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Instytut Genetyki Ro$lin PAN

Recenzja pracy doktorskiej mgr Julii Stachurskiej pt.:
”Proces rozhartowania rzepaku — podtoze fizjologiczno-biochemiczne i konsekwencje dla

mrozoodpornosci roslin”

Ocena formalna

Przedlozona do oceny praca doktorska mgr Julii Stachurskiej zostata wykonana w Zaktadzie
Biologii Rozwoju Instytutu Fizjologii Roslin im. Franciszka Gorskiego PAN w Krakowie, pod
kierunkiem prof. dr hab. inz. Anny Janeczko (promotor), oraz dr Magdaleny Ry$ (promotor
pomocniczy). Badania przedstawione w rozprawie sfinansowano w ramach projektu Opus
pt.:’Fizjologiczne podioze zaburzen mrozoodpornosci rzepaku ozimego w wyniku procesow
deaklimacyjnych — rola brasinosteroidow” (UMO-2019/35/B/NZ9/02868) finansowanego

przez Narodowego Centrum Nauki.

Uzasadnienie wyboru tematyki badawczej

Niniejsza praca doktorska dotyczy kompleksowej analizy procesu rozhartowania u rzepaku
(Brassica napus). Badano wplyw rozhartowania na wydajnos$¢ procesu fotosyntezy, strukture
bton biologicznych, akumulacj¢ biatek szoku cieplnego (ang. Heat Shock Proteins - HSP) oraz
gospodarke hormonalna, ze szczegdlnym uwzglednieniem brasinosteroidow i ich potencjalnej
roli jako substancji mogacych zwiekszac¢ tolerancje roslin na niskie temperatury. Druga czes¢
badan poswiecono opracowaniu nieinwazyjnych metod wczesnego wykrywania spadku

mrozoodpornosci, ktore moglyby by¢ wykorzystywane w warunkach polowych.

Zespot kierowany przez prof. Ann¢ Janeczko od wielu lat prowadzi badania nad identyfikacja
oraz okresleniem funkcji hormondéw steroidowych u ro$lin, migdzy innymi na jeczmieniu,

pszenicy zwyczajnej oraz rzepaku. Wykazano, ze brasinosteroidy biorg udzial w regulacji



wzrostu i rozwoju ro$lin, ale rowniez w odpowiedzi roslin na stresy abiotyczne, w tym na niska

temperature, migdzy innymi pelnigc funkcje regulatorowa w szlakach transdukceji sygnatu.

Zjawisko rozhartowania czyli spadku mrozoodpornosci spowodowane gwattownym wzrostem
temperatur w okresie zimowym badz wczesng wiosng jest coraz czegsciej obserwowane, ze
wzgledu na postepujace ocieplenie klimatu. Jest ono wysoce niekorzystne dla roslin, gdyz staja
si¢ one bardziej podatne na uszkodzenia podczas kolejnych spadkéw temperatury ponizej zera.
Wiaze si¢ to z obnizeniem plonowania i ze stratami ekonomicznymi. Dodatkowo, wzrosty
temperatur mogg zaburza¢ wernalizacj¢ odmian ozimych gatunkéw uprawnych, ktory jest
niezbedna do zaindukowania ich rozwoju generatywnego. W przeciwienstwie do hartowania
ro§lin w chlodzie, proces rozhartowania nie zostal jak dotad szczegdélowo poznany, stad

obserwowane w ostatnich latach zainteresowanie tg tematyka badawcza.

Mgr Julia Stachurska badata proces rozhartowania u odmian ozimych rzepaku (Brassica
napus), ktore dominuja w uprawach na terenie Polski ze wzgledu na ich wyzsze plonowanie w
poréwnaniu z odmianami jarymi. Wedlug danych Gléwnego Urzedu Statystycznego areal
upraw rzepaku w Polsce w 2024 roku wynosit okoto 1,0 ml ha, a uzyskane plony si¢gaty 3,4
milionéw ton. Zapewnia to Polsce trzecie miejsce wsrdd najwiekszych producentéw rzepaku
wsrdd krajow europejskich. Z rzepaku pozyskiwany jest wysokiej jakoSci olej, bogaty w
nienasycone kwasy tluszczowe omega-3 i omega-6 oraz antyoksydanty. Jest on rowniez

doskonatym zZrédtem biatka.

Struktura pracy

Prace¢ doktorska mgr Julii Stachurskiej stanowi cykl szeSciu spdjnych tematycznie publikacji
naukowych opublikowanych w latach 2020-2024. Cztery z nich to artykuly oryginalne,
napisane w jezyku angielskim. Dwie pozostale to prace przegladowe zawierajace
charakterystyke fizjologicznych i biochemicznych proceséw zachodzacych podczas hartowania
roslin w chtodzie oraz zjawiska rozhartowania, jedna opublikowana w jezyku polskim w
czasopiSmie Kosmos a druga w angielskim w czasopismie Agronomy. Nalezy podkresli¢, iz
wszystkie prace anglojezyczne zostaty opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie
Journal Citation Reports (JCR). Artykuly przegladowe stanowia bardzo dobre wprowadzenie
w tematyke badawcza podjeta przez Doktorantke. Jednakze w mojej ocenie, wlaczenie do cyklu
publikacji artykutlu anglojezycznego, ktory jest obszerniejszy i zawiera bardziej kompleksowe

omoOwienie tematu zamiast obu z nich, byloby wystarczajace.



Opracowanie (autoreferat) zawiera nast¢pujace rozdzialty: (1) wykaz artykutow naukowych
wchodzacych w sktad cyklu publikacji, (2) wprowadzenie, (3) cele pracy, (4) materiat roslinny
oraz schematy eksperymentéw, (5) metody badawcze, (6) podsumowanie najwazniejszych
wynikow, (7) wnioski, (8) spis literatury, (9) streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku
polskim oraz angielskim oraz (10) zalaczniki. Jako zatgczniki Doktorantka umiescita
o$wiadczenie promotora, o§wiadczenie autora pracy, wydruki publikacji, oraz o§wiadczenia
wspotautorow poszczegdlnych publikacji oraz o$wiadczenie Doktoranta dotyczace ich

indywidualnego udziatu w badaniach.

Laczna warto$¢ wspotczynnika oddziatywania (ang. impact factor — IF), zgodnie z rokiem 2023
wynosi 22,5 a liczba punktow MNiSW — 570 i1 §wiadczy o wysokim poziomie naukowym
prezentowanych badan. Nalezy podkresli¢, ze w pigciu publikacjach mgr Julia Stachurska jest
pierwszym autorem, a dodatkowo w publikacji nr 2 i 4 autorem korespondencyjnym, co

wyrdznia j3 na tym tle, gdyz zwyczajowo to promotor petni te role.

Na podstawie analizy o$wiadczen Doktorantki oraz wspotautorow stwierdzam, iz jej
indywidualny wktad w powstanie wyzej wymienionych prac byt znaczacy i tym samym zostat
spetniony wymog formalny stawiany rozprawom doktorskim. Doktorantka brata udziat w
wigkszosci prac eksperymentalnych, ktoére obejmowaly: przeprowadzeniu doswiadczen,
zbiorze prob do analiz, wykonaniu pomiaré6w parametrow fizjologicznych oraz analiz
molekularnych. Ponadto, wykonata analizy statystyczne oraz uczestniczyta w przygotowaniu

wszystkich manuskryptéw oraz ich poprawie zgodnie z uwagami recenzentow.

Autoreferat zostat przygotowany starannie. Przebieg eksperymentdéw oraz duza czes¢ wynikoéw
zostala przedstawiona w formie graficznej, a wykaz zastosowanych metod badawczych
Doktorantka umiescita w tabeli, co bylo duzym ulatwieniem dla czytajacego. Z obowigzku
recenzenta musz¢ zwroci¢é uwage na brak wykazu stosowanych skrétow, ktory w moim

odczuciu bylby bardzo przydatny oraz nieliczne bledy dotyczace stosowanej nomenklatury.

Podsumowujac stwierdzam, iz pomimo nielicznych uchybien dysertacja zostala przygotowana

poprawnie, w sposob zgodny z wymogami formalnymi stawianymi pracom doktorskim.



Merytoryczna ocena pracy doktorskiej

W przedlozonym opracowaniu mgr Julia Stachurska zawarta cztery gtowne cele pracy, ktore
zostaly sformutowane poprawnie, brak natomiast hipotez badawczych. Zastosowata szereg
metod badawczych, ktore zostaly dobrane wtasciwie. Mam natomiast zastrzezenia odnosnie
wnioskow, poniewaz w mojej ocenie konkluzje zamieszczone w rozdziale nr 6 nie dotycza
przeprowadzonych przez Doktorantke¢ badan. Prosze zatem o sformutowanie wnioskow

koncowych, z uwzglednieniem procesu rozhartowania.

Punktem wyj$cia w badaniach nad procesem rozhartowania byto scharakteryzowanie poziomu
mrozoodpornosci u dziesigciu odmian rzepaku: 9 ozimych i jedne;j jarej. Doktorantka wykazata,
ze, odmiany r6znity si¢ tzw. mrozoodpornoscig bazowa, ktora zgodnie z przewidywaniami byta
wyzsza u odmian ozimych w porownaniu z odmiang jara, oraz ze wszystkie posiadaty zdolnos¢
hartowania w chiodzie. Rozhartowanie roslin spowodowato obnizenie mrozoodpornosci u
wszystkich odmian, jednakze jej poziom pozostal wyzszy w poroOwnaniu z ro$linami
nichartowanymi. Mozna zatem stwierdzi¢, ze w zalezno$ci od odmiany proces rozhartowania
przebiegal wolniej badz szybciej i nie byt on bezposrednio skorelowany z mrozoodpornos$cia
bazowa. Utrzymywanie si¢ podwyzszonego poziomu mrozoodporno$ci po rozhartowaniu w
poréwnaniu do roslin niehartowanych Doktorantka nazywa tolerancja na rozhartowanie.
Zjawisko to obserwowane jest rowniez u innych gatunkow, np. traw pastewnych. W tym
miejscu, mam pytanie czy Doktorantka mierzyta mrozoodporno$¢ odmian rzepaku po ich
umieszczeniu w warunkach rozhartowujacych na okres czasu dhuzszy niz siedem dni i jak
wtedy ksztattowata si¢ mrozoodpornos$¢ roslin. Ponadto, czy Doktorantka badata wplyw
dhugosci dnia na proces rozhartowania. Ciekawym zagadnieniem w kontek$cie odpornosci
ro§lin na mroz jest proces ponownego hartowania ros$lin w chlodzie (rehartowania) i

zwigzanego z tym zjawiska pamigci stresowej.

Nastepnie Doktorantka wykonata szereg analiz, ktére mialy na celu identyfikacje¢ zmian
indukowanych w roslinach podczas rozhartowania u czterech odmian rzepaku: odmiany jarej
oraz trzech odmian ozimych oraz dwoch o wyzszym poziomie mrozoodpornosci oraz jedna o

poziomie odpornosci zblizonym do odmiany jare;.

W duzym stopniu, proces rozhartowania prowadzil do przywrocenia stanu fizjologiczno-
biochemicznego, jaki obserwowany byt u roslin niehartowanych, tj. akumulacji hormonéw

zwigzanych ze wzrostem i rozwojem, obnizenie poziomu tzw. hormonéw stresowych oraz



poziomu biatek szoku cieplnego (ang. heat shock proteins — HSP), czy obnizenie ptynnosci

bton komoérkowych.

Oryginalnym aspektem poruszonym w pracy przez mgr Juli¢ Stachurskg jest udziat hormonow
brasinosteroidowych w odpowiedzi rzepaku na niska temperatur¢. U badanych odmian
Doktorantka zidentyfikowala 6 zwigzkow, ktore sklasyfikowata jako brasinosteroidy. Na
podstawie profilowania ich akumulacji Doktorantka wykazata, ze poziom brasinosteroidow byt
skorelowany z wyzszym poziomem mrozoodpornosci, zarowno podczas hartowania, jak 1 w
warunkach rozhartowujacych. Jednoczesnie, podczas hartowania Doktorantka obserwowata
obnizony poziom transkryptu oraz bialka genu BRI1 kodujacego btonowy receptor dla
brasinosteroidow u wszystkich badanych odmian. Natomiast w warunkach rozhartowujacych
obserwowano wzrost akumulacji transkryptu u odmiany jarej oraz stosunkowo mato odpornej
odmiany ozimej, podczas gdy u odmian bardziej mrozoodpornych pozostawat on na obnizonym
poziomie. Obnizony poziom transkryptu BRI1 w niskiej temperaturze byl skorelowany z
wydajnoscig fotosystemu PSII, co moglo by¢ zwigzane z zahamowaniem wzrostu. Podczas
rozhartowania obnizeniu ulegla rowniez akumulacja transkryptu SERK1, rowniez podlegajacy
ekspresji zaleznej od brasinosteroidow. Dalsze badania, pozwolity na wykazanie ochronnej roli
24-epibrasinolidu przeciw uszkodzeniom mrozowym u niektérych z badanych odmian, ktéra

jednakze, byla zalezna od oraz intensywnosci stresu. Do tej czesci wynikéw mam kilka pytan:

1. Jaka jest funkcja receptora BRI1 u rzepaku.

2. Prosze o krotkie przedstawienie szlakow regulatorowych zaleznych od
brasinosteroidow.

3. Czy brasinosteroidy biorg udziat w procesie wernalizacji odmian ozimych.

4. Proszg o krotkie przedstawienie mechanizmu dziatania preparatu Asahi SL.

5. Prosz¢ o wskazanie najistotniejszych procesow zwigzanych z tolerancjg na

rozhartowanie u rzepaku.

Dalsza cz¢$¢ pracy dotyczyla zastosowania nieinwazyjnych metod pomiarowych do
wykrywania stanu rozhartowania roslin. Za nieznane dotad metody Doktoranta wskazuje
pomiar opdznionej fluorescencji chlorofilu (DF), pomiar odbiciowo$ci modulowanej (MR820)
oraz pomiar wlasnosci spektralnych lisci. Zastosowanie ich na prowadzi¢ na duzych obszarach
rolnych pozwoliloby na zastosowanie $rodkow zaradczych w momencie wystapienia

przymrozkow 1 minimalizowanie strat.



Za najwazniejsze osiggnig¢cia przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej stanowigce
zarazem oryginalne rozwigzanie problemu uwazam: (1) identyfikacj¢ receptora BRII, (2)
wykazanie udzialu hormondw brasinosteroidowych w procesie hartowania i rozhartowania (3)
identyfikacj¢ kwasu indolilo-3-karboksylowego (I3CA), (5) opracowanie nowych

nieinwazyjnych metod do monitorowania stanu rozhartowania roslin.

Whiosek koncowy

Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorska mgr Julii Stachurskiej oceniam pozytywnie.
Na podkreslenie zastuguje wieloaspektowa analiza zjawiska rozhartowania u rzepaku 0zimego
przeprowadzona przez Doktorantke, wlasciwy wybdr materialu badawczego, wskazanie
udzialu brasinosteroidow w tym procesie oraz potencjalne zastosowanie aplikacyjne

uzyskanych wynikow.

Podsumowujac stwierdzam, ze pod wzgledem formalnym i merytorycznym oceniana
dysertacja mgr Julii Stachurskiej spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone
na podstawie art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2021 r., poz. 478. W szczegdlnosci
stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje ogdlna wiedze
teoretyczng Pani mgr Julii Stachurskiej z zakresu nauk biologicznych oraz Jej umiejgtnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Instytutu
Fizjologii Roslin im. Franciszka Gorskiego PAN w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Julii
Stachurskiej do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk

rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.
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