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pt. ,.,Przechowywanie kapsulowanych wierzcholkéw wzrostu Taraxacum
pieninicum Pawl. w warunkach kultury in vitro jako narzedzie
aktywnej ochrony bioréznorodnosci genetycznej roslin”

Ocena rozprawy doktorskiej zostala wykonana na podstawie uchwaly Rady Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, przekazanej
pismem z dnia 16.10.2019 r. przez Pana prof. dr hab. Wernera Ulricha, Dziekana Wydziahu.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Kaminskiej, przygotowana
pod kierunkiem Pani dr hab. Aliny Trejgell, prof. Uczelni w Katedrze Fizjologii Ro§lin i
Biotechnologii na Wydziale Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK w Toruniu,
stanowi monografie naukowa zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65,
poz. 595 z pozniejszymi zmianami). Dodatkowo czes¢ wynikéw zawartych w monografii
naukowe] zostala juz opublikowana w wiodacym $wiatowym czasopi$mie z zakresu kultur
tkankowych ro§lin — Plant Cell, Tissue and Organ Culture, w ktorym Doktorantka
opublikowata w roku 2018 dwie oryginalne prace o tacznej wartosci wspotczynnika wptywu
IF= 4.400. W obu pracach Pani Mgr Monika Kaminska jest pierwszym autorem, co §wiadezy
o istotnym wkladzie w powstanie tych prac. Ponadto Doktorantka zaprezentowala wyniki w
postaci komunikatéw 1 streszczen na 10 konferencjach naukowych (w tym dwoch
miedzynarodowych). Jest to bardzo dobry wynik, éwiadczacy o przygotowaniu Doktorantki
do prowadzenia liczacych si¢ w §wiecie badafi naukowych.

Oceniana rozprawa doktorska stanowi monografie naukows skladajaca sie z gléwnych
rozdzialow: Wstepu, Przegladu literatury, Celu i zakresu pracy, Materiatu i metod, Wynikow,
Dyskusji, Wnioskow oraz Literatury. Dodatkowo praca zostala podzielona na liczne dobrze
uporzgdkowane i przejrzyste podrozdziaty, ktore stanowia logiczng catosé. Ponadto
Doktorantka zataczyta do manuskryptu streszczenia w j. polskim i angielskim oraz wykaz
skrotow stosowanych w pracy. Przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia wymagania
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formalne i merytoryczne stawiane tego typu opracowaniom. Manuskrypt obejmuje lacznie
204 strony, a wyniki zaprezentowane sg na 79 rycinach oraz w 24 tabelach. Wiele z
prezentowanych rycin zawieta zdjecia, ktére dobrze dokumentuja przebieg doswiadczen.
Autorka cytuje w dysertacji az 460 pozycji literatury, gtéwnie z tzw. Listy Filadelfijskiej oraz
2 #rodia internetowe.

Temat rozprawy zostat trafnie okrelony, gdyz glownym celem prezentowanej rozprawy
doktorskiej bylo zbadanie mozliwosci przechowywania wierzcholkéw wzrostu Taraxacum
pieninicum w formie tzw. sztucznych nasion w warunkach spowolnionego wzrostu w kulturze
in vitro, co stanowi wazne narzedzie ochrony bior6znorodnodci genetycznej roslin. Gatunek
wybrany do badan jest krytycznie zagrozony wyginieciem w sdrodowisku naturalnym i
wystepuje tylko na jednym stanowisku na terenie Pienin w Karpatach Zachodnich. Ponadto
strategia ochrony in situ (w $rodowisku naturalnym) oraz ex situ (w konwencjonalnych
kolekcjach Ogrodéw Botanicznych) jest dla tego gatunku mato efektywna z uwagi na brak
syntezy taraksacyny i znaczace zgryzanie lisci przez gatunki roslinozerne oraz szybks utrate
zywotnosci nasion. Z tych wzgledéw opracowanie metody ochrony ex situ opartej na kulturze
in vitro o spowolnionym wzroscie z wykorzystaniem kapsutowanych wierzchotkéw wzrostu
(tzw. sztucznych nasion) wydaje si¢ bardzo zasadng metoda ochrony 7. pieninicum, ktora
umozliwia przechowywanie ich przez dlugi okres czasu bez konieczno$ci wykonywania
pasazy, co dodatkowo znacznie obniza koszty zwigzane z przygotowaniem pozywek oraz
praca.

We Wstepie Autorka wprowadzita czytelnika w zagadnienia zwigzane z problematyka
gatunkow zaklasyfikowanych przez Migdzynarodowa Unig¢ Ochrony Przyrody (IUCN) jako
krytycznie zagrozone, ktorych jest obecnie na liscie ponad 5 000 gatunkow roslin. Okreslila,
ze wplyw na sytuacje maja nie tylko zmiany klimatu, ale przede wszystkim wzrastajaca
ingerencja czlowieka w $rodowisko naturalne powodujaca znaczacy spadek biordznorodnosci
gatunkéw kazdego roku. Ocenila ryzyko stosowania tradycyjnych metod przechowywania
nasion w temperaturze ponizej 0°C i wskazata na koniecznod$é opracowywania
skuteczniejszych metod opartych o kultury in vitro.

W rozdziale Przeglad literatury, Doktorantka scharakteryzowata gatunek Taraxacum
pieninicum podjety w badaniach. Przedstawita metody przechowywania materiatu rolinnego,
uwzgledniajac ich skuteczno$é. Omowila znaczenie retardantow wzrostu, takich jak kwas
abscysynowy oraz kwas jasmonowy, zastosowane w niniejszych badaniach. Ponadto Autorka
scharakteryzowala sztuczne nasiona i ich wykorzystywanie dla gatunkéw, ktorych nasiona sa
z pewnych powoddéw niedostepne, co znaczaco poszerza roéwniez ich zastosowanie do
przechowywania unikatowych lub zagrozonych wyginieciem gatunkéw oraz ich transport
mi¢dzy ofrodkami. Bardzo szczegolowo Doktorantka przedstawila podrozdzialy dotyczace
otresu chtodu” oraz ,,Aklimacji do chlodu” omawiajgc tu mechanizmy percepeji niskiej
temperatury, wtérne przekazniki sygnahn wywolanego chtodem oraz stres oksydacyjny a
takze uwzgledniajac molekularne podstawy aklimacji do chiodu, role fitohormonéw w tym
procesie oraz zmiany na poziomie biochemicznym. Znacznie mniejsza uwage poswigcila
Doktorantka podrozdziatowi .,Stabilno$¢ genetyczna”. W przegladzie literatury Autorka
wykazata si¢ znajomoscig literatury Swiatowej oraz uwzglednila najnowsze osiggnigcia
naukowe dotyczgce omawianych zagadnien.




Doktorantka umiejetnie sformutowala gtéwny cel badan, ktdrym bylo opracowanie systemu
przechowywania kapsulowanych wierzchotkéw wzrostu Taraxacum pieninicum Pawl. w
warunkach kultury in vifre o spowolnionym wzroécie, umozliwiajacego znaczace wydhuzenie
okresu miedzy pasazami. Ponadto Doktorantka okreslila cele szczegblowe, ktdrymi byly:
ocena mozliwosci wydluzenia czasu przechowywania zakapswlowanych eksplantatow
poprzez wykorzystanie naturalnych retardantéw wzrostu — kwasu abscysynowego (ABA) i
kwasu jasmonowego (JA) oraz zweryfikowanie mozliwosci konserwacii sztucznych nasion
bez podioza wzrostowego, co dodatkowo moze wplynaé na obnizenie kosztéw procedury i ma
charakter wysoce aplikacyiny w bankach genéw. Celem byla takze ocena uzyskanych po
przechowywaniu regenerantow pod wzgledem stabilnosci genetycznej za pomoca cytometrii
przeplywowej oraz markeréw molekularnych typu: RAPD, ISSR, SCoT, co jest wysoce
zasadne gdyz umozliwia wykluczenie niepozadanej zmiennodci somaklonalnej w
opracowane]j metodzie przechowywania matetiatu biologicznego u 7. pieninicum,

Material i metody badan sa wlasciwie dobrane do celu pracy i prawidlowo opisane.
Doktorantka stosowala jako material badawczy nasiona pochodzace z kolekcji Ogrodu
Botanicznego — Centrum Zachowania Réznorodnosci Biologicznej Polskiej Akademii Nauk
w Powsinie. Rozdzial ten zostal dodatkowo podzielony na podrozdzialy, w ktorych
Doktorantka oméwita badania wstepne i okreslita metody ekspozycii na ABA, JA oraz spos6h
dodawania sacharozy do roztworu alginianu sodu przed kapsulowaniem wierzchotkéw
wzrostu. W zasadniczej czeéci badan Autorka okreglila warunki przechowywania sztucznych
nasion 7. pieninicum, na podiozu MS z zastosowaniem retardantéw wzrostu oraz na szalkach
bez podioza wzrostowego. Ponadto Dektorantka opisala szczegélowo  metody:
mikropropagaciji. ukorzeniania pedéw oraz aklimatyzacii do warunkéw ex vitro T pieninicum
po przechowywaniv w chlodzie. Ponadto Doktorantka przedstawita metody analiz materiatu
rodlinnego po przechowywaniu w chlodzie w lidciach uzyskanych w wyniku konwersji
sztucznych nasion. Zastosowane metody badawcze dotyczace oznaczenia zawartodci
chiorofilu, nadtlenku wodoru, L-proliny, rozpuszezalnych cukrdw, 1 endogennych
fitohormonow (ABA, JA)., zostaly precyzyjnie opisane. Rodliny npamnozone i
zaaklimatyzowane do warunk6éw polowych. po 9 i 12 miesiacach przechowywania na podlozu
MS zostaly poddane analizie stabilnosci genetycznej przy pomocy cytometrii przeplvwowei
oraz markerdw molekularnych typu: RAPD, ISSR, SCoT, kiére takze zostaly szczegblowo
opisane.

Uzyskane dane Doktorantka analizowala przy wykorzystaniu testu Tukey’a. Ponadio
istotno$¢ wplywu badanych czynnikéw na przechowywany material roslinny oraz ich
wzajemne interakcje na akumulacje wybranych zwiazkéw chemicznych przeanalizowata przy
uzyciu dwu- oraz trzyczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) przy poziomie istotnodci ¢ =
0,05.

Uzyskane przez Pania Mgr Monike Kaminska wyniki badas zostaly bardzo dobrze
zaprezentowane w tabelach oraz na wykresach i udokumentowane licznymi rycinami
zawierajgeymi zdjecia badanych roslin. Ta czesé manuskryptu obejmuje 97 stron i zawiera
pokazng liczbe 67 rycin oraz 20 tabel. Caly rozdzial jest napisany przejrzyécie. a wyniki
badan sa dobrze uporzadkowane. Na podstawie przeprowadzonych badaf Doktorantka
stwierdzita u Taraxacum pieninicum m. in.. ze: kwas abscysynowy (ABA) istotnie hamowat
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namnazanie pedéw w poréwnaniu do kontroli, niezaleznie od uzytego stgzenia; kwas
jasmonowy (JA) w stezeniach 5 — 15 mg-dm” stymulowat proliferacj¢ pedow, jednakze
roznice nie byly statystycznie istotne w stosunku do kontroli; wspélczynnik namnazania
pedéw dla materialu przechowywanego w obniZonej temperaturze byt istotnie nizszy pa
$wietle w stosunku do kontroli oraz materialu przechowywanego w ciemnoéci niezaleznie od
czasu przechowywania. Ponadto Doktorantka stwierdzila istotny wplyw sposobu aplikowania
ABA na zawarto$é chlorofilu po przechowywaniu kapsutowanych wierzchotkéw pgdu przez
3 i 6 miesigce, natomiast stezenie ABA nie mialo istotnego wptywu na zawartos¢ chlorofilu,
niezaleznie od czasu chlodzenia. Poziom nadtlenku wodoru w materiale ro§linnym po 3
miesigcach przechowywania w chlodzie wzrastal jedynie w pedach poddanych prekulturze z
ABA.

Za pomoc zastosowanej cytometrii przeplywowej Doktorantka wykazata, ze regencranty po
najdhizszym, zastosowanym w eksperymencie przechowywaniu (9 i 12 miesiccy) W
obnizonej temperaturze, niezaleznie od warunkéw S$wietlnych, charakieryzowaly si¢ taka
sama ploidalnoscig, co rosliny kontrolne. Na podkreslenie zastuguje takze fakt, ze uzyskane
przez Panig mgr M. Kamifiska profile markeréw molekularnych typu: RAPD, ISSR i SCoT z
wykorzystaniem dobranych starteréw byly takie same dla rodlin uprawianych klasycznie z
nasion i dla regenerantéw uzyskanych na drodze mikropropagacji po przechowywaniu w
obnizonej temperaturze w kulturze in vitro. Swiadezy to o tym, 7e opracowana przez
Doktorantke metoda przechowywania kapsulowanych wierzchotkow wzrostu Taraxacum
pieninicum w warunkach kultury in vitro daje mozliwos¢ ich konserwacji z zachowaniem
stabilno$ci genetycznej roélin, co ma niebagatelne, praktyczne znaczenie, dla bank6w genow.

W Dyskusji Autorka porusza zagadnienia zwigzane z technologig uzyskiwania sztucznych
nasion, kidra Igczy zalety mikropropagacji w warunkach in vifro z rozmnazaniem poprzez
nasiona i ich przechowywaniem. Dyskutuje szeroko wyniki wlasnych badai z literaturg
$wiatowg mozliwosé przechowywania nickapsufowanych i kapsulowanych wierzcholtkéw
wzrostu, ich konwersje, przezywalnosé, spowolnienie wzrostu, odporno$é na stres,
temperaturg przechowywania, poziom fitohormonéw, rodzaju eksplantatu, wpltyw $wiatla,
proces aklimacji do chtodu, wplyw obecnosci w bielmie sacharozy oraz stabilno$é genetyczna
otrzymanych po regeneracji ro€lin. Doktorantka wykazala sie w Dyskusji umiejetnoscia
przedstawienia wlasnych wynikéw na tle bogato cytowanej literatury $wiatowej, co $wiadezy
o dojrzatosei naukowej Pani mgr Moniki Kaminskiej.

Na zakoficzenie Doktorantka przedstawila bardzo syntetycznie ujete i przejrzyscie
skonstruowane Wnioski oraz zalecenia praktyczne dla bankéw genow.

Do najwainiejszych osiggnie¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Kaminskiej
nalezg:

a/ Stwierdzenie, ze uprawa Taraxacum pieninicum w warunkach obnizonej temperatury
spowalnia wzrost pedéw a przez to umozliwia znaczace wydluzenie okresu miedzy pasazami.
b/ Stwierdzenie, ze $wiatlo w potaczeniu z miskg temperaturg stanowi czynnik stresogenny
podczas przechowywania 7. pieninicum.

¢/ Stwierdzenie, ze traktowanie kwasem abscysynowym i kwasem jasmonowym eksplantatow




T. pieninicum ogranicza ich wzrost, co przyczynia siec do wydluzenia okresu ich
przechowywania w obniZonej temperaturze.

d/ Wykazanie, ze zastosowane retardanty wzrostu, szczegblnie kwas jasmonowy, lagodza
skutki stresu chiodu w pedach T. pieninicum.

e/ Stwierdzenie, ze sztuczne nasiona T. pieninicum moga by¢ przechowywane bez podioza
wzrostowego, co minimalizuje koszty i wymogi wyposazenia laboratoryjnego.

f/ Wykazanie, ze suplementacja sztucznego bielma sacharozg umozliwia wydluzenie czasu
przechowywania sztucznych nasion 7. pieninicum bez podioza WZrostowego.

¢/ Stwierdzenie, ze pedy I. pieninicum po przechowywaniu w obnizonej temperaturze sg
zdolne do efektywnej regeneracji w warunkach optymalnego wzrostu.

b/ Wykazanie, ze uzyskane po przechowywaniu mikrosadzonki T. pieninicum s stabilne
genetycznie, co wykazano za pomocg cytometrii przeplywowej oraz przy pomocy markerow
molekularnych typu: RAPD, ISSR i SCoT.

i/ Wykazanie, ze zaaklimatyzowane do warunkéw polowych regeneranty T. pieninicum po
przechowywaniu i rozmnozeniu w warunkach ir vifro sa zdolne do kwitnienia.

Ponadto na szczegélne podkreslenie, moim zdaniem, zashigujg zalecenia aplikacyjne dla
bankéw genéw poprzez wyselekcjonowanie przez Doktorantke najkorzystmiejszych
warunkéw przechowywania 7. pieninicum w warunkach spowolnionego wzrostu w
kulturze in vitro. Zalecenia te brzmia:

1. ,Efektywne przechowywanie sztucznych nasion 7. pieninicum mozna uzyskat
poprzez ich wylozenie na pozywke MS i umieszczenie w temperaturze 4°C w
ciemnosci. Suplementacja sztucznego bielma kwasem jasmonowym w stezeniu 5 - 20
mg-dm® znaczgco ogranicza przerastanie kapsulki przez pedy, co pozwala na
wykonywanie pasazu jedynie raz w roku”.

2. Zalecenia podaje rowniez Doktorantka w celu rozmnozenia i ukorzenienia materiatu
po chiodzeniu, gdzie: ,kulture nalezy prowadzi¢ na pozywee MS z dodatkiem 0,25
mg-dm?® BAP oraz 0,025 mg-dm® NAA (pozywka proliferacyjna), a nastepnie na
pozywee MS bez regulatoréw wzrostu (pozywka ukorzeniajaca) w temperaturze 26 +
1°C, na ciaglym $wietle o natezeniu 80 umol-m?-s2”.

Reasumujge, pragne siwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny monografia pod tytulem:
,Przechowywanie kapsulowanych wierzchotkoéw wzrostu Taraxacum pieninicum Pawl. w
warunkach kultury in vitro jako narzedzie aktywnej ochrony bioréinorodnosci genetycznej
ro§lin” stanowi bardzo dobrg podstawe do ubiegania sie o stopieni doktora w dyscyplinie
naukowej biologia.

Podczas lektury pracy nasunglo mi si¢ jednak kilka pytan i uwag.




Pytania i uwagi:

1. We Wstepie zabraklo moim zdaniem podkreSlenia wagi wybrangj metody ochrony
biordznorodnosci genetycznej w stosunku do pozostalych metod ochrony ex sifu np.
kriokonserwacji.

2. W Przegladzie literatury w podrozdziale 2.2. pt. ,Przechowywanie materiatu
ro$linnego”™ bardzo pobieznie potraktowano metody oparte o kriokonserwacje. Prosze
wyjasni¢ czy metoda kriokonserwacji jest metoda bardziej kosztochtonng od
zaproponowane]j metody kapsulowania wierzcholtkéw wzrostu?

3. W Przeglgdzie literatury bardzo rozbudowane zostaly podrozdzialy pt. “Stres chiodu™ i
LHAklimacja do chlodu” (zajmujg Igcznie 15 stron), natomiast podrozdzial dotyczaecy
,Stabilnoéci genetycznej” zajmuje wraz z oméwieniem markeréw molekularnych i
cytometrii zaledwie 2 strony. Dlaczego?

4. W rozdziale Material i metody pojawit sie btad w jednostkach, jest: ,,umol'm?s7, a
powinno byé: ,,umol-m?*-s*". Warto na to zwrdci¢ uwage przy przygotowywaniu pracy
do druku.

5. Na stronie 33 (w rozdziale Material i metody) pojawia si¢ okreslenie ,,w warunkach
obnizonego natezenia $wiatla (40 pmol'm?s?)”. Prosze wyjasni¢, jakie jest
~hormalne” natezenie $wiatta w laboratoriach kultur in vifro, a takze prosze poréwnaé
te wartosci do kultur o spowolnionym wzroécie.

6. W Spisie literatury pojawily si¢ drobne bledy zwigzane ze skrétami nazw czasopism.
Niektore nazwy wystepuja pod réznymi skrétami np. Sci Hort, Sci Hortic Iub Sci
Horticult. Nalezaloby je ujednolici¢ przy przygotowaniu publikacji do druku.

7. Czy podjeto si¢ proby reintrodukeji. do . Srodowiska naturalnego, namnoZonego
materiatu in vitro? Czy w przyszlosci planuje si¢ takie proby?

Pragne zaznaczy€, ze powyzsze uwagi to drobne niedcistosei, gloéwnie redakeyjne, ktére nie
wplywajg na merytoryczng oceng pracy.

Podsumowanie

Podsumowujgc, niniejszym stwierdzam, Zze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani Mgr Moniki Kaminskiej pt. ,,Przechowywanie kapsulowanych wierzcholkéw wzrostu
Taraxacum pieninicum Pawl. w warunkach kultury in vifro jako narzedzie aktywnej
ochrony bioréZnorednesei gemetyczmej roSlin” spelnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim okre§lone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65,
poz. 595 z pdin. zm.). Z tego wzgledu przediiadam wniosek do Wysokiej Rady Dyscypliny
Biologia na Wydziale Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu o dopuszezenie Pani Mgr Moniki Kaminskiej do dakzych etapéw
postepowania w przewodzie doktorskim.

Biorgc pod uwage warto$¢ naukows recenzowane] pracy oraz ze wzgledu na fakt, ze
przedstawiony do oceny monografia zostala juz cze$ciowo opublikowana w dwéch




publikacjach z tzw. Listy Filadelfijskiej (taczny wspdtezynnik wplywu IF=4.400), wnioskuje
takze do Wysokiej Rady Dyscypliny Biologia o wyréznienie powyzszej rozprawy.
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