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Recenzja rozprayry doktorskiej mgr. Adama Augustyniaka
pt.''x'izj ologiczne i molekularne podstawy hańowani a na mróz

form introgresywnych rycicy wielokwiatowej (Lolium multillorum Lam.)
i kostrzewy trzcinowej (Festuca arundinacea Schreb.)'

wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Arkadiusza Kosmali
w Zakładzie Biologii Stresów Środowiskowych

Instytufu Genetyki Roślin Polskiej Akademii Nauk

Podstawą formalną wykonania recenzji jest pismo Dyrektora Inst5rtutu Genetyki Roślin Polskiej
Akademii Nauk z drua 14 puŹdziemika 2020 r. informujące o u mnie na recenzenta
w/w rozprawy doktorskiej na podstawie uchwały Rady Naukowej IGR PAN z dnia 11 kwietnia
20|9 r. (Uchwała nt 9/lU2019 RN IGR PAN).

Podstawą ubiegania się mgr. Adama AugusĘniaka o stopień naukowy doktora są dwa
oryginalne i tematycznie powiązane artykuły naukowe opublikowane w renomowanycĘ
anglojęzyczrrych c"asopismach zrajdujących się w bazie Joumal Citation Reports (JCR). Są to
następuj ące publikacj e :

1. Augustyniak A., Perlikowski D., Rapacz M., Kościelniak J., Kosmala A. (2018). Insight
into celltilar proteome of Lolium multiflorumlFestucą arundinacea introgression forms to
decipher crucial mechanisms of cold acclimation in forage grasses. Plant Science 272:22-
3 1, doi:10.1016/j.p1an1sci.2018.04.002 (IFzorr 3,785),

2. Augustyniak A., Pawłowicz I., Lechowicz K., Izbianska-Jankowska K., Arasimowicz_
Jelonęk M., Rapacz M., Pęrlikowski D., Kosmala A. (2020). Freezing tolerancę of Lolium
multiflorumlFestuca arundinącea introgression forms is associated with the high activity
of antioxidant system and adjusfinent of photosynthetic activity trnder cold acclimation.
Internątional Journal of Molecular Sciences 21: 5899. doi:10.3390/ijms21165899 (IFzoro

4,556).
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Łączty wspołczynnik oddziaływania (IF) wymienionych publikacji wynosi 8,34t, co mozna

vznas zabardzo dobry poziom tego parametru ocęny bibliomeĘcznej. Nale{ podkreślić, że w
obu publikacjarh mgr Adam Augustyniak jest autorem pierwszym, a na podstawie analiry
załączonych oświadczeń wszystkich współautorów publikacji, jednoanacznię możma stwierdzió,
Że wkład Doktoranta w planowanie i wykonanie badań, opracowanie, analizę i interpretację

wyników oraz prŻlgotowanie pierwotnych i ostatecnrych węrsji manuskryptów był *iodący.
Poza arĘkułami i oświadczeniami współautorów publikacji naukowycĘ w skład rozptaw
doktorskiej wchodą równiez: oświadczenia Promotora i Autora rozprawy doktorskiej,
streszczenia w języku polskim i angielskim oruz l7-stronicowe opracowanie w języku polskim
zawterające wprowadzenie w zagadnienie hartowania roślin na mróz, opis materiafu

badawczego, hipotezy i cele badawcze, najważniejsze wyniki, wnioski iliczący 43 pozycje spis
literatury. W rozprawie zamieszczono inforrnację o finansowaniu badan z projektu Ministerstwa
Rolnictwa i Ronvoju Wsi @adania podstawowe na rzecz postępu biologicmego w produkcji

roślinnej, nr 35, 2014-2020) oraz z projektu Narodowego Centrum Nauki (Preludium, nr
zCI t7 I 25 A|{'A{29l0000 t, 20 | 8 -2020).

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr. Adama Augustyniaka wpisuje się w aktualne i bardzo
ważne światowe trendy badawcze. Wprawdzie zryjemy w dobie ocieplania klimafu, ale badania

dotycące aKimatyzarji roślin do c}rłodu i zwiększania odpomości na mtózsą niezwykle istotne,

młŁaszczajezeli prowadzone są na gatunkach roślin uĄrtkowych ptzeznaczonych na zywność
lub paszę, czyli ta gatunkach roślin warunkujących naszą egzystencję ta ZiemL odporność
roślin uprawnych na chłód i mtóz warunkuje nie tylko ilość i jakość plonu' ale ma również
kluczowe znaczenie w pracach mających na celu powiększanie areału rrpraw o tereny

niedostępne dla odmian o niskim poziomie odpomości na niskie temperafury. Zjawisko
aklimatyzacji roślin do chłodu i hartowania na mtóz badane jest od dziesięcioleci, alę nadal

istnieje wiele niewyjaśnionych elementów męchaninnu tego procesu. W ostatnich latach

zaobserwować moŻna dynamiczny wzrost badan biochemicznych, biofizyczrrych i genetycznych

mających na celu wyjaśnienie podstaw odporności roślin na niskie temperatury' a tazprawa
doktorska mgr. Adama Augustyniaka doskonale wpisuje się w te światowe nuĄ badawcze.

opisane w rozprawie doktorskiej badania wykonane zostały na dwóch formach introgresywnych

Ęcicy wielokwiatowej (Lolium multiflorum Larn.) i kostrzewy trzcinowej {Festuca arundinacea
Schreb.) różntryych się poziomem odporności na mróz. Wyselekcjonowano i wykorzystano w
badaniach formę o stosunkowo wysokim poziomie mrozoodpomości i formę o stosunkowo

niskim poziomie mrozoodporności. Rośliny poddawane byĘ 7-dniowemu prehartowaniu w
temperaturze !Ż"C, a następnie hartowaniu w temperaturze 4l2"C (dzien/noc) od 1 do 21 dni.
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W pierwszej publikacji składającej się na rczprawę doktorsĘ (Augustyniak i wsp. 2018) zawartę

są wyniki badań doĘ czący ch:
. selekcji dwóch form introgresywnych róiniących się poziomem mrozoodpomości,
r stopnia uszkodzęnia błon biologicznych,
o parametrów fluorescencji chlorofilu i wymiany gazowej,
o idenbrfikacji białek róźniryych się poziomem akumulacji u form o róźmym poziomie

mrozoodporności,
o aktywności aldolazy fruktozo-1,6-bisfosforanowej.

Druga publikacja wchodząca w zakres rozprawy doktorskiej i wsp. 2020) zawiera
wyniki badań wykonanych na dwóch formach introgresywnych uzyskanych 3 lata wcześniej i
doĘczą one:

o integralności błon biologicznych,
r parametrów fluorescencji chlorofilu i wymiany gazowej,
o poziomu transkryptu i zawartości białka aldolazy fnrktozo_1,6_bisfosforanowej i kinazy

fosfoglicerynianowej oraz aktywności kinazy fosfoglicerynianowej,
o zawattaści reaktywnych form tlenu,
o aktywności i zawartości białek enzymów antyoksydacyjnych orazpoziomu transkryptów

genów kodujących te erzymy,
o zawartości białka Corl4b.

W podsumowaniu licznych wyników jak;le zapezentowano w dwóch publikacjach za batózo
ważnę nalezy uznac wykazarrie, że forma introgresywna Życicy wielokwiatowej i kostrzewy
trzcinowej o stosunkowo wysokim poziomie mrozoodporności zdolna była do hartowania
aparatu fotosyntetycznęgo w trakcię 3_tygodniowej ekspozyĄi na chłód (2/4"C). Forma ta
charakteryzowała się równieŹ ruzszą zawartością reaktywnych form tlenu bardńej wydajnym
enz;ymaĘcznym systemem antyoksydacyjnym i wykaąrwaławyższy poziom integralności błon
komórkowych w porównaniu do formy o stosunkowo niskim poziomie mrozoodporności.

W trakcie lektury rozprawy doktorskiej mgr. Adama Augustyniaka nasunęło mi się kilka pytaśr'

na łilóre rue znalazłem odpowiedzi, ani w polskojęzycmym opisie badań' ani w publikacjach.
Dlatego poproszę Doktoranta o ustosunkowanie się do poniższych kwestii.

o Wiadomo, że trawy pastewne z rcdzaju Ęcica cechują się wysoką jakością paszowL ale
gatunki naleŻące do tego rodzaju reprezenfują stosunkowo niską tolerancję na tóźmę

czynniki stresowe, w tym na niską temperaturę. Natomiast gatunki ttaw z rodzaju
kostrzewa charakteryzują się stosunkowo wysokim stopniem odporności na patogeny,

mróz, suszę czy zasoLenie, ale pod względem wartości paszowej nie dorównują jednak

gatunkom z rcdzaju Ęcica. Z wyników badan zarrieszczonych w ocenianej rczpravne
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doktorskiej wynika, Że z introgręsywnęgo mieszańca zycicy wielokwiatowej i kostrzewy
trzcinowej moźnta wyselekcjonować formy o stosunkowo wysokiej i niskiej
mrozoodpomości, ale jak ten poziom odporności namróz kształtuje się w porównaniu do
form wyjściowych? Czy parametry mrozoodporności formy introgresywnej stosunkowo
odpornej na mtóz są porównywalne' a moŻę lepsze od parametrów mrozoodporności
kostrzewy trzcinowej? I druga kwęstia: jak ksńałtują się parameĘ paszowe
wykorzysĘwanych w badaniach form introgresywnych (o ile takie badania były
wykonywane)?

Wyniki badafi zaptezerftowanę w publikacji pierwszej (Augustyniak i wsp. 2018)
wskazują na fotosyntezę jako kluczowy proces metaboliczny warunkujący wyŻszą
mrozoodporność jednej z badanych form introgresywnych. Zwairyłvszy, że badania
wykonane byĘ na liściach, to taki wynik nie jest znkaklĄryy i znajduje uzasadnienie.
Niemniej jednak oprócz fotosyntezy' w komórkach zachodzą inne kluczowe dla
metabolizmu komórkowego procesy. Mam fu na myśli np. oddychanie komórkowe.
Powszechnię uvłaŻa się, ze wydajnośó oddychania komórkowego ulega obniżeniu, czy
wręcz dochodzi do zafrrpania oddychania w trakcie aktywnej fotosyntezy. Są teŻ
jednak źródłą wg których ograniczenie, cry zatrzymanie oddychania podczas
fotosyntezy, jest bardzo mało prawdopodobne. Mitochondria ponadto, obok
chloroplastów, mogą byÓ też waźnym źródłem reaktywnych form tlenu, w szczególności
w warunkach oddziaływania różnego rodzaju czynników stresowych. Poproszę więc
Doktoranta o wyrażenie swojej opinii na temat udziaŁu mitochondriów i oddychania
komórkowego w aklimatyzacji roślin do chłodu czy hartowania lamtóz.
W publikacji pierwszej (Augustyniak i wsp. 2018) zantieszczono ryniki analiry
proteomicznej badanych form introgresywnych. Jednym z elementów tych badan była
ident5rfikacja białęk rozdzielonych elektroforetycznie w układzie 2D. Do identyfikacji
wybrano 17 plamek o największym nóinicowaniu w zawartości białka pomiędzy
badanyrrri formami introgresywnymi. Czł owe 17 plamek białkowych było wszystkimi
plamkami o co najmniej dwukrotnie zmienionej zawartości białka? Czy moźrc takich
plamek było więcej nlż 17, ańdentyftkowarro tylko 17? A jeśli plamek o co najmniej
dwukrotlrie zmienionej zawartości białka było więcej nIŻ 17 i nię poddano ich
idenffikacji' albo identyfikacja nie była możĄiwą to jakie można sformułować
prrypuszczenia odnośnie hipotetycznychbiałek, które te plamki mogły za'wierać?
W publikacji drugiej (Augusfyniak i wsp. 2020) zamięszczono dane pokazujące TLacący
spadek przewodnictwa szparkowego w trakcie 2l dnl aklimaĘzacji do chłodu u formy
introgresyrłmej o stosunkowo wysokiej mrozoodporności. Mniejsze przewodnictwo
szparkowe przełoĘło się na niższy współczynnik transpiracji i mniejszy poztom
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asymilacji Coz netto. Niestety w dyskusji tych wyników zabtakło vrystnczającego
komettarza wyjaśniającego przyczyny takiego stanu. Czy m spadek przewodnictwa
szparkowego u formy introgresywnej o stosunkowo wysokiej mrozoodporności, który
zapewne spowodowany był mniejszym rozwarciem szpareĘ odpowiedzialny moŻe byÓ
kwas abscysynowy? Znane są bowiem dane literaturowe wskazujące fla czasowy lub
staĘ wzrost zawartości kwasu abscysynowego w tkankach roślin aklimaĘzowanych do
chłodu. Poproszę Doktoranta o skomentowanie takiej hipotezy, ale poproszę teŻ o szersze
ustosunkowanie się do zagadntenla roli fitohormonów w aklimatyzacjt roślin do chłodu
czy hartowanianamtóz.

Z obowiązku recenzenta unuszony jestem jeszcze zwrócić uwagę na używanie termirrrr ,,stres''.
Uważam, że Doktorant w polskojęzycznej części tozptary' t:JLę zawsze stosuje ten termin w
sposób prawidłowy. W języku polskim istnieje bowiem wyruźne rozgrarticzenie między
,ostresem'', czyli stanem w jakim znajduje się organizm, a ',czynnikiem stresowym''
wywołującym ten stan. UĄnvanie terminu ,,stres'' dla określenia czytlnka stresowego uwaŹam
zabłędne.

Podsumowująą tozptawę doktorską mgr. Adama AugusĘniaka oceniam bardzo wysoko, a
pytałną czy drobne zastrzeżenią które sformułowałem w niniejszej recenzji w żadnej mierze nie
dyskredytują wysokiej wartości naukowej zaprezentowanych wyników, lecz są elementem
naukowej dyskusji, która zapewne w pełni będzie mogła być neaLizowana podczas publicznej
obrony ocenianej pracy.Stwierdzam, Że rozprawa doktorska mgr. Adama AugusĘniaka spełnia
ustawowe wymogi określone dla prac doktorskicĘ stanowiąc bardzo ważną pozycję w
badaniach hartowania roślin ta mtóz. Wnoszę tym samym do Rady Naukowej Insq.ffiu
GeneĘki Roślin Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr. Adama Augustyniaka do
dalszych etapów przewodu doktorskiego.
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