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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Julii Stachurskiej
pt. ,Proces rozhartowania rzepaku - podtoze fizjologiczno-biochemiczne
i konsekwencje dla mrozoodpornosci roslin”

Informacje o Kandydatce

Pani Julia Stachurska jest absolwentka kierunku biologia Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego, tytut magistra uzyskata w 2020 roku. W tym samym roku
podjeta studia doktoranckie w Instytucie Fizjologii Roslin im. Franciszka Godrskiego
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie w ramach Szkoty Doktorskiej Nauk Przyrodniczych i
Rolniczych.

Ocena formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zrealizowana zostata w Instytucie
Fizjologii Roslin im. F. Gorskiego PAN pod opieka merytoryczng promotora prof. dr hab.
inz. Anny Janeczko i promotora pomocniczego dr Magdaleny Rys. Stanowi ona czesc
szerszej tematyki badawczej zespotu kierowanego przez Promotora pracy, dotyczacej
mechanizmoéow warunkujacych tolerancje roslin uprawnych na stresy abiotyczne, w tym
szczegolnie roli regulatoréow steroidowych w reakcji roslin na niekorzystne zmiany
temperatury.

Rozprawa przygotowana =zostata jako zbidér szesSciu spdjnych tematycznie
wieloautorskich prac naukowych opublikowanych w latach 2022-2024. Cztery z nich,
prezentujgce oryginalne wyniki badan, zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR
o facznym IF réwnym 19,2 (Sredni IF publikacji=4,8) i sumarycznej liczbie punktéw
MNiSW wynoszacej 450. Dwie pozostate wchodzace w sktad cyklu pozycje, stanowigce
prace przegladowe (z tego jedna jest artykutem polskojezycznym), sa cennym
wzbogaceniem catego zbioru (parametry taczne to IF=22,5i 570 pkt).

Przedstawiony cykl publikacji poprzedzony zostat syntetycznym  opisem
najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki. Sktadajg sie na niego rozdziaty Wprowadzenie,
Cele pracy, Materiat roslinny oraz schematy eksperymentéw, Metody badawcze,
Podsumowanie najwazniejszych wynikdw, Wnioski i Spis literatury. Zamieszczono takze
streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim i angielskim. Do kazdej publikacji
dotaczono os$wiadczenia wszystkich wspotautorow o ich udziale w powstanie pracy.
Ponadto, co istotne, zamieszczony zostat opis wkiadu autorskiego Doktorantki w
tworzenie kazdej publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej.



Podsumowujac, przedstawiony zbiér prac spetnia formalne kryteria stawiane
rozprawom doktorskim.

W przypadku zbioru prac wieloautorskich wazne jest, z punktu widzenia oceny
formalnej, okreslenie istotnego indywidualnego wktadu Doktorantki w ich przygotowanie.
Z zamieszczonych opisow zadan wykonanych w ramach poszczegoélnych prac
eksperymentalnych jasno wynika, ze Doktorantka zaangazowana byla w wiekszos¢
analiz. Doktorantka samodzielnie zakfadata doswiadczenia, zajmowata sie uprawa roslin,
przygotowywata materiat roslinny do réznorodnych analiz, wykonywata testy mrozowe.
Prowadzita pomiary fluorescencji chlorofilu, wtasnosci spektralnych lisci i
konduktometryczne. Byta odpowiedzialna za analizy biochemiczne oraz molekularne
(m.in. pomiary akumulacji biatek i poziomu transkryptow), wykonujac je samodzielnie
lub pod odpowiednim nadzorem. Jej udziat polegat takze na wspdtpracy z pozostatymi
autorami. Poza tym brata udziat w przygotowaniu kazdego manuskryptu. Zajmowata sie
przede wszystkim przegladem literatury, opracowaniem statycznym wynikéw, ich opisem
i interpretacja, wizualizacja, sporzadzeniem tabel i rycin oraz wspdtuczestniczyta w
powstaniu wersji koncowych. W przypadku artykutow przegladowych na barkach
Doktorantki spoczywato przygotowanie catosci manuskryptu pod kierunkiem promotora.

Warto podkresli¢, ze Doktorantka jest pierwszym autorem w pieciu z szesciu prac
cyklu oraz dodatkowo autorem korespondencyjnym w dwoch z nich. Informacje
powyzsze potwierdzajg, ze mgr Pani Julia Stachurska jest wiodgacym autorem wszystkich
prac. W mojej ocenie indywidulany wktad Doktorantki bez watpienia w istotny sposéb
przyczynit sie do powstania cyklu stanowigcego rozprawe doktorska.

Nie mozna w tym miejscu poming¢ waznej roli pozostatych wspdtautorow publikacji, a
w szczegolnosci promotora prof. dr hab. inz. Anny Janeczko i promotora pomocniczego
dr Magdaleny Rys$, dzieki ktérym Doktorantka miata sposobnos¢ rozwijac¢ sie naukowo,
doskonali¢ swdéj warsztat badawczy oraz nawigza¢ wspotprace z innymi naukowcami i
o$rodkami badawczymi. Realizacja rozprawy doktorskiej byta bowiem mozliwa dzieki
zdobyciu przez promotora finansowania w postaci projektu badawczego NCN OPUS nr
2019/35/B/NZ9/02868, w ktorym Pani Julia Stachurska petnita funkcje wykonawcy jako
doktorant-stypendysta.

Ocena merytoryczna, metodologiczna i ocena dorobku

Hartowanie (czyli aklimacja do niskiej temperatury) i wernalizacja stanowig dwie
gtowne nabyte w toku ewolucji reakcje adaptacyjne roslin, zapewniajace im przetrwanie
okresu zimy w klimacie umiarkowanym. Obserwowane zmiany klimatyczne, objawiajace
sie globalnym ociepleniem i tagodniejszg temperaturg w porze zimowej, mogq ostabiac
mrozoodpornos$¢ roslin i pogarsza¢ ich przetrwanie. Jest to zwigzane z procesem
rozhartowania (czyli deaklimacji) roslin, indukowanym przez pojawiajace sie zimag
okresowe wzrosty temperatury. Regulacja procesu rozhartowania nie jest zwigzana
wyltacznie z tolerancjg na mroz, ale takze z zakonczeniem okresu spoczynku i przejsciem
w faze wzrostu i rozwoju. Rozhartowanie nie jest wprost odwréceniem hartowania, ale
stanowi unikalny proces fizjologiczny uwarunkowany genetycznie. Badania prowadzone
na ozimych odmianach zbdz potwierdzity, ze jego podtoze genetyczne rézni sie od tego,
ktore jest charakterystyczne dla hartowania. Kompleksowe analizy epigenetyczne
ujawnity zalezne od rozhartowania zmiany w metylacji DNA, a takze modyfikacje
histonéw, ktéore moga prowadzi¢ do przebudowy nukleosomu i przeprogramowania
transkryptomu. Pomimo znacznego postepu w  zrozumieniu mechanizméw
odpowiedzianych za rozhartowanie, molekularne podstawy tego procesu nadal w duzej
mierze pozostajgq nieznane.



Badania prowadzone przez Doktorantke skupity sie na charakterystyce wybranych
wiasciwosci  biochemicznych i proceséw fizjologicznych indukowanych podczas
rozhartowania i poréwnaniu ich u réznych, zwtaszcza ozimych, odmian rzepaku. Rzepak
jest jedng z najwazniejszych roslin uprawnych w Polsce, gtownie ze wzgledu na
pozyskiwany z nasion wysokiej jakosci olej jadalny, wykorzystywany nie tylko dla celéw
konsumpcyjnych, ale takze energetycznych i przemystowych. Rzepak stanowi takze
rosline miododajng i pastewng, o duzym znaczeniu w pszczelarstwie i hodowli zwierzat.
Zatem podjeta przez doktorantke tematyka, dotyczaca wyjasnienia podfoza zmian
indukowanych okresowym wzrostem temperatury podczas zimy (czyli zwigzanych z
globalnym ociepleniem), zachodzacych u waznej z gospodarczego punktu widzenia
rosliny uzytkowej, jest aktualna, a przeprowadzone badania majg potencjat aplikacyjny.

Gtéwne cele rozprawy zostaty sformutowane w jasny, cho¢ dos¢ ogodlny sposéb. W
mojej ocenie w rozdziale tym powinny znalez¢ sie niektdére fragmenty Wprowadzenia,
bezposrednio odnoszace sie do celdw szczegdtowych, wskazanych w poszczegdlnych
publikacjach i wzbogaci¢ go o stawiane hipotezy badawcze. Dotyczy to np.
charakterystyki mrozoodpornosci i wskazania odmian lepiej przystosowanych do
temperatury indukujgcej proces rozhartowania (zamiast szukania odpowiedzi na pytanie,
czy odmiany rdznig sie tolerancjg na rozhartowanie).

Z celem koresponduje Wprowadzenie do tematyki pracy. Doktorantka przedstawita w
nim aktualny stan wiedzy na temat zmian zachodzacych w roslinach (Arabidopsis i
rzepaku) podczas procesu rozhartowania na tle obserwowanego w ostatnich latach
ocieplenia klimatu oraz wskazata mozliwosci oceny stopnia rozhartowania roslin i
powigzane z nimi sposoby podnoszenia mrozoodpornosci. Wprowadzenie powinno
stanowi¢ tto do podjetych badan, nie rozumiem zatem, dlaczego wplecione zostaty w
niego odniesienia do celéw/wynikéw rozprawy doktorskiej, skoro opisowi tych aspektéw
stuza kolejne rozdziaty.

Uzyty materiat roslinny oraz schematy eksperymentow opisane zostaty jasno i
szczegodtowo, chociaz Doktorantka nie ustrzegta sie przed drobnymi niescisto$ciami (np.
wskazata 5 odmian jako dostepnych w rejestrze COBORU, a wymienita 6; wg mnie opis
schematu pierwszego doswiadczenia nie pokrywa sie z rysunkiem pod wzgledem liczby
dni w kolejnych etapach wzrostu i pomiaréw). Przy okazji przegladania opisu metod
badawczych nasuneto mi sie pytanie, czy uzyte Western blotting i immunoblotting to
dwie réozne metody?

Podsumowanie najwazniejszych wynikow jest obszernym opisem odnoszacym sie do
danych opublikowanych w czterech pracach eksperymentalnych cyklu. Tu pozwole sobie
na mata dygresje. Z punktu widzenia recenzenta, znacznym ufatwieniem w analizie
prezentowanych wynikéw bytoby wyodrebnienie odmiany jarej od pozostatych ozimych
odmian rzepaku na zbiorczych wykresach/rysunkach.

Doktorantka konsekwentnie, zgodnie ze sformutowanymi celami rozprawy, omawia
poszczegolne etapy doswiadczen i uzyskane wyniki. Pozwolity one na:

I) Scharakteryzowanie procesu rozhartowania rzepaku na poziomie biochemicznym,
fizjologicznym, a takze molekularnym. Wykazano, ze hartowanie:
1. obniza mrozoodpornos¢ wszystkich odmian rzepaku
2. moze powodowac zmiany poziomu brasinosteroidéw, w tym obnizenie zawartosci
(zidentyfikowano 6 zwigzkdow z tej grupy u rzepaku); wyzsza zawarto$¢ BR byta
charakterystyczna dla odmian o wiekszej mrozoodpornosci



3. utrzymuje niski poziom ekspresji genu BRI1 kodujacego btonowy receptor
brasinosteroidow u odmian o wyzszej mrozoodpornosci
4. wptywa na proces fotosyntezy, szczegdlnie na parametry fazy Swietlnej; zwieksza
wydajnos¢ fotosystemu 11
(Stachurska et al. 2022. International Journal of Molecular Sciences 23, 5224. IF=4,9;
140 pkt)

5. moduluje podstawowg réwnowage hormonalng; zwieksza zawarto$¢ hormonow
odpowiedzialnych za wzrost i rozwdj roslin (giberelin i cytokinin, a takze pochodnej
auksyny - kwasu indolilo-3-karboksylowego) i istotnie obniza poziom kwasu
abscysynowego (a takze wpltywa na zawartos¢ kwasu jasmonowgo i jego
prekursora OPDA); wskazano poziom ABA lub stosunek giberelin do ABA jako
parametr do monitorowania procesu rozhartowania u rzepaku

6. powoduje w wiekszosci przypadkdéw spadek poziomu biatek szoku cieplnego HSP70
i HSP90

(Stachurska et al. 2023. Agriculture 13, 641. IF=3,3; 100 pkt)

7. zmienia witasciwosci fizyko-chemiczne bton chloroplastowych; zmniejsza ich
ptynnos¢ i obniza stosunek nienasyconych kwasow ttuszczowych 18:3/18:2 w
wyizolowanych frakcjach fosfolipidéw i galaktolipidéw

8. zmniejsza poziom tokoferoli w chloroplastach, co moze ostabia¢ strukture btony

9. zwieksza zawartosci beta-karotenu w btonach chloroplastowych u niektérych
odmian ozimych

(Rys at el. 2024. Plant Physiology and Biochemistry 214, 108961. IF=6,1,; 70 pkt)

10. powoduje wzrost akumulacji biatka receptorowego BRI1
11.odwraca wywotane przez hartowanie zmiany w ekspresji genow zwigzanych ze
szlakiem BR; powoduje obnizenie poziomu indukowanego przez BR COR14 i wzrost
poziomu uczestniczacego w sygnalizacji BR SERK1
(Stachurska et al. 2024. International Journal of Molecular Sciences 25, 6010. IF=4,9;
140 pkt)

II) Wskazanie nowych nieinwazyjnych metod i parametréow uzytecznych w identyfikacji
stanu rozhartowania roslin. W wyniku przeprowadzonych analiz zaliczono do nich:

1. pomiary opdznionej fluorescencji chlorofilu (DF) i parametr I1

2. pomiary odbiciowo$ci modulowanej (MR820) i parametr MRmax

(Stachurska et al. 2022)

3. pomiary wtasnosci spektralnych lisci i parametry refleksji np. ARI
4. wstepnie takze pomiary wartosci netto fotosyntezy (Pn)
(Stachurska et al. 2024)

III) Potwierdzenie mozliwosci polepszenia (przynajmniej w pewnym zakresie)
mrozoodpornosci rzepaku po rozhartowaniu poprzez aplikowanie regulatorow
steroidowych, w tym naturalnych brasinosteroidéw i ich analogéw

(Stachurska et al. 2024)

Opisane najwazniejsze osiggniecia zaprezentowano na zbiorczym schemacie,
wskazujgc zmiany zachodzace w wyniku indukcji procesu hartowania, a nastepnie
rozhartowania rzepaku i zestawiajac je z wynikami wczeéniejszych prac w tym obszarze
badawczym. Jest to doskonate podsumowanie, ktére jednoczesnie, w Swietle



przytoczonych przez Doktorantke faktéw, ukazuje zasadnos$¢ badan podjetych w ramach
rozprawy doktorskiej.

Wszystkie prace eksperymentalne skifadajace sie na rozprawe doktorska prezentuja
bardzo dobry poziom naukowy, tworza logiczng catosé¢, a uzyskane wyniki sg
wartosciowe i w znacznym stopniu wzbogacajg dotychczasowg wiedze na temat
mechanizméw procesu rozhartowania roslin i jego konsekwencji, a takze dostarczajg
istotnych informacji odnosnie praktycznych mozliwosci monitorowania stanu
rozhartowania. W mojej ocenie, zardéwno obiekt badawczy jak i wykorzystane w
rozprawie metody dobrane zostaty witasciwie. Szeroki zakres badan sktadajacych sie na
rozprawe wymagat od Doktorantki poznania i opanowania réznorodnych technik
badawczych. Dwa artykulty przegladowe wchodzace w sktad cyklu, dotyczace
charakterystyki procesu rozhartowania, sq doskonatym uzupetnieniem catosci rozprawy.
Swiadcza o dogtebnej znajomosci podjetej tematyki badawczej i bardzo dobrym
merytorycznym przygotowaniu Doktorantki do realizowanych zadan badawczych.

W rozprawie zdecydowanie zabrakio sformutowania, w formie kilku punktéw,
najwartosciowszych wynikow/osiagnie¢ pracy. Rozdziat Wnioski stanowi bardzo ogdlne
podsumowanie, w ktéorym trudno dopatrzec¢ sie naukowych tresci. Warto byto w tym
rozdziale podkresli¢ nowatorski charakter osiggnie¢ pracy, ,pochwali¢ sie”, co nowego
wnoszg uzyskane wyniki do wiedzy w badanej dziedzinie, czego dokonano po raz
pierwszy itp. Zabraklo np. wyraznego wskazania konkretnych odmian rzepaku, o
korzystnych cechach, jako sugerowanych do uprawy w dobie obserwowanych zmian
klimatycznych czy podkreslenia istotnych réznic miedzy oziminami a odmiang jarg. W
zwigzku z tym prosze Doktorantke o sformutowanie i przedstawianie najwazniejszych
wnioskdéw rozprawy podczas publicznej obrony.

Rozwazajac zbidr prac sktadajacych sie na rozprawe jako spdjng cato$é, prosze
Doktorantke o odniesienie sie do kilku kwestii:

1. Jednym z waznych i nowatorskich aspektéow rozprawy sg badania dotyczace zmian
poziomu brasinosteroidow i powigzanie rozhartowania ze szlakiem sygnatowym tej grupy
hormondéw roslinnych. Wykazano, ze podczas rozhartowania poziom biatka receptora
BRI1 wyraznie sie zwieksza, podczas gdy ekspresja genu BRI1 utrzymuje sie raczej na
niskim poziomie. W jaki sposéb mozna wyttumaczy¢ obserwowane rozbieznosci?
Kontynuujac te tematyke, dlaczego ograniczono sie do analizy samego receptora i nie
uwzgledniono w badaniach koreceptora BAK1, skoro interakcja miedzy tymi dwoma
biatkami btonowymi jest konieczna do transdukcji sygnatu?

U Arabidopsis oprocz BRI1 zidentyfikowano biatka BRL petnigce funkcje receptoréw BR w
tkankach przewodzacych. Czy dostepne sag informacje na temat ich homologéw u
rzepaku?

Na jakiej podstawie wybrano epibrasinolid i homokastasteron spos$réd naturalnych BR do
badania wplywu regulatorow steroidowych jako czynnikdw wzmacniajacych
mrozoodpornos$¢ podczas rozhartowania?

2. Badania prowadzone w ramach rozprawy wykazaty, ze rozhartowanie istotnie obniza
poziom ABA, ktéry moze stanowi¢ parametr stuzacy do monitorowania tego procesu.
Natomiast Rapacz et al. (2002) zaobserwowali odwrotng zalezno$¢, czyli wzrost poziomu
ABA podczas rozhartowania rzepaku. Co jest przyczyng stwierdzonych rozbieznosci? Czy
w zwigzku z tym mozna poziom ABA uznac jako wskaznik informujacy o rozhartowaniu i



na ile ten parametr jest uniwersalny w badaniach dotyczacych innych gatunkéow roslin,
zwlaszcza uprawnych?

3. Analizy poziomu transkryptéw (BRI1 oraz COR14, SERK1 i SERK2) przeprowadzono w
oparciu o wyniki reakcji gPCR. Warunki amplifikacji nie zostaly opisane w publikacjach,
odwotano sie do dwdch wczesniejszych prac, Jurczyk et al. 2012 i 2021, dotyczacych
innych gatunkow roslin, czyli Festuca pratensis i Lolium perenne, a takze generalnie do
innych gendw (poza COR14). W jaki sposdb optymalizowano warunki reakcji dla gendéw
rzepaku?

Wyniki gPCR w znacznej mierze zalezg od prawidtowo dobranego genu referencyjnego.
Co zdecydowato o tym, ze w badaniach wykorzystano gen kodujacy aktyne? Zazwyczaj
zaleca sie stosowanie wiecej niz jednego genu jako kontroli. Czy testowano inne geny
referencyjne? Warto pamietaé, ze pomimo istotnosci wykazanej testem statystycznym,
nalezy zachowac ostrozno$¢ w interpretacji nieduzych zmian poziomu ekspresji w
odniesieniu do kontroli, zwilaszcza w przypadku stosowania jednego genu
referencyjnego.

Podejmujac dyskusje z Doktorantkg, chciatabym poznac¢ Jej opinie w kwestii, czy
otrzymane w ramach rozprawy wyniki mozna powigza¢ z funkcjonujgacg u roslin
~pamieciq” indukowang stresem (tzw. stress memory, w przypadku chtodu cold stress
memory). Rosliny pomimo braku uktadu nerwowego zdolne sa do monitorowania,
zapamietywania i przewidywania zmian w S$rodowisku na poziomie komoérkowym.
Mechanizmy tejze pamieci obejmujg wywotane stresem zmiany na poziomie
molekularnym, biochemicznym, fizjologicznym i morfologicznym, ktdére utrzymuja sie po
zakonczeniu ekspozycji. Czy analizowane parametry moga funkcjonowac jako elementy
takiej pamieci?

Doktorantka nie ustrzegta sie przed drobnymi niedopatrzeniami i pomytkami, ktére w
zaden sposob nie wptywajg na wysokg ocene merytoryczng rozprawy. Prosze jednak o
wyjasnienie, czym rézni sie RuBisCO od RuBPCO oraz czym jest oksydowana forma
auksyny (wg mojej wiedzy oksydowanie to proces pokrywania powierzchni metali cienkg
warstwa ich tlenkdow).

Whniosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, na
ktdrg sktada sie spdjny tematycznie zbidr szesciu opublikowanych artykutéw naukowych,
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Doktorantka wykazata sie
zarowno umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowej jak i ogdlng wiedzg
teoretyczng w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

Rozprawa spetnia tym samym warunki okreslone w artykule 13 ust. 1 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. 2017 poz. 1789). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Fizjologii Roslin im. Franciszka Gorskiego PAN w Krakowie o dopuszczenie mgr
Julii Stachurskiej do dalszych etapdéw postepowania o nadanie stopnia naukowego
doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.
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