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Rozprawe doktorska Pani mgr Katarzyny Lechowicz przedstawiono w formie manuskryptu
przygotowanego zgodnie z wytycznymi zawartymi w regulaminie trybu przeprowadzania przewodow
doktorskich obowiazujacego w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu. Autorka jest
doktorantem Srodowiskowego Studium Doktoranckiego przy Instytucie Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Badania wykonata w Zakladzie Biologii Streséw
Srodowiskowych w Zespole Cytogenetyki i- Fizjologii Molekularnej, Instytutu Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Arkadiusza Kosmala
kierownik Zaktadu Biologii Sfreséw Srodowiskowych IGR PAN w Poznaniu, a promotorem
pomocniczym dr hab. [zabela Pawlowicz.

W opracowaniu na 23 stronach Autorka zamiescita cze$¢ opisowa rozprawy doktorskiej
podzielong na podrozdzialy zawierajace wstep, hipotezy i cele badawcze, metodyke, najwazniejsze
wyniki, podsumowanie, wnioski oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim a takze
oswiadczenia wspdlautorow publikacj’i o udziale Autorki w ich powstaniu. W opracowaniu Autorka
zamiescila zestawienie najwazniejszych pozycji wykorzystanej literatury (38 pozycji) i sg to gtéwnie

najnowsze publikacje prace oraz opracowania monograficzne.

Lechowicz, K., Pawlowicz, 1., Perlikowski, D., Arasimowicz-Jelonek, M., Majka, J., Augustyniak, A., .
Rapacz, M., Kosmala, A. (2020a). Two Festuca species — F. arundinacea and F. glaucescens — differ
in the molecular response to drought, while their physiological response is similar. International

Journal of Molecular Sciences 21(9), 3174. doi: 10.3390/ijms21093174.

Lechowicz, K., Pawlowicz, 1., Perlikowski, D., Arasimowicz-Jelonek, A., Blicharz, S., Skirycz, A.,
Augustyniak, A., Malinowski, R., Rapacz, M., Kosmala, A. (2020b). Adjustment of photosynthetic

and antioxidant activities to water deficit is crucial in the drought tolerance of Lolium



multiflorum/Festuca arundinacea introgression forms. International Journal of Molecular Sciences

21(16), 5639. doi: 10.3390/ijms21165639.

Mocng podstawg do sformutowania tematu pracy i celow badawczych byt fakt, ze przedstawione
badania byly wykonane w zespole o wysokiej renomie zaréwno w krajowym jak i europejskim
srodowisku naukowym, ktorego kierunkiem badan sa mechanizmy adaptacji roslin do zmiennych
warunkow srodowiska oraz poznanie fizjologicznych i molekularnych aspektéw ich oddziatywania u
miedzyrodzajowych mieszancow Lolium-Festuca. Od lat szes¢dziesigtych XX wieku gatunek Festuca
zrobit swoista ,kariere” w Stanach Zjednoczonych. Jako gatunek odporny na okresowe susze i
wysokie temperatury zostal wprowadzony na pastwiska i zapewnial pasze na ranchach przez caly rok.
Okazat si¢ gatunkiem bardzo agresywnym i konkurencyjnym w stosunku do rodzimej na preriach
»Indian grasses”, ktora jest gatunkiem wrazliwym szczegdlnie na suszg. W aspekcie fizjologicznym
obszerne badania nad gatunkiem Festuca byly wykonane na Uniwersytecie Stanowym Missouri w
zespole profesora J. C. Nelsona, ktore doprowadzily m. in. do wyprowadzeniu réznych genotypoéw
charakteryzujacych si¢ zmiennos$cia liczebnosci i rozmiaréw lisci oraz zdolno$cig do krzewienia.

W przeprowadzonych doswiadczeniach Autorka wykorzystata mozliwosci warsztatu badawczego
- jakie miata do dyspozycji w IGR PAN, w tym dostgp do nowoczesnych metod badawczych
poréwnywalnych z metodami stosowanymi w badaniach prowadzonych w laboratoriach
zagranicznych, miata do dyspozycji nowoczesna aparaturg¢ analityczno-pomiarowg o bardzo wysokim
standardzie, a to niewatpliwie miato wplyw na rzetelnos¢ uzyskanych wynikéw. Doswiadczenia
wykonywano w fitotronie, w kontrolowanych warunkach temperatury, wilgotnosci powietrza (RH),
natgzenia promieniowania oraz dtugosci dnia i nocy. Wykorzystywany material roélinny, schematy
doswiadczen oraz stosowana metodyka pomiaréw i analiz jest opisana szczegélowo w zalaczonych
publikacjach.

W rozdziale ,,Wstep” przestanego do oceny opracowania Autorka w oparciu o dane literaturowe
szczegbtowo omawia reakcje roslin na deficyt wodny. Nastepnie charakteryzuje wybrane do badan
gatunki 1 mieszance traw kompleksu Lolium-Festuca, ktory obejmuje gatunki traw z rodzaju zycica
oraz kostrzewa. Oba gatunki sg zaliczane do traw pastewnych charakterystyczng wysokg wartoscia
odzywcza (zycica) oraz odpornoscia na stresy Srodowiskowe (kostrzewa). W wyniku krzyzowai
wstecznych i przeprowadzeniu selekcji w kolejnych pokoleniach uzyskiwano formy introgresywne o
zréznicowanym poziomie odpornosci na stres suszy, ktore sg unikalnym materialem dla poznania
mechanizmow fizjologicznych i biochemicznym reakcji traw na deficyt wodny.

W dalszej czgsci Autorka szczegbtowo omawia przyjete hipotezy badawcze, w ktdrych zaktada,
ze:

- genotypy traw o zréznicowanym poziomie tolerancji suszy, wyselekcjonowane zarowno w obrebie

gatunkéw — F. arundinacea i F. glaucescens, jak i w obrebie form introgresywnych L. multiflorum/F.



arundinacea, moga stanowi¢ dobry model do rozpoznania i badania réznych mechanizméw
warunkujacych te ceche

-adaptacja aparatu fotosyntetycznego i enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego do warunkow
deficytu wody jest waznym komponentem reakcji na bezposrednie dziatania stresu suszy oraz w
okresie regeneracji po ustgpieniu warunkow stresowych zaréwno u F. arundinacea, F. glaucescens,

jak i form introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea.

Celem badan bylo okreslenie fizjologicznych 1 biochemicznych reakcji  roslin
odpowiedzialnych za zréznicowanie introgresywnych form roznigcych sie stopniem wrazliwosci na
bezposrednie i nastepcze dziatanie stresu suszy. W doswiadczeniach wykonano szczegdtowe pomiary
i analizy pobierania wody, relatywnej turgorescencji, uszkodzen membran (metoda
konduktometryczng), poziomu peroksydacji lipidow, zawartosci ABA, aktywnosci fotosyntetycznej
na podstawie pomiardw fluorescencji chlorofilu; parametréw wymiany gazowej (CO,, HyO) i
wskaznika wykorzystania wody (WUE), pomiarow wielkosci i dystrybucji aparatow szparkowych,
aktywnos$ci enzymow cyklu Calvina oraz poziomu akumulacji transkryptow dla gendw, kodujacych te
enzymy. W badaniach wykorzystano tetraploidalne formy introgresywne Lolium. multiflorum/F.
Festuca arundinacea (Lm/Fa) otrzymane z krzyzowania zycicy wielokwiatowej (Lolium multiflorum
Lam. F) i kostrzewy trzcinowej (Festuca arundinacea Schreb). Obie wybrane do badan formy
introgresywne Lm/Fa byly interesujacym, unikalnym modelem badawczym dla poznania i wyjasnienia
mechanizm6w tolerancji na okresowg susze glebowa.

W rozdziale ,,Wyniki” Autorka podzielita omdwienie najwazniejszych rezultatdéw w zakresie:

- fizjologicznych reakcji, aktywnosci fotosyntetycznej oraz enzymatycznego systemu
antyoksydacyjnego oraz poziom RFT u F. arundinacea i F. glaucescens podanych bezposredniemu i
nastgpczemu dzialaniu stresu suszy 3
-fizjologicznych reakcji, aktywnosci 'fotosyntetycznej, enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego,
poziomu RFT oraz zawartosci triacylogliceroli u form introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea
podanych bezposredniemu i nastgpczemu dzialaniu stresu suszy.

Nastepnie na ich podstawie Autorka sformutowala najwazniejsza wnioski, ktorych stwierdza,
ze: '

- w warunkach bezpo$redniego dziatania suszy, pomimo odmiennej dynamiki pobierania

wody genotypy HDT u F. arundinacea i F. glaucescens utrzymywaly homeostaze wodng oraz

integralno§¢ membran cytoplazmatycznych, natomiast u genotypéw LDT obu gatunkéw
obserwowano w okresie po suszy szybka regeneracj¢ membran,

- u genotypu LDT F. glaucescens w okresie bezposredniego dziatania suszy obserwowano

wyzszg warto$¢ wskaznika wykorzystania wody, w poréwnaniu do genotypu HDT

powodowane rdéznicami w przewodnictwie mezofilu i/lub odmiennym metabolizmem

komorek korzeni. Réwnoczesnie u genotypu HDT nie stwierdzono, podczas suszy, wzrostu
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akumulacji ABA co sugeruje, Zze zalezna od ABA sygnalizacja stresowa u tego moze mieé
mniejsze znaczenie.

- obserwowana pod koniec stosowania suszy redukcja poziomu nadtlenku wodoru u genotypu
HDT u F. arundinacea byta zwiazana ze wzrostem aktywno$ci CAT oraz APX, natomiast u
genotypu HDT u F. glaucescens stwierdzono wyzszy poziom akumulacji biatek APX, CAT,
GR, GPX i Mn-SOD i stopniowy wzrost aktywnosci CAT, w pordwnaniu z genotypem LDT
u, F. glaucescens co wskazuje na wigkszy potencjal antyoksydacyjny genotypu odpornego na
susz¢. Wykazano, ze dla utrzymania niskiego poziomu H>O, w komodrkach i ekspresji
tolerancji na stres u tego gatunku jest stabilna wydajno$¢ cyklu Calvina

- stwierdzono, ze u formy introgresywnej HDT, w poréwnaniu do LDT obserwowano wigksza
stabilno§¢ membran oraz szybsza bardziej efektywna akumulacje ABA, natomiast u formy
introgresywnej LDT duza zdolno$¢ regeneracji membran w okresie recovery po suszy.
Zarowno genotypy HDT i LDT form introgresywnych charakteryzowaly si¢ podobnym
poziomem intensywnosci transpiracji oraz przewodnosci szparkowej pomimo réznic w
wielkosci i ggstosci aparatow szparkowych

- podezas suszy stwierdzono obnizenie aktywnosci pFBA u obu form introgresywnych, jednak
w przypadku formy HDT redukcja ta nastapita we wczesniejszej fazie stresu, co mogto byé
czesciowo zwigzane z szybsza aktywacjag ABA

- adaptacja cyklu Calvina do ograniczonej z powodu przymkniecia aparatéw szparkowych
dostgpnosci CO, byta w wigkszym stopniu widoczna u formy introgresywnej HDT i wyrazata
si¢ poprzez stabilny poziom akumulacji pFBA w trakcie stresu, w odniesieniu do warunkéw
kontrolnych oraz bardziej dynamiczna redukcja aktywnosci pFBA pod wplywem
narastajacego deficytu wodnego.

- u formy introgresywnej HDT zaobserwowano wzrost aktywno$ci CAT oraz APX w trakcie
stresu, co mogto przyczyni¢ si¢ do utrzymania stabilnego poziomu nadtlenku wodoru w tych
warunkach. Forma HDT cechowala si¢ zatem lepsza adaptacja enzymatycznego systemu
antyoksydacyjnego do warunkéw deficytu wodnego

- wyzszy poziom akumulacji TAG w warunkach kontrolnych u formy introgresywnej HDT
byl zwigzany z wyzszym poziomem asymilacji CO,, i wyzsza aktywnoscia procesu

fotosyntezy, natomiast u formy HDT, obserwowano stabilny poziom TAG.

Przedstawiona praca doktorska Pani mgr Katarzyny Lechowicz wnosi nowe elementy
poznawcze wzbogacajace wiedze w zakresie fizjologicznych, biochemicznych i aspektéw odpornosci
roslin na dziatanie stresu suszy. Przedstawione publikacje sa przyktadem zamknietego cyklu
badawczego od hipotezy i koncepcji badan, staranny dobér materiatu roélinnego i wiasciwych metod

az do przedyskutowania wynikoéw wiasnych i ich konfrontacji z pogladami innych autoréw. Na



podkreslenie zastuguje stwierdzenie Autorki o koniecznosci dalszych badan szczeg6lnie w zakresie
komunikacji sygnatowej w ukladzie gleba-korzen-lis¢-atmosfera.

Przestana do oceny dokumentacja pracy doktorskiej pani mgr Katarzyny Lechowicz zostata
pod wzgledem edytorskim poprawnie i starannie opracowana, a pod wzgledem formalnym i
merytorycznym spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Tak jak wczesniej wspomniatem
integralng cze$cia rozprawy sa 2 prace oryginalne opublikowane w bardzo dobrych czasopismach
naukowych. Jezyk czgsci opisowej manuskryptu oceniam jako poprawny i nie budzacy zastrzezen.

Mam drobna uwage dotyczaca stosowanej przez Autorke nomenklatury odnoszgcej sie do
stanu uwodnienia opartego o metody wagowe tj. oznaczania §wiezej (Fm), suchej masy (Dm) i masy
w stanie catkowitej turgorescencji (Tm). Wg klasycznej definicji WC (water content) jest réznica
pomiedzy swieza a suchg masa, a jednostka sa gramy H>O. Natomiast RWC (relative water content)
Jjest stosunkiem réznicy pomiedzy $wiezg a suchg masg (licznik), a w mianowniku $wieza masa. To co
Autorka przyjmuje za RWC to tak naprawde jest RT (relative turgidity). Licznik RT jest identyczny
jak w przypadku RWC natomiast w mianowniku zamiast swiezej masy (Fm) jest masa w stanie
petnego turgoru (Tm). Metode oznaczania RT opracowat P. E. Weatherley w latach piecdziesiatych
XX wieku. RT jest wskaznikiem fizjologicznie bardziej obiektywnym niz RWC, gdyz informuje o

potencjalnych mozliwosciach tkanki do wysycenia woda.

Na podstawie zalgczonej do manuskryptu dokumentacji mozna stwierdzi¢, ze znaczacy
dorobek ukazuje panig mgr Katarzyne Lechowicz jako zaangazowanego, zdolnego i samodzielnego
pracownika naukowego o jasno skrystalizowanych zainteresowaniach. W Jej dotychczasowym
dorobku znajdujemy oryginalne prace poznawcze, a dostgpny warsztat badawczy pozwala na
prowadzenie badan na wysokim poziomie, ktéry nie odbiega od standardéw miedzynarodowych.
Sprzyjajaca okolicznoscia dla dalszego rozwoju kariery naukowej sa kontakty nawigzane z
zagranicznymi osrodkami badawczyrrﬁ, co pozwala na powigzanie tematyki badan wiasnych z
aktualnymi trendami $wiatowymi. Konczac recenzje, chciatbym dodaé, ze pania mgr Katarzyne
Lechowicz mialem okazje spotkac kilkukrotnie, gdyz uczestniczyla w organizowanych przez moj
Instytut konferencjach naukowych zatytutowanych ,,Plant functioning under environmental stress”, a
w roku 2018 byta laureatka (2 miejsce w kategorii poster) w konkursie dla mtodych naukowcéw na |

najlepsza prezentacj¢ wynikow badan.

Ze wzgledu na zaangazowanie Autorki oraz znaczenie uzyskanych wynikéw dla nauki
zwracam si¢ z prosba o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia pracy doktorskiej pani mgr Katarzyny

Lechowicz przez Rad¢ Naukowg Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu.

Podsumowujac ocene stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny Lechowicz

spelnia wymagania okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
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naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr. 65 poz. 595) z pézniejszymi
zmianami, stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w

Poznaniu o dopuszczenie pani mgr Katarzyny Lechowicz do nastgpnych etapéw publicznej obrony.
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