ bton biologicznych w komoérkach obu
form introgresywnych traw, przy czym okres trzytygodniowego hartowania spowodowatl lepsze
efekty u formy HFT. Potwierdzily to rowniez analizy parametrow fluorescencji chlorofilu
i parametréw wymiany gazowej oraz analizy proteomu i aktywnosci biatka aldolazy fruktozo-1,6-
bisfosforanowej (pFBA). Bardzo ciekawym wynikiem, byta identyfikacja pieciu izoform tego biatka,

ktérego poziom w procesie hartowania r6znicowal obydwie formy.

W odniesieniu do tej pracy prosz¢ Doktoranta o wyjasnienie znaczenia pomiaru szybkiej

fluorescencji chlorofilu, opartej o test OJIP, w badaniach reakcji roslin na stresy

niskotemperaturowe.

W drugiej pracy, opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences, oprocz parametrow
fizjologicznych (stopien uszkodzenia blon pod wplywem mrozu, analiza parametrow wymiany
gazowej, fluorescencja chlorofilu) wykonano réwniez analizy stopnia peroksydacii lipidow, ktore
potwierdzily wigkszg integralnos¢ blon u formy o wyzszym poziomie mrozoodpornosci (HFT)
w warunkach niskiej temperatury. Analiza transkryptéw i odpowiadajacych im biatek (aldolaza
fruktozo-1,6-bisfosforanowa (pFBA), kinaza fosfoglicerynianowa, Cor14b) wykazata wzrost ich
poziomu w trakeie procesu hartowania. W przypadku pomiaru aktywnosci pFBA obserwowano jego
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wyzszy poziom u formy HFT. U tej formy stwierdzono réwniez wyzszy poziom akumulacji bialka
Corl4b podczas calego okresu hartowania w porownaniu do formy LFT. Interesujagcym elementem
tej pracy byla analiza zawartosci reaktywnych form tlenu (RFT). ktéra wyraznie r6znicowata badane
formy na niska temperaturg. Zaréwno poziom nadtlenku wodoru jak i anionorodnika
ponadtlenkowego podczas hartowania byt nizszy u formy HFT. Wykazano réwniez, ze system
enzymatycznych antyoksydantow (APX, GPX, GR, SOD, CAT, POD) byl rowniez bardziej wydajny
u formy HFT. Réwnoczesnie u HFT obserwowano na ogét wyzszy poziom odpowiadajacych tym
biatkom transkryptow. Trzeba podkresli¢, ze w pracy wskazano takze fizjologiczne i molekularne

markery poziomu mrozoodpornosci u badanych traw.

W nawigzaniu do powyzszej pracy prosz¢ Doktoranta o odpowiedZ na nast¢pujace pytanie.
Dlaczego zmiana poziomu danego transkryptu nie zawsze koreluje ze zmiang akumulacji

danego bialka i jego aktywno$cia enzymatyczng?

W tym miejscu cheiatabym podkresli¢, ze w obu pracach otrzymane wyniki przedstawiono w sposob
Jasny 1 w logiczne) kolejnosci. Zostaly one prawidlowo zinterpretowane oraz przedyskutowane
z wykorzystaniem waznych pozycji literaturowych z zakresu tematu pracy. Doboér i sposéb
omawiania literatury przedmiotu oraz rzetelne dyskutowanie wilasnych wynikéw, potwierdzaja
wysoki poziom wiedzy Doktoranta w zakresie fizjologicznych, biochemicznych i molekularnych
podstaw hartowania roslin na mréz. Sformutowane w rozprawie wnioski sg adekwatne do uzyskanych

wynikéw i w pelni uzasadnione.

Whiosek koncowy

Uwazam, Ze rozprawa Pana mgr Adama Augustyniaka stanowi samodzielne rozwigzanie
problemu naukowego, a uzyskane wyniki stanowig istotny i oryginalny wklad w badania nad
poznaniem mechanizméw zimotrwalosci traw pastewnych kompleksu Lolium-Festuca. Ponadto
uzyskane przez Doktoranta wyniki mogg by¢ takze podstawa do dalszych badan nad
rozhartowywaniem. Wedlug mnie Doktorant wykazal si¢ umiejetnoscia realizacji zalozonych

celow badawczych, pracy zespolowej oraz interpretacji wynikéw badan i redagowania
publikacji.

Biorgc pod uwagg wszystkie aspekty przedstawionej do recenzji rozprawy stwierdzam, iz spelnia ona
wszystkie kryteria stawiane rozprawom doktorskim w Ustawie z dnia 14.03.2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65,
poz. 595, z pozn. zm.) W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
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Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr Adama

Augustyniaka do koncowego etapu przewodu doktorskiego.

Stawiam réwniez wniosek o wyrodznienie recenzowanej pracy. Doktorant zidentyfikowal pi¢é
izoform bialka aldolazy fruktozo-1,6-bisfosforanowej, z ktérych kazda moze mie¢ Kluczowe
znaczenie w hartowaniu na mréz. Jest to interesujaca podstawa do dalszych szczegélowych
badan nad rola aldolazy fruktozo-1,6-bisfosforanowej w stresach niskotemperaturowych.
Do wartosciowych wynikow nalezy takize zaliczy¢ wskazanie potencjalnych fizjologicznych
i molekularnych markeréw poziomu mrozoodpornosci u badanych traw, co moze mie¢
znaczenie w selekeji mrozoodpornych form. Bardzo waznym jest réwniez fakt opublikowania

prac w bardzo dobrych czasopismach o mi¢gdzynarodowym zasiegu.

Dr hab. inz. Katarzyna Hura, prof UR



