RECENZJA

pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Kaminskiej
pt. "Przechowywanie kapsutowanych wierzchotkéw wzrostu Taraxacum pieninicum Pawl.
w warunkach kultury in vitro jako, narzedzie aktywnej ochrony
bioréznorodnosci genetycznej roslin”

Skofczywszy pierwszy oglad pracy doktorskiej Pani Kaminskiej, jeszcze nie, by przystapi¢ do
pisania recenzji, ale by zorientowac sie w temacie pracy, zadumatem sie, jak réznie ludzie
postepuja. Jedni, swojg dziatalnoscia, przyspieszajg sukcesje (czyt. wymieranie) gatunkow, za$
inni starajg sie j spowolni¢ poprzez ratowanie gatunkéw gingcych, lub zagrozonych wyginieciem.
Naturalna sukcesja oznacza bowiem zastepowanie umierajgcych osobnikéw przez rodzace sie
nowe lub wymieranie jednych gatunkéw i ewolucyjne wyksztatcanie sie nowych. Zatamanie tej
réwnowagi bywa przyczyng masowego wymierania, lub masowe] ekspansji gatunkéw. Kataklizm
taki zdarzat sie w historii Ziemi, np. w wyniku gwattownych epizodéw kosmicznych lub wielkich
zlodowacen, a takze w epoce ekspansji gadow i, zaryzykowatbym teze, ze trwat pdzniej, juz jako
czas ekspansji ssakéw, a obecnie ludzi. Sukcesja gatunkéw jest wiec koniecznym elementem
rozwoju ziemskiej biosfery.

Dominacja ludzi, wywiera rosnacy wptyw na historie duzej liczby gatunkdéw roslin i zwierzat
na ogromnych pofaciach Ziemi. Dziatalnes¢ cztowieka, powoduje, niestety, udokumentowane
obawy, ze jesteSmy w duzej mierze odpowiedzialni za wymarcie lub wymieranie wielu gatunkéw.
Wymieranie moze by¢ faktem dokonanym, kiedy przestajemy obserwowac osobniki okreslonego
gatunku, lub in statu nascendi, kiedy liczba osobnikdw z roku na rok systematycznie sie zmniejsza.

Mozna wskazaé wiele przyczyn wymierania gatunkéw, albo ich przejscia w stan zagrozenia.
Trudno okresli¢ z catg pewnoscia, jaka ich czes$¢ jest pochodzenia antropomorficznego, jednak
poczucie odpowiedzialnosci ludzi za stan $rodowiska i kierunek zachodzgcych w nim zmian,
powinno indukowa¢ dziatania w kierunku ratowania wymierajgcych gatunkéw. Taki. charakter
maja badania prowadzone przéz pania Monike Kaminskg w celu okreslenia mozliwosci
przedfuzania zywotnosci kapsutowanych wierzchotkéw wzrostu na przyktadzie Taraxacum
pieninicum Pawtf. Dodatkowo zauwazam, ze ,Pawl.” oznacza, ze gatunek ten opisat po raz
pierwszy Profesor Bogumit Pawtowski z UJ, a ja sam zdgzytem jeszcze byé studentem Profesora,
ktory zmart w 1971 roku, wiec oficjalny zywot tego gatunku wydaje sie by¢ raczej krétki. )

Kapsutowanie wierzchotkéw wzrostu roslin nie jest bardzo popularng metoda prezerwacji
rzadkich genotypéw roslinnych. Czesciej spotyka sie metode kapsutowania zarodkéw
uzyskiwanych metoda in vitro, jednak najpopularniejszg metoda prezerwacji jest krioprezrewacja,
chyba dlatego, ze jest ona bogata w warianty metodyczne: zréinicowanie temperatury
przechowywania (ciekty azot lub hel), metodologia przygotowywania tkanek i dochodzenia do
finalnej temperatury, a nastepnie powrotu do temperatur dodatnich, ale przede wszystkim
bogactwo roztworéw w ktérych tkanki s3 zamrazane i substancji stosowanych jako
krioprezerwanty. Rzadziej stosowane sa metody naturalne, polegajgce ogdlnie rzecz biorgc na
stwarzaniu warunkow, w ktérych procesy wzrostu tkanek sg w najwiekszym stopniu spowolnione



— np. niska temperatura, czy niska zawartos¢ tlenu. Dlatego tez z uznaniem widze, ze autorka
podjefa ryzyko zastosowania do prezerwacji badanego gatunku roslin metody kapsutkowania
wierzchotkdéw wzrostu i obnizenia temperatury ich wzrostu.

Przedstawiona rozprawa doskonale lokuje sie w srodowisku biologdw wydziatu Biologii i
Ochrony Srodowiska UMK o bogatych tradycjach badan nad indukcja rozwoju roslin rozumianego,
jako pojawianie sie nowych organdw, proceséw, substancji, a ostatnio tez nowych organizacji
komoérek. Badania te prowadzone byty przez kolejne generacje najwiekszych polskich uczonych,
ktorzy przejmowali te tematyke od poprzednikdw i przekazywali nastepcom, ze wymienie
chronologicznie Profesoréw: Michniewicza, Kopcewicza, Tretyna, a potem miodszych, poniewaz
obserwujemy radiacje tej linii ewolucyjnej i pojawienie sie nowych kierunkdéw badarn, majacych
swoich lideréw, co w genetyce ewolucyjnej oznacza, ze ten kierunek ewolucji ma sie dobrze i
nadal si¢ rozwija. Jedng z liderek, ktdrej badania, mozliwe, ze lokuja sie najblizej tego gtéwnego
kierunku, jest Pani doktor habilitowana Alina Trejgell, opiekunka Doktorantki. A wszystko to pisze,
by zauwazy¢, ze Pani mgr Kamifska miata duzo szczescia, trafiwszy do szkoty naukowej, gdzie
mogta korzystac z wielkiego doswiadczenia starszych kolegéw, co zdarza sie relatywnie rzadko.

Uwagi ogdlne o pracy

Rozprawa zaczyna sie wykazem zrédet informacji sktadajgcych sie na przygotowang rozprawe. Sg
to dwie publikacje, wydane w 2018 roku przez czasopismo ,impaktowane” Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, ktérych Pani Kamiriska jest pierwszym autorem, 10 komunikatéw i streszczen
pokonferencyjnych, w ktérych réwniez Doktorantka jest pierwszym autorem (lata publikacji 2015
—2019), a takze wyniki dotad nieopublikowane. Uznaje liczbe i zakres tematyczny tych wszystkich
zrédet za zupetnie wystarczajacy do przygotowania dobrej rozprawy doktorskiej.

W dalszej kolejnosci wystepujg polsko— i angielskojezyczne streszczenia. Umieszczenie
streszczenia na poczatku rozprawy nie jest najczesciej spotykane w rozprawach doktorskich, sadze
jednak, ze w tym miejscu lepiej spetnia swoje zadanie, zapowiadajac w sposéb ,kompaktowy”
tresc pracy, zas umieszczone na koricu pozwala czytelnikowi jedynie na sprawdzenie czy wszystko,
co byto wczesniej, prawidtowo zrozumiat. ,

Spis tresci jest dos¢ detaliciny, jednak nie nadmiernie, cho¢ zauwazytem, ze niektore
podrozdziaty zajmuja 1/3 strony, a z drugiej strony dwa podrozdziaty 5.2.2.1. i 5.2.2.2. — tgcznie 69
stron. Dalej nastepuje wykaz stosowanych skrétéw. Sposréd gtéwnych rozdziatéw,
najobszerniejszy jest rozdziat Wyniki, za$ prace zamykajg Podsumowanie, nieco ukryty wniosek i
na koricu spis cytowanej literatury. Rozprawa ma klasyczng konstrukcje i obejmuje 79 rycin i
fotografii oraz 24 tabele; miesci sig na 204 stronach druku (a takze na 14 nienumerowanych
wstepnych kartach), zas spis pismiennictwa - 460 pozyciji.

Wstep (Przeglad literatury)

Na poczatku przegladu literatury Autorka scharakteryzowata gatunek bedacy przedmiotem jej
rozprawy doktorskiej, a wiec Taraxacum piennicum, czyli mniszek pieniriski. Gatunek ten znajduje
sig w stanie skrajnego zagrozenia, a nawet przez jaki$ czas byt uznawany za wymarty, bo ze zbocza
oberwat sig blok skalny, wraz z porastajgcg go murawa naskalng, w sktad ktérej wchodzita ostatnia
kepa mniszka pieninskiego. Na szczescie ujawniono ,nowg” ostatnig kepe roélin i znéw bedziemy
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obawiali sie wydarzenia ostatecznego. Troche podobng sytuacje mieliémy z Tragankiem
zwistokwiatowym czyli Astragalus pendulifiorus, ktéry rést w dolinie Smytniej, zamknietej dla
turystow. Jednak jelenie miaty do niej swobodny wstep i ktérejé zimy zgryzty najwieksze krzewy
do potowy wysokosci. Z tego powodu zastanawiatem sie czy wtasciwe jest tworzenie miejsc
zwanych ,arkami”, w ktérych majg wegetowac osobniki zagrozonych gatunkéw. Moze
skuteczniejsze bytoby wyprowadzenie ich na zewnatrz i uprawa na skwerach, miejscach
rekreacyjnych, a nawet w prywatnych ogrodach i zbadanie, w ktérych miejscach zagrozone rosliny
czutyby sig najlepiej. W naszej ,rzadowej” wersji czesto bywa, ze ochrona tych roélin polega na
obserwacji coraz rzadszych osobnikéw, aby na koniec wystawi¢ gatunkowi oficjalny akt zgonu.

Jesli chodzi o to, jaka metoda ochrony jest optymalna dla ochrony mniszka pieninskiego,
przyjmuje za Autorka, ze optymalna wydaje sie by¢é metoda spowolnionego wzrostu,
wykorzystujgca zoptymalizowane dla tego celu wartosci réznych czynnikéw chemicznych, i
fizycznych spowalniania wzrostu, jak i zastosowanie fitohormonéw. Mam przy tym dwa pytania.
Po pierwsze nie czuje problemu z monitorowaniem zywotnoséci nasion zamrozonych w LN,
nawet jedli nie s3 to duze prébki nasion, a po drugie, przyroda stosuje metode spowalniania
wzrostu zarodkéw w nasionach pozostajacych w stanie spoczynku poprzez zmniejszanie ich
wentylacji, w wyniku czego nastepuje obnizenie steienia tlenu z réwnoczesnym wzrostem
stezenia dwutlenku wegla. Czy taka metoda bywa stosowana?

Autorka stusznie zauwaza, ze kultury in vitro bywajg pracochtonne i powtarzanie ich w
trakcie przechowywania obniza wartos¢ tych metod. Zauwaze tylko, ze podstawowe zastosowanie
tych metod jest inne anizeli w celach spowolnienia wzrostu tkanek. O réznych wersjach techniki
krioprezerwacji pisatem wczesniej i tylko dla porzadku zauwaze, ze warunki ciektego helu (LHe)
moga by¢ bezpieczniejsze dla materiatu roslinnego.

Autorka proponuje potaczenie in vitro i chtodu, a wiec obnizanie temperatury w kulturach
in vitro, przy zastosowaniu réznych czynnikéw spowalniajacych wzrost a nieszkodzacych samym
tkankom, czyli tzw. krioprotektantéw, jak i fitohormonéw, takich jak ABA i JA, uzytych w
bezpiecznych stezeniach. Wykorzystuje sig tu fakt, ze tzw. wspétczynnik temperaturowy Qio
zmienia sig wraz z temperaturg, najczesciej rosnie wraz z jej spadkiem, a ponadto ma mniejszg
wartosc dla proceséw fizycznych, jak np. dyfuzja czasteczek, a wiekszg dla reakcji chemicznych,
czy enzymatycznych, a nawet dla proceséw wysokiego rzedu jak przepuszczalno$é membran, czy
procesy takie jak podziaty komoérkowe, czy organogeneza. Wspétczynnik temperaturowy to
potezne narzedzie i nie zdziwitbym sig, gdyby miato sie okazaé, ze mechanizm dziatania obydwu
wymienionych fitohormondw opiera sie takze na réznych wartosciach Qi dla réznych reakcji. .

Pojecia kapsutowanych tkanek i sztucznych nasion czesciowo sie przenikaja. Czy autorka
mogtaby (teoretycznie) w tytule swojej pracy zastapi¢ termin ,kapsutowane wierzchotki
wzrostu”na termin ,,sztuczne nasiona”, opierajac sie na ostatnim akapicie na str 10?

Dalsza cze$¢ wstepu poswiecona zostata réinym aspektom dziatania chtodu, w tym
udziatowi stresu oksydacyjnego. Akceptuje informacje zawarte w tym rozdziale, chciatbym jednak
zwroci¢ uwage na dwa aspekty. Po pierwsze rozpuszczalno$¢ tlenu w wodzie wzrasta w miare
spadku temperatury silniej niz np. azotu. Stad zawarto$¢ rozpuszczonego w wodzie tlenu jest
nieco wyzsza anizeli sktad fazy gazowej ponad pozywka. Czy nie sadzi Pani, ze ta wiasciwos¢ tlenu
moze w jakim$ stopniu ttumaczy¢ aktywowanie sie stresu oksydacyjnego w warunkach



chtodowych i wywotywanie proceséw chemicznych, czy nawet molekularnych? A druga sprawa
- czy obnizanie temperatury w kulturach sterylnych, powodujace wystepowanie podciénienia
wewnatrz naczyn hodowlanych, nie rodzi niebezpieczeristwa ,zaciggniecia” do wnetrza naczynia
nowej porcji powietrza, niekoniecznie sterylnego? W swoich badaniach pracy spotkatem sie ze
zjawiskiem, ze kultury rosngce w chtodzie wykazywaty wiekszy procent zakazen, niz kultury
rosngce W wyzszej temperaturze i to nawet przy zamykaniu naczyri parafilmem. Czy Pani nie
spotkata sig z podobnym skutkiem chtodzenia naczyin hodowlanych?

Ostatnig czgs¢ tego rozdziatu stanowia rozwazania na temat stabilnosci genetycznej kultur
in vitro. Autorka przedstawita to zagadnienie prawidtowo i nie kwestionuje tych informaciji.
Chciatbym jednak zgtosi¢ pewne uwagi. Po pierwsze — przyjmuje sie, ze rozmnazanie przez
protoplasty, albo embriogeneze wiaze sie z wiekszym niebezpieczefistwem zmian genetycznych,
W poréwnaniu z organogeneza somatyczna, czy rozmnazaniem wegetatywnym. Czyzby zmiany te
nasilaty sig, procesach, w ktérych kultury te przechodza przez stadium jednokomdrkowe? Po
drugie — czy moze jest tak, ze mikrozmiany genetyczne, zachodzace w komérkach, tworza tacznie
pewng naturalng pule zmiennosci genetycznej, z ktdrej gatunek moze ,,czerpac” i wykorzystywac
w ewolucji powszechnej. Z natury swojej, kultury in vitro sy wspaniatym narzedziem wzmocnienia
dziatan ochroniarskich, zwtaszcza jesli koAczg sie mikrorozmnazaniem i sukcesem w aklimatyzacji
regenerantow. Nie chciatbym jednak, aby obawy o wystapienie zmian genetycznych skutkowaty
zaniechaniem technik prezerwacji. Wolatbym bowiem rozmnozy¢ rosliny odbiegajace genetycznie
od wzorca, niz mie¢ ten ,wzorzec” jako ostatni zasuszony egzemplarz w zielniku.

Autorka sformutowata Cel swoich badan, jako ,Opracowanie systemu przechowywania
kapsutowanych wierzchotkéw wzrostu pedéw mniszka pieniriskiego w warunkach kultur in vitro o
spowolnionym wzroscie, co wydtuza okres miedzy pasazami. Cel ten moze wydawac¢ sie skromny
na tle catosci osiggnie¢ kultur in vitro, ktérymi emocjonujemy sie od nie tak wielu lat ale trzeba
sobie uswiadomi¢, ze na cata nasza wiedze sktadajg sie w ogromnej wiekszosci wyniki takich
jednostkowych badan. To za$ oznacza, ze akceptuje cel badan w przedstawionym brzmieniu.

Materiat i metody

Na wstgpie opisano metode kietkowania nasion mniszka i otrzymywania pedéw pachwinowych ze
zregenerowanych mikroroélinek, nastepnie metode optymalizacji uzyskiwania tych pedéw i
pobierania fragmentéw wierzchotkowych, zwanych sztucznymi nasionami i wreszcie metodyke
doswiadczen zasadniczych nad przedtuzonym przechowywaniem sztucznych nasion, w:.tym
metodyke doswiadczen hodowlanych, analiz biochemicznych, cytologicznych i molekularnych. Na
koricu opisano uzyte w pracy metody analizy statystycznej. W mojej opinii Autorka zastosowata
metody wtasciwe do poszczegdlnych eksperymentdw i nie zgtaszam w tej kwestii zadnych uwag.

Wyniki

1. Badania wstepne

Pierwotne eksplantaty pedowe hamowaty wzrost pod wptywem dodatku ABA i JA, natomiast po
dodaniu sacharozy mozna byto okreslié, optymalne dla wzrostu pedéw i dla kietkowania
sztucznych nasion, stezenie tego cukru (ok 6%).



2. Badania zasadnicze

- Pedy zregenerowane z kapsutowanych kultur przezywaty w ponad 80% roczny okres
chtodu. Od poczatku hodowli $wiatto stymulowato wzrost i ulistnienie pedéw, natomiast w
nieznacznym stopniu wptywato niekorzystnie na ich przezywalnos$¢ przy dalszej hodowli. Jednak
wspotczynnik namnazania nie obnizat sie istotnie podczas najdtuzszego czasu hodowli oraz
podczas aklimatyzacji do wyzszej temperatury po chtodzeniu, przy czym warunek podstawowy dla
aklimatyzacji, a wiec procent ukorzenienia oraz wzrost i rozwdj korzeni, zostat spetniony.

- Aklimatyzowane kultury regenerowaty nowe pedy z pakéw przybyszowych. Ploidalnos¢
pedoéw przybyszowych, mierzona stosunkiem liczby jgder 2C/4C, nie zalezata od warunkéw
$wietlnych dla kultur in vitro i roslin kontrolnych, rosngcych w glebie, aczkolwiek najbardziej
zblizone do kontroli byty rosliny in vitro hodowane na swietle. Rosliny te zostaty poréwnane takze
pod wzgledem ich stabilnosci genetycznej. Doceniam staranno$¢ Doktorantki i odnotowuje
koricowy wynik analiz, ze profile fragmentéw DNA uzyskanych tymi metodami byty takie same dla
kontroli i dla rodlin uprawianych w warunkach in vitro, aczkolwiek nawet ujawnienie jakiejs
niestabilnosci genetycznej nie deprecjonowatoby tych wynikéw w obliczu naczelnego celu, a wiec
zmniejszenia niebezpieczenstwa wyginiecia badanego gatunku.

Whptyw ABA dodanego w trakcie prekultury lub do sztucznego nasiona

- Dodatek ABA zmniejszyt szybkos¢ wzrostu roslin w poréwnaniu z kontrola. Efekt ten nasilat
si¢ przy zwigkszaniu stezenia hormonu. W ciemnosci wzrost korzeni byt zahamowany, a w
obecnosci ABA zupetnie ustawat.

- Widoczny jest wptyw ABA na liczebno$¢ zregenerowanych peddéw, zwtaszcza w ciemnosci,
efektywniejsze s3 stezenia ABA: >10 mg/l. Przedtuzenie kultury do czasu drugiego pasazu
powtdrzyto ten efekt, ale wtedy, gdy stezenie ABA byto mniejsze od 15 mg/I.

- Przezywalnos¢ sztucznych nasion po dodaniu ABA. Nie mozna byto istotnie poprawic tego
wskaznika dziatajgc egzogennym ABA, poniewaz przezywalnosé rodlin kontrolnych wahata sie w
przedziale 80 - 90%. Autorce pozostato jedynie ,wytowienie” nielicznych kombinacji $wiatto/ABA,
gdzie przezywalnos¢ siegata 100%, lub skupienie sie na najdtuzszej kulturze (9 miesiecy). Tu,
rzeczywiscie wida¢ najwiecej kombinacji Swiatto/stezenie hormonu, gdzie przezywalnos¢ jest
najwigksza, jesli ABA dodawano do kapsutki.

- Procent ukorzenionych pedédw po drugim pasazu. Przy skréceniu czasu kultury sztucznych
nasion korzystniej dziata mniejsze stezenie ABA, zas przy dtuzszej hodowli — stezenie wieksze i
wtedy pedy ukorzenione stanowig wiecej niz 90% wszystkich pedéw.

- ABA dodany do ostonki sztucznych nasion zwiekszat zawarto$é chlorofilu w liéciach jednak
tylko, gdy okres kultury byt niedtuzszy niz 6 miesiecy, przy czym wyzsze stezenie ABA byto
korzystniejsze przy diuzszych czasach kultury.

- Wigksze stezenie ABA generowato silniejszy stres oksydacyjny w sztucznych nasionach
(wieksze stezenie nadtlenku wodoru), efekt ten wystepowat w 5 na 6 serii pomiarowych. Swiatto
indukowato silniejszy stres niz jego brak (w 25 wariantach stezenie nadtlenku wodoru byto
wiegksze na swietle, a tylko w 2 - mniejsze), niezaleznie od stezenia ABA.

- Chtéd i Swiatto tgcznie generowaty silniejszy stres oksydacyjny mierzony szybkoscig
dekompozycji lipidéw membranowych. Swiatto indukowato silniejszy stres niz jego brak (w 26



wariantach, stezenie MDA byto wigksze na $wietle, a tylko w 1 - mniejsze), niezaleznie od stezenia
ABA i czasu chfodzenia, co sugeruje celowos¢ przechowywania sztucznych nasion w ciemnosci.

- Swiatto indukowato tez silniejszy stres, mierzony stezeniem proliny. Jest to ciekawa
informacja, gdyz nie brak publikacji, ktére poddajg w watpliwos$¢ wartoéé stezenia proliny, jako
wskaznika natgzenia stresu. W przedstawianych wynikach zawarto$é proliny w kulturach
prowadzonych na $wietle byta w 26 kombinacjach wyzsza, a tylko w 1 — mniejsza. Silniejszy stres
charakteryzowat kultury, w ktérych ABA podawany byt do wnetrza kapsufki.

- Swiatto sprzyjato akumulacji cukréw w tkankach, co wydaje sie oczywistym efektem.

- Po zakoriczeniu chtodzenia i przeniesienia roslin do warunkéw optymalnych fluktuacje
parametrow biochemicznych zmniejszyty sie, co wskazuje na stabilizacje fizjologiczna kultur.
Dotyczy to w szczegdlnosci zawartosci chlorofilu w liciach.

- Dodatek roznych stezeri JA do kultur uprzednio chfodzonych, w celu konwersji roélin
pokazuje, ze uzyskane rosliny s3 mniejsze w poréwnaniu z kontrolnymi i efekt ten nasila sie wraz
ze wzrostem stgzeniem JA. Pamigtac jednak trzeba, ze celem rozprawy jest m.in. spowolnienie
wzrostu roslin, a w takim przypadku mozna przyjac, ze JA spetnit postulowang role.

- Wspotczynnik namnazania peddw byt wigkszy w kulturach z ciemnosci. Ten efekt jest w
petni zrozumiaty, poniewaz wczedniej autorka pokazata, ze w ciemnosci rézne wskazniki zgodnie
pokazujg, obnizenie stresu. Wptyw JA jest bardziej skomplikowany i przed przystapieniem do
szerzej zakrojonych badar, np. przy staraniach o grant, nalezatoby cze$¢ badari powtdrzyé
selekcjonujac tylko niektére kombinacje parametréw wzrostu. Moze tez datoby sie ponownie
tacznie przeanalizowad tabele i odpowiadajace im fotografie, dla znalezienia zbieznosci.

Wptyw JA na przechowywane kultury

- Zawartosc¢ chlorofilu- w badanych kombinacjach ,warunki kultury/stezenie JA” byta
zmienna. Na 24 takie kombinacje w 18 przypadkéw zawarto$¢ JA byta mniejsza, a w 6
przypadkach — wigksza. Test parametryczny powinien wskazaé wiekszg czestos¢ przypadkéw
pierwszego rodzaju. Moze nalezatoby ponownie zbadaé najbardziej skrajne kombinacje rolin z
wiekszym stezeniem chlorofilu.

- Wptyw JA na zawartos¢ nadtlenku wodoru (natezenie stresu oksydacyjnego) jest trudny
do interpretacji, gtéwnie z tego powodu, ze dominujacy jest wptyw $wiatta na jego wielkogé.
Faktyczny wptyw $wiatta mozna udowodnié nawet stosujac test nieparametryczny, uzyskujac
bardzo wysoki poziom istotnosci. W przypadku hodowli sztucznych nasion wysokie stezenia JA
czesciej indukuja mniejszy stres oksydacyjny, natomiast gdy hormon ten dodaje sie do pozywki
wyzszy stres indukuja kultury w ktérych JA jest dodawany w wyzszych stezniach. :
- Wptyw JA na trwatos¢ lipiddw btonowych. Jak poprzednio, $wiatto jest dominujacym
czynnikiem generujagcym stres oksydacyjny i jego degradujacy wptyw na strukture lipidéw
membranowych. Jedli JA dodawany jest do wnetrza kapsut, wéwczas jego dziatanie stopniowo sie
zmniejsza tak, jakby z czasem hormon ten sie zuzywat, lub dyfundowat na zewnatrz.

- Swiatto silnie stymuluje zawartoé¢ proliny. Po krétkiej inkubacji stezenie proliny jest
najwigksze, mozliwe, ze nastepuje czge$ciowe adaptacja do stresu i zawartosci proliny generalnie
sie zmniejszaja.

- Zawartos¢ cukréw. Zanim przejde do omodwienia tych wynikdéw, prosze o wyjasnienie
metodycznego. Zawartos¢ proliny i cukréw wyznaczano na 1mg tkanki, ale czy byto to przeliczenie



na/mg s.m. czy na mg $w.m. Nie musi Pani udziela¢ odpowiedzi, wystarczy uwzglednié¢ jednostke
na prezentacji. Czgsciej obserwowano akumulacje cukréw, jesli JA byt dodany do wnetrza kapsut.
Interesujace tez jest to, ze JA dziata w najmniejszym stezeniu, a pdzniej obserwuje sie jakby
»zmeczenie tkanki” nadmiarem tego hormonu. Natomiast oczywistym jest, ze nalezy
skonfrontowac zawartosci cukréw z zywotnoscig tkanek, namnazaniem itp.

- Autorka badata tez wspdtdziatanie lub konkurencje pomiedzy réznymi fitohormonami. JA
na Swietle silnie stymulowat akumulacjg ABA, natomiast czesto hamowat stezenie ABA ponizej
kontroli. Wysoki poziom JA na poczatku kultury spadat podczas jej kontynuowania, ale nawet po
9 miesigcznej hodowli pozostawat wyzszy niz dodany do pozywki lub do kultury. Szybkos¢ tego
spadku byfa tym wieksza im mniej hormonu zawierato $rodowisko. Jest to zadziwiajacy efekt.
Czyzby swiadczyt on o tym, ze btonowe receptory albo transportery JA uodporniaja sie i stabiej
przenoszg JA w warunkach wiekszego stezenia tego hormonu w $rodowisku?

Analizy wykonane po namnozeniu chtodzonych pedéw w warunkach optymalnych

- Zawarto$¢ chlorofilu w tkankach zmieniata sie w relatywnie niewielkim stopniu, co nie
dziwi, jednak zaskakujace jest to, ze w tkankach rosngcych na $wietle zawartosé ta byta mniejsza.
Mozna bytoby wigza¢ ten fakt ze zmianami w uwodnieniu tkanek. Inng przyczyna zréznicowania
stezen chlorofilu w poréwnywanych obiektach mogtoby by¢ zapotrzebowanie na asymilaty, ktére
jest wypadkowa intensywnosci wzrostu tkanek oraz intensywnosci oddychania, bo chlorofilu nie
mozna traktowa, jak innej substancji, ktéra moze sie akumulowaé w tkankach. Co Pani o tym
sadzi?

- Zawartos¢ proliny podczas wzrostu kultur w pozywce i w kapsutkach w optymalnych
warunkach, kilkakrotnie sie zmniejszyta, co prawdopodobnie wigzato sie z wyiszg temperatura
wzrostu. Pozostat jedynie stresogenny efekt swiatta oraz wzrastajgcego stezenia JA.

- Autorka zbadata przezywalnos¢ wierzchotkdw wzrostu na pozywce z sacharoza. Z
uznaniem zobaczytem, ze wierzchotki w optymalnych stezeniach sacharozy przezywaty w wysokim
stopniu (nawet w ponad 80%) przez okres przechowywania dochodzacy do 12 tygodni. Zdjecie
kapsutki obnizato te przezywalno$¢. Autorka wykazata takze, ze nasiona kapsutkowane zachowaty
wysoki wspétczynnik namnazania w kulturze z dodatkowg sacharoza, aczkolwiek trudno okredli¢,
ktére stezenie byto najlepsze.

- Stopien zazielenienia kultur byt dobry i w mato zalezny od stezenia sacharozy.

- Zawartos¢ nadtlenku wodoru, proliny oraz cukréw wskazuje, ze stopien ,zestresowania”
kultur nie byt nadmiernie wysoki, a wiec warunki indukcji i regeneracji kultur wierzchotkéw
pedow, zostaty dobrane wtasciwie. Tego wniosku nie umniejszaja pojedyncze przypadki ~bardziej
stresogennych kombinacji warunkéw kultury.

Dyskusja stwierdzam, ze doktorantka wykazata odwage acje, podejmujac sie badari nad
gatunkiem, ktéry z nieokreslonych powodéw spadt do kategorii gatunkéw zagrozonych
wyginigciem. W literaturze naukowej czesto spotyka sie publikacje po$wiecone ratowaniu tych
gatunkéw. Poniewaz liczba tych gatunkéw zwigksza sie szybciej anizeli liczba naukowcow
pracujacych w tej grupie zagadnien, regutg jest, ze niewiele albo zgota jedna osoba pracuje nad
jednym gatunkiem. Ponadto, nie styszatem, aby badania ochroniarskie przynosity duzy splendor.
Jednak jestem nadal przekonany, ze takie badania s3 bardzo potrzebne, a ich znaczenie bedzie



rosto wraz z nasilaniem sie katastrofalnych skutkéw globalnego ocieplenie, cho¢ z drugiej strony,
obawiam sig, ze wizja wzrostu poziomu oceanu $wiatowego wygra z dziesigtkami, a nawet
setkami gingcych gatunkéw roslin i zwierzat.

U réznych gatunkéw przyczyny zagrozenia mogg byé rézne. Przyktadowo, moze by¢ tak, ze
gatunek ginie z powodu zmian klimatycznych, albo klimatyczno/glebowych i wtedy wystarczy
poszukac dla niego siedliska bardziej odpowiadajacego jego wymaganiom. Boje sie jednak, ze jest
to utopia, poniewaz na pewno odezwa sie gtosy, ze tego robi¢ nie wolno, bo to zaburza wyniki
wczesniejszych badan fitosocjologicznych. Swego czasu dowiedziatem sie, ze rosélin zagrozonych
wyginigciem, namnozonych metoda in vitro, nie wolno wysadzi¢ poza miejscem, gdzie aktualnie
ging, zadng miarg nie w ogrodach, ogrédkach parkach itd. Po zakoriczeniu badari wszystkie te
rodliny nalezy zniszczyé pod rygorem kary administracyjnej, a o tym fakcie powiadomié
Ministerstwo. Jedynym wyjatkiem s3 ogrody botaniczne, gdzie mozna te rosliny umiesci¢ za zgoda
dyrektora. | w ten sposob ogrody botaniczne przeksztatg sie w rezerwaty, jak dla Indian.

A jak juz poznamy, stabe strony zagrozonego gatunku, to moze uda sie rozpoczaé prace
celowane w to stabe miejsce. Na przyktad, jesli przyczyng stabosci jest krétka zywotno$é nasion,
mozna podjgc¢ dziatania nad jej przedtuzeniem poprzez hormonizacje, moze stratyfikacje, moze
kontrolowang imbibicje i tak dalej. | dopiero, jak wszystkie metody zawiodg, nalezy podja¢ kroki
ostateczne i przejs¢ do metod in vitro, czy chtodzenia, tak jak chorych wprowadza sie w stan
kontrolowanej $pigczki, albo podpina pod sztuczne krazenie.

Dyskusja

Na wstepie Doktorantka krétko przedstawita cel i przebieg swojej pracy. Niby powtdrzenie, ale
jakze witasciwe w tym miejscu. W szczegdlnosci zaznaczyta, ze szacuje sie, iz dla 5 tysiecy
zagrozonych gatunkéw, metody konserwacji in vivo nie s3 efektywne. Ta konstatacja niejako
»ustawia” oceniang prace i pokazuje wage zastosowanych w pracy metod konserwacji. Nastepnie
Autorka przedstawia znaczenie metod, jakie zastosowata, fizjologiczne podstawy ich dziatania, a
takze efektywnos¢ tych metod. Gtéwnie chodzi mi o kapsutowanie, obnizenie temperatury
wzrostu, role naturalnego spoczynku, dobdr warunkéw swietlnych a w tym mozliwa .odmienng
rola swiatta w kulturach in vitro w poréwnaniu z warunkami naturalnymi, optymalny fotoperiod,
znaczenie cukréw, znaczenie wystepowania ciemnego okresu w procesie hodowli, symulowanie
okresowego niedoboru cukréw i wreszcie efektywno$é stosowania w kulturach in vitro
fitohormonéw hamujacych wzrost, jak ABA i JA i wreszcie role stresu jako catoéciowego procesu i
poszczegolnych jego sktadnikow i czynnikow.

Z uznaniem stwierdzam, ze Doktorantka nie przeprowadzita zubozonej wersji dyskusji,
spotykanej czesto nie tylko w rozprawach doktorskich ale takze w publikacjach, gdzie wystepuje
ona jako ,buchalterskie” poréwnanie uzyskanych przez siebie wynikéw z wynikami opisanymi
przez innych i zaznaczenie ktdére wyniki sg zgodne z cytowanymi publikacjami, a gdzie tej zgody nie
ma. Przedstawiona w rozprawie ,,dyskusja” jest tekstem dojrzatym, wzbogacajacym cata rozprawe
i podnoszgcym znakomicie jej poziom naukowym, a przy okazji $wiadczacym o Autorce, jako
osobie dojrzatej do prowadzenia badan naukowych. Tak wiec bardzo wysoko oceniam
przeprowadzong przed Doktorantke dyskusje.



Podsumowanie i wnioski

Autorka zebrata wyniki swojej pracy, formutujac wnioski, ktére faktycznie petnig funkcje mieszane
— jako wnioski i podsumowanie. Z doswiadczenia wiem, ze czesto doktoranci traktujg obydwa
okreslenia zamiennie. Autorka sformutowata 9 krétkich i konkretnych wnioskéw, ktére oddajg
gtéwne rezultaty wykonanych eksperymentéw. Oceniam je bardzo pozytywnie i przyznam sie, ze
podczas studiowania wielosci zaprezentowanych wynikéw niepokoitem sie o to, jak Doktorantka
poradzi sobie z ich ogarnieciem. Dodatkowb, po podsumowaniu Doktorantka zamiescita dwa
akapity, ktére stanowig wniosek koriczacy prace i wybiegajacy w przysztoéé. Akceptuje ten
fragment pracy i uwazam go za cenne zamkniecie cato$ci rozprawy.

Spis literatury :

Nie mam uwag, co do doboru cytowanych publikacji, ktérych autorka zebrata znaczacg liczbe. Nie
dziwi to zreszty, jedli wzig¢é pod uwage wielo$¢ zagadnien biologicznych, analitycznych i
fizjologicznych, ktére wymagaty omdéwienia lub przedyskutowania.

Whiosek kornicowy

Wyrazam opinig, ktéra we mnie narastata w trakcie studiowania rozprawy, tacznie z tematem,
ktéry pochwalitem na wstepie niejako a priori. Uwazam, ze rozprawa przedstawiona przez Panig
mgr Monike Kamirska, doskonale, wpisuje sie w wysitki botanikéw i ekologéw dla opracowania i
weryfikacji metod konserwacji i przedtuzenia ochrony zagrozonych roélin zagrozonych gatunkéw
na przyktadzie mniszka pieniniskiego (Taraxacum pieninnicum). Badania zostaty przeprowadzone
W oparciu o nowoczesne metody badawcze i analityczne, w tym metode hodowli in vitro, w
chfodzie oraz w temperaturze optymalnej, analizy zmian metabolicznych zachodzacych pod
wptywem zmian réwnowagi hormonalnej w hodowanych tkankach, analizy biochemicznych
aspektow stresu, gtdwnie stresu oksydacyjnego, wreszcie metody badan molekularnych. W tym
znaczeniu Doktorantka wytyczyta nowe drogi badawcze i kompleksowe metody analiz, jako
propozycje dla przysztych badan. Poza tym godna podkreslenia jest szczegétowa analiza
uzyskanych wynikéw, takie prawidtowa i kompletna analiza statystyczna i wreszcie rzadko
spotykana tak szczegétowa dyskusja wynikéw, wykonana, co podkreéle, na podstawie cytowanego
bardzo bogatego pismiennictwa.

Przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie kryteria wymagane dla dysertacji doktorskiej, a
wieloscig przedstawionych wynikéw i merytoryczna waga wiekszosci z nich, plasuje jg w szeregu
tych najlepszych. Wysoko ocenitem takze ,ogarnigcie” catosci przedstawionych detalicznych
wynikéw i wpasowanie ich w ramy podsumowania i konkretnych wnioskéw. Dlatego stawiam
wniosek nie tylko o dopuszczenie Pani mgr Moniki Kamiriskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego, ale takze o wyréznienie rozprawy, a powody tego ostatniego wniosku zawartem w

poprzednim akapicie.
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