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pt. ,Mechanizmy tolerancji sorga (Sorghum bicolor (L.) Moench) na stres chlodu”
wykonanej w Instytucie Fizjologii Ro$lin im. Franciszka Gérskiego Polskiej Akademii

Nauk w Krakowie, pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. inz. Franciszka Janowiaka

1. Podstawa opracowania recenzji

Podstawg formalng recenzji jest decyzja Rady Naukowej Instytutu Fizjologii Roslin im.
Franciszka Gérskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie z dnia 20 marca 2018 roku o
powolaniu mnie na recenzenta w/w rozprawy doktorskiej. Celem recenzji jest stwierdzenie czy
przedlozona rozprawa doktorska spetnia wymogi okreslone artykulem 13 ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stof)niach i tytule w zakresie

sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789).
2. Informacje o ocenianej rozprawie doktorskiej

Badania w przedstawionej do oceny rozprawie realizowane byly w ramach projektu:
ERANET GAS - Genetyczna Adaptacja Sorga: oparta na genomice hodowla ro$liny
energetycznej nowej generacji dla zréwnowazonego rozwoju Europy / ERANET GAS -
Genetic Adaptation of Sorghum: Genomics-based breeding of a sustainable, next-generation
bioenergy crop for Europe, finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju

(NCBR), Nr. umowy ERA-NET-BIOENERGY/3/2013.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie zwartego opracowania liczgcego
120 stron, ktoére posiada typowy uktad przyjety dla tej formy pra;:. Pierwszy rozdziat to
,Wstep”, ktory zajmuje 13 stron. W rozdziale tym Doktorantka oméwita, w oparciu o dane
literaturowe, mechanizmy oddziatywania abiotycznych czynnikéw stresowych na ro$liny ze
szczegdlnym uwzglednieniem stresu chtodu. W pierwszej czesci rozdzialu opisata w sposob
ogolny efekty oddziatywania tego stresu na rosliny. W kolejnych czgsciach omowita wptyw
chtodu na sprawno$¢ aparatu fotosyntetycznego i funkcjonowanie aparatow szparkowych.

Dalszg czeé¢ tego rozdziatu Doktorantka po§wigcila roli ABA w reagowaniu roslin na czynniki
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stresowe. Tutaj mialabym komentarz. Doktorantka podaje, ze ,,glownym miejscem syntezy
ABA jest korzen skad jako substancja sygnatowa hormon ten jest transportowany w ksylemie
do innych czesci rodliny.” Jako Zrodlo podaje prace Zhang et al. z 1987 roku. Obecnie sg
nowsze dane literaturowe dotyczace tego zagadnienia. W badaniach na A. thaliana, wykazano,
ze takim sygnalem jest peptyd CLE-25, ktory transportowany z korzenia do lisci w nich
indukuje syntez¢ ABA (Gupta A., Rico-Medina A., Cafio-Delgado A. 1. The physiology of plant responses to
drought. Science 2020, 368, 266-269, doi:10.1126/science.aaz7614). Inni autorzy wykazali, ze zrodlem
ABA w korzeniu jest jego transport z lisci (McAdam, S.A.N.; Brodribb T.J.; Ross J.J. Shoot derived
abscisic acid promotes root growth. Plant Cell Environ. 2016, 39, 652-659). Ciekawe bytoby
skonfrontowanie tych doniesien z wynikai .i uzyskanymi przez Doktorantke. Mam tez pytanie,
Doktorantka podaje, ze ABA uczestniczy w ,,regulacji syntezy niektérych sktadnikow Sciany

komorkowej”. Jakie to sg sktadniki oraz jakie majg znaczenie w odpowiedzi rosliny na stres?

W kolejnych czgsciach wstgpu omawiany jest wptyw chlodu na stosunki wodne w
lisciach i korzeniach oraz generowanie stresu oksydacyjnego. W moim odczuciu czg$¢
dotyczgca wptywu chlodu na stosunki wodne jest omowiona mato klarownie. Stres chtodu
prowadzi do zaklocenia stosunkow wodnych w roslinie co skutkuje wystgpieniem deﬁcyfu
wody, ktory jest wtornym stresem. Doktorantka podaje, ze w warunkach stresowych dochodzi
do zmian parametrow gospodarki wodnej. Nie wyjasnia w sposob klarowny jakie to sa
parametry, jak zmieniajg si¢ i jakie sg skutki tych zmian. Dlatego prositabym o wyjas$nienia w
tym zakresie. Nie mogg tez zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem, ze warto$¢ potencjalu wody tkanek
jest wypadkowg strat wody 1 dostepnosci wody w glebie bowiem istotng rol¢ moze tu rowniez
odgrywa¢ akumulacja substancji osmotycznych. W czgsci dotyczqcéj stresu oksydacyjnego
Doktorantka podaje, ze antyoksydanty wptywajg na wzrost roslin poprzez modyfikacj¢ wzrostu
wydluzeniowego. Prositabym o wyjasnienie na czym polega ten wpltyw. Ostatnia cz¢$¢ tego
rozdzialu po§wiecona jest sorgo. Krotko scharakteryzowana zostala systematyka tego gatunku,
jego pochodzenie, wymagania oraz znaczenie jako rosliny uprawnej. Uzasadniony zostal wybo
tego gatunku jako przedmiotu badan. Sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) jako gatunek
odporny na susz¢ glebowa, wydaje si¢ by¢ dobrym kandydatem na roéling uprawng dla
przyszlego rolnictwa w Europie w dobie zmian klimatycznych powodujacych ocieplenie
klimatu. Gléwnym czynnikiem ograniczajagcym wprowadzenie sorga w Europie jest mata
tolerancja tej rosliny na niskie temperatv=, ktére mogg pojawia¢ si¢ w tym rejonie wczesng

wiosng. Informacje zawarte w tym rozdz.ale stanowiag wprowadzenie w tematyke badawczg



przedstawionej do recenzji rozprawy i wskazujg na jej wazno$é. W moim odczuciu zabrakto

jednak uwzglednienia nowszych pozycji literaturowych.

Dalsza cze$é opracowania obejmuje omowienie celu naukowego rozprawy oraz
wazniejszych wynikow i jest podzielona na nastgpujgce rozdzialy: ,,Cel”, ,,Materiat i metody”,
, Wyniki”, ”Dyskusja”, ,,Wnioski”, "Literatura” oraz »7rodta internetowe”. Glownym celem
badafh byla fizjologiczna i fenotypowa charakterystyka reakcji linii rodzicielskich sorga
(Sorghum bicolor (L.) Moench) i ich populacji mapujacych na temperature chtodowg (13/10°C
dzief/noc). Jak podaje Doktorantka, do badaf wybrano linie rodzicielskie i populacje mapujace
wykorzystywane obecnie w tradycyjnej hodowli, molekularnej genetyce i genomice sorga. W
tym celu na podstawic pomiaru istotnych dla wzrostu roélin parametrow fizjologicznych
(wydajno$¢ kwantowej fotosystemu II (PSII), stan aparatéw szparkowych, potencjat
osmotyczny, poziom ABA, catkowita aktywnos$¢ antyoksydacyjna, zazielenienie lici, poziom
uszkodzenia bon komoérkowych, pH soku ksylemu) zbadano zréznicowanie w reagowaniu 1

tolerancji badanych linii na stres chtodu.

W rozdziale ,Material i metody” (obejmujacym 20 stron) opisany zostal materiat
badawczy, ktorym byty siewki sorga (Sorghum bicolor (L.) Moench). Sze$¢ linii rodzicielskich
o roznej tolerancji na chtéd (tolerancyjne M71 i Ji2731, wrazliwe SS79, Keller, Btx623 oraz
linia poérednia Etian) oraz cztery populacje mapujgce (JXE: 176 linii, SXM: 41 linii, SxE: 50
skrajnie roznigcych sig linii - 26 tolerancyine, 24 wrazliwe, SxJ: 49 skrajnie r6znigcych sig¢ linii
- 25 tolerancyjne, 24 wrazliwe). Nasiona do badan zostaly przestane przez Prof. Roda
Snowdona (Uniwersytet w Giessen, Niemcy) koordynatora projektu, w ramach ktorego praca
zostata zrealizowana. W dalszej czesci rozdziatu Doktorantka opisata warunki kietkowania i
wazrostu roélin. Wymienione zostaty przeprowadzone eksperymenty (tabela 1) oraz opisane i
zobrazowane w postaci schematow. Brakuje jednak informacji odno$nie pojemnosci wazonow
uzytych w poszczegolnych do$wiadczeniach. Przedstawiono takze dosy¢ szczegblowy opis
stosowanych metod. W rozdziale tym zamieszczono zdjecia badanych roslin oraz niektoérych
przyrzadéw wykorzystanych do pomiaréw analizowanych parametrow. Analizg statystyczng
uzyskanych wynikéw w poszczeg6lnych doswiadczeniach przeprowadzono za pomoca pakietu

STATICTICA 12 (StatSoft, USA)

Rozdzial ,,Wyniki” zawarty na 49 stronach jest najobszerniejszym rozdzialem
dysertacji. Uzyskane wyniki zaprezentowano w formie dobrze przygotowanych 50 wykresow.
Wkradlo sie tu jednak troche bledéw. W podpisie pod rycing 13 powinno by¢ - szesciu linii

rodzicielskich zamiast - dwoch linii rodzicielskich. Na wykresach 20-25 oraz w ich podpisach
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nalezatoby uwzglednic¢ kolejnos¢ oddziatywania zastosoWanych czynnikow stresowych czyli
susza-chtod zamiast chtod-susza. Na wykresach 26-32 nie zaznaczono, ktora linia pozioma
obrazuje lini¢ Ji723, a ktora lini¢ Etain. W kolejnym rozdziale Doktorantka na 12 stronach
przeprowadzita  dyskusje poszczegolnych wynikéw z uwzglednieniem doniesien

literaturowych w zakresie badan nad reagowaniem ro$lin na stres chtodu.

Rozdziat ,,Wnioski” jest w mojej opinii raczej podsumowaniem uzyskanych wynikow.
Ten wazny rozdzial zawiera az 10 raczej szczegétowych stwierdzen, ktdore mozna by
pogrupowac i uja¢ w postaci bardziej uogélnionych wnioskow adekwatnych do celu i tematu
rozprawy. Moim zdaniem wniosek 10 powinien znajdowac si¢ na poczatku. Natomiast wniosek
1 powinien by¢ polgczony z wnioskiem 3 a wniosek 2 z 4 i 8. Rozdziat ,,Literatura” obejmuje

141 pozycji literaturowymi, w ktérych znalaztam jedynie 10 prac z ostatnich 4 lat.

Calos¢ pracy jest przygotowana starannie, jej uktad jest klarowny a praca napisana jest
jezykiem poprawnym. Autorka nie ustrzegla si¢ jedynie drobnych bledoéw stylistycznych
jednak nie majg one wplywu na ogdlng ocene¢ pracy i nie umniejszajg w zaden sposob jej
warto$ci naukowej. Z formalnego punktu widzenia rozprawa pt ,,Mechanizmy tolerancji sorga
(Sorghum bicolor (L.) Moench) na stres chtodu” nie budzi zadnych zastrzezen. Stwierdzam, ze
przyjeta i zaprezentowana forma dysertacji spelnia wymagania stawiane eksperymentalnym
pracom doktorskim w mys$l Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789).

3. Ocena merytoryczna rozprawy

Tematyka rozprawy dotyczy waznego problemu zwigzanego z mechanizmami
reagowania sorga na stres chlodu. Temperatura chtodowa, definiowana jako temperatura w
zakresie od 0°C do 15°C jest istotnym czynnikiem ograniczajgcym wzrost oraz plonowanie
roélin tropikalnych i subtropikalnych, do iitoérych nalezy sorgo, a uprawianych w regionach o
umiarkowanym klimacie, w tym w Polsce. Wystepujgce w tych rejonach czgste i nagte spadki
temperatury w maju i czerwcu mogg powodowaé powazne uszkodzenia siewek, a nawet $mier¢,
co prowadzi do istotnego obnizenia plonu. Zbyt niska temperatura opdznia i hamuje
kietkowanie, wschody, wzrost i rozwoj roslin a w konsekwencji obniza akumulacje biomasy i

plon. Dlatego, podjetg w rozprawie tematyke uwazam za wazng i aktualng.

Wiyniki uzyskane w trakcie realizacji badan recenzowanej pracy doktorskiej stanowig
cenne zrodlo informacji w zakresie mechanizméw reagowania na stres chtodu

odpowiedzialnych za zrdznicowang tolerancj¢ w obrebie linii sorga. Za najwazniejsze



osiggniecia uwazam wykazanie, ze chtéd powodowat szybkie zaburzenia w funkcjonowaniu
aparatu fotosyntetycznego ocenianego na podstawie pomiaru fluorescencji chlorofilu a.
Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg iz reakcja aparatu fotosyntetycznego badanych linii
sorga na ten czynnik stresowy jest bardzo zréznicowana i co wazne szybka. Dlatego, ocena
stanu funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego za pomocg tej nieinwazyjnej metody moze
by¢ przydatnym kryterium selekcji tolerancyjnych odmian sorga. Ze wszystkich mierzonych
parametréw fluorescencji chlorofilu najbardziej roznicujagcym badane linie sorga byla
wydajno$¢ kwantowa PSII (YIELD). Znaczne obnizenie efektywnej wydajnosci kwantowe;
PSII u wszystkich badanych linii sorga odnotowano juz w pierwszym dniu traktowania
chtodem. W tym poczatkowym okresie chtodzenia nie zaobserwowano jednak zamykania
aparatow szparkowych co wskazuje na inne niz dostepnoéé CO: przyczyny obnizenia
wydajnosci PSIL. Dopiero w pozniejszym okresie dziatania chtodu oraz po jego zakonczeniu
obnizenie wydajnoéci PSII bylo skorelowane z zamykaniem aparatow szparkowych, a wigc z
dostepnoscig CO2. Najwigksze roznice pomigdzy liniami wystepowaly w pozniejszych etapach
chiodzenia oraz w czasie zdrowienia (recovery). Linie rodzicielskie bardziej tolerancyjne na
chtéd charakteryzowaty sie tez wyzsza wydajnoscig kwantowg w poréwnaniu do linii
wrazliwych, a w trakcie recovery w pelni odzyskiwaty normalny stan tego parametru.
Czynnikiem réznicujgcym badane linie byt tez wiek liéci. U linii wrazliwych najwigksze
obnizenie wydajnoéci fotosyntezy stwierdzono w lidciach naj starszych fizjologicznie podczas

gdy u linii wzglednie chtodo-tolerancyjnych roznice we wrazliwosci lisci byty niewielkie.

Innym parametrem réznicujgcym badane linie w pozniejszym okresie dziatania chtodu
byl stan aparatow szparkowych. U wszystkich linii rodzicielskich, aparaty szparkowe byty
przymykane w tym okresie. Natomiast migdzy podatnymi i tolerancyjnymi mieszaficami
populacji mapujacych SxM i SxJ wigksze zroznicowanie przewodnosci szparkowej
stwierdzono podczas recovery niz w trukcie dziatania stresu chtodu. Szybsze otwieranie
aparatow szparkowych oraz wcze$niejsze przywrocenie wydajnosci fotosyntezy stwierdzono w

tym okresie u mieszancow tolerancyjnych w poréwnaniu z podatnymi.

Uzyskane w prezentowanej pracy wyniki potwierdzity, ze czynnikiem regulujgcym stan
aparatow szparkowych jest ABA. Wykazano bowiem, ze wzrost poziomu ABA w liciach
przyczynial si¢ do obnizenia przewodnosci szparkowej. Wyniki wskazujg rowniez, ze
tolerancyjna linia rodzicielska M71 charakteryzowata si¢ wigksza akumulacjg tego hormonu
niz wrazliwa linia SS79. Ponadto, zaleznosci pomiedzy zmianami w poziomie ABA w czasie

chtodu w réznych czesciach roélin moga wskazywac na jego transport z korzeni do lisci.

i



Parametrem réznicujagcym badane linie sorgo jest rowniez poziom uszkodzenia bton
komorkowych, na co wskazuje jego znaczne zrdéznicowanie wséréd badanych linii populacji
mapujacych i mniejsze uszkodzenia u linii tolerancyjnych. Z badan ponadto wynika, ze
parametrem przydatnym w selekcji odmian tolerancyjnych na chtéd moze byé potencjat
osmotyczny w liSciach. Wigksze obnizenie tego parametru stwierdzono w liciach tolerancyjnej
linit. M71 niz wrazliwej SS79. Prawdopodobnie bylo to efektem akumulacji substancji
osmotycznych. Prosze o odpowiedz na »ytanie jakie to mogly by¢ substancje i czy ich

akumulacja mogta by¢ efektem zwigkszonego poziomu ABA i dlaczego?

Podsumowujac merytoryczng ocen¢ pracy stwierdzam, ze przedstawione przez Panig mgr
Katarzyn¢ Kaczanowska badania, ktore zostaly wykonane w oparciu o nowe techniki oraz
bardzo duzy material dos§wiadczalny daty bogaty obraz zréznicowanej reakcji bogatej gamy
linii sorga na chtéd bedacy waznym czynnikiem w uprawie tej ro$liny. Wnoszg nowe i cenne
informacje na temat réznic w odpowiedzi i tolerancji tych linii sorga na chtéd. Pomimo
szerokiego zakresu wykonanych analiz wyniki nie dajg pelnego obrazu mechanizmow
odpowiedzialnych za zr6znicowang tolerancje linii sorga na stres chtodu. Wskazujg jednak na
duzg zlozonos$¢ zaleznodci istniejagcych pomigdzy zmianami analizowanych parametrow a
tolerancjg badanych na badanych linii na chtéd. Wszystkie uwagi i komentarze zamieszczone

w recenzji nie umniejszaja wysokiego poziomu badan i warto$ci uzyskanych wynikow.
Whiosek koncowy

Przedstawiong do recenzji prac¢ doktorskg, zwazywszy na duzy stopien trudnosci
analizowanych zagadnien, znaczacy zakres badan, uzyskane oryginalne wyniki i aktualng
tematyke oceniam pozytywnie. Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa jest dobrym
opracowaniem naukowym. Stwierdzam, ze tres¢ i forma przedstawionej rozprawy pt.”
»Mechanizmy tolerancji sorga (Sorghum bicolor (L.) Moench) na stres chtodu” spetnia
wszystkie wymagania Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym. (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789). Wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Fizjologii
Roslin im. Franciszka Gorskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie o dopuszczenie jej

Autorki — mgr Katarzyny Kaczanowskiej 1o dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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