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pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Kamiriskiej

pt. " Przechowywanie kapsufowanych wierzcholk6w wzrostu Toroxocum pieninicum Pawl.

w warunkach kultury in vitro jako, narzqdzie aktywnej ochrony

bior6inorodno6ci genetycznej ro5lin"

Skoticzywszy pierwszy oglqd pracy doktorskiej Pani Kamiriskiej, jeszcze nie, by przystqpii do
pisania recenzji, ale by zorientowai sig w temacie pracy, zadumatem siq, jak r62nie ludzie
postqpujq. Jedni, swojq dzialalno5ciq, przyspieszajq sukcesjq (czyt. wymieranie) gatunk6w, za6

inni starajq siq jq spowolni6 poprzez ratowanie gatunk6w ginqcych, lub zagro2onych wyginiqciem.
Naturalna sukcesja aznacza bowiem zastqpowanie umierajqcych osobnik6w przez rodzqce siq

nowe lub wymieranie jednych gatunk6w i ewolucyjne wyksztatcanie siq nowych. Zatamanie tej
r6wnowagi bywa przyczyna masowego wymierania, lub masowej ekspansji gatunk6w. Kataklizm

taki zdarzal siq w historii liemi, np. w wyniku gwattownych epizod6w kosmicznych lub wielkich

zlodowaced, a tak2e w epoce ekspansji gad6w i, zaryzykowatbym tezq, 2e trwat p6lniej, ju2 jako

czas ekspansji ssak6w, a obecnie ludzi. Sukcesja gatunk6w jest wiqc koniecznym elementem
rozwoju ziemskiej biosfery.

Dominacja ludzi, wywiera rosnqcy wplyw na historiq du2ej liczby gatunk6w ro6lin i zwierzqt

na ogromnych potaciach Ziemi. Dziatalno6i cztowieka, powoduje, niestety, udokumentowane
obawy, 2e jesteSmy w du2ej mierze odpowiedzialni za wymarcie lub wymieranie wielu gatunk6w.

Wymieranie mo2e byi faktem dokonanym, kiedy przestajemy obserwowa6 osobniki okre6lonego
gatunku, lub in stotu noscendi,kiedy liczba osobnik6w z roku na rok systematycznie siq zmniejsza.

Mo2na wskazai wiele przyczyn wymierania gatunk6w, albo ich przej6cia w stan zagro2enia.

Trudno okre5lii z calq pewnoSciq, jaka ich czq56 jest pochodzenia antropomorficznego, jednak

poczucie odpowiedzialnoSci ludzi za stan Srodowiska i kierunek zachodzqcych w nim zmian,
powinno indukowad dziafania w.kierunku ratowania wymierajqcych gatunk6w. Taki" charakter
maja badania prowadzone przez paniq Monikq Kamiriskq w celu okreSlenia mo2liwo5ci
przedtu2ania 2ywotnoSci kapsutowanych wierzchofk6w wzrostu na przyktadzie Toroxacum
pieninicum Pawl. Dodatkowo zauwa2am, 2e ,,Pawl." oznacza, 2e gatunek ten opisat po raz

pierwszy Profesor Bogumil Pawtowski zUJ, a ja sam zdq2ylem jeszcze byd studentem Profesora,

kt6ry zmarf w 1971 roku, wiqc oficjalny 2ywot tego gatunku wydaje siq by6 raczej kr6tki. r,:

Kapsufowanie wierzchotk6w wzrostu roilin nie jest bardzo popularnq metodq prezerwacji

rzadkich genotyp6w ro5linnych. Czq5ciej spotyka siQ metodq kapsutowania zarodk6w
uzyskiwanych metodq in vitro, jednak najpopularniejszq metoda prezerwacji jest krioprezrewacja,

chyba dlatego, 2e jest ona bogata w warianty metodyczne: zr62nicowanie temperatury
przechowywania (ciekly azot lub hel), metodologia przygotowywania tkanek i dochodzenia do

finalnej temperatury, a nastQpnie powrotu do temperatur dodatnich, ale przede wszystkim

bogactwo roztwor6w w kt6rych tkanki sE zamra2ane i substancji stosowanych jako

krioprezerwanty. Rzadziej stosowane sa metody naturalne, polegajqce og6lnie rzecz biorqc na

stwarzaniu warunk6w, w kt6rych procesy wzrostu tkanek sq w najwiqkszym stopniu spowolnione



- np. niska temperatura, czy niska zawarto5i tlenu. Dlatego te2 z uznaniem widzq, 2e autorka
podjqfa ryzyko zastosowania do prezerwacji badanego gatunku roSlin metody kapsutkowania
wierzchotk6w wzrostu i obni2enia temperatury ich wzrostu.

Przedstawiona rozprawa doskonale lokuje siq w Srodowisku biolog6w wydziatu Biologii i

Ochrony Srodowiska UMK o bogatych tradycjach badari nad indukcjq rozwoju ro5lin rozumianego,
jako pojawianie siq nowych organ6w, proces6w, substancji, a ostatnio te2 nowych organizacji
kom6rek. Badania te prowadzone byty przez. kolejne generacje najwiqkszych polskich uczonych,

kt6rzy przejmowali tq tematykq od poprzednik6w i przekazywali nastepcom, 2e wymieniq
chronologicznie Profesor6w: Michniewicza, Kopcewicza, Tretyna, a potem mtodszych, poniewa2

obserwujemy radiacjq tej linii ewolucyjnej i pojawienie siq nowych kierunk6w badari, majqcych

swoich lider6w, co w genetyce ewolucyjnej oznacza,2e ten kierunek ewolucji ma siq dobrze i

nadal siq rozwija. Jednq z liderek, kt6rej badania, mo2liwe, 2e lokujq siq najbli2ej tego gl6wnego
kierunku, jest Pani doktor habilitowana Alina Trejgell, opiekunka Doktorantki. A wszystko to piszq,

by zauwa2y{ 2e Pani mgr Kamiriska miata du2o szczqScia, trafiwszy do szkoty naukowej, gdzie

mogta korzystai z wielkiego doSwiadczenia starszych koleg6w, co zdarza siq relatywnie rzadko.

Uwagi og6lne o pracy

Rozprawa zaczyna siq wykazem irodel informacji sktadajqcych siq na przygotowana rozprawq. Sa

to dwie publikacje, wydane w 2018 roku przez czasopismo ,,impaktowane" Plant Cell, Tissue and

Organ Culture, kt6rych Pani Kamiriska jest pierwszym autorem, 10 komunikat6w i streszczed
pokonferencyjnych, w kt6rych r6wnie2 Doktorantka jest pierwszym autorem (lata publikacji 2015

- 2Ot9), a tak2e wyniki dotqd nieopublikowane. Uznajq liczbq i zakres tematyczny tych wszystkich
irodel za zupetnie wystarczajqcy do przygotowania dobrej rozprawy doktorskiej.

W dalszej kolejnoSci wystqpujq polsko- i angielskojqzyczne streszczenia. Umieszczenie

streszczenia na poczEtku rozprawy nie jest najczq6ciej spotykane w rozprawach doktorskich, sqdzq
jednak, 2e w tym miejscu lepiej spefnia swoje zadanie, zapowiadajac w spos6b ,,kompaktowy"
treSi pracy, za5 umieszczone na kodcu pozwala czytelnikowijedynie na sprawdzenie czy wszystko,

co byto wcze6niej, prawidlowo zrozumiat.

Spis treSci jest do6i detaliczny, jednak nie nadmiernie, choi zauwa2ytem, 2e niekt6re
podrozdziafy zajmujq L/3 strony, a z drugiej strony dwa podrozdilaly 5.2.2.L. i 5.2.2.2. - tqcznie 69

stron. Dalej nastqpuje wykaz stosowanych skr6t6w. Spo6r6d gt6wnych rozdzialSw,
najobszerniejszy jest rozdziat Wyniki, za6 pracq zamykajq Podsumowanie, nieco ukryty wniosek i

na koricu spis cytowanej literatury. Rozprawa ma klasycznq konstrukcjq i obejmuje 79 rycin i

fotografii oraz 24 tabele; mie5ci siq na 204 stronach druku (a tak2e na L4 nienumerowanych
wstqpnych kartach), za6 spis pi6miennictwa - 460 pozycji.

Wstqp (Przeglqd literatury)
Na poczqtku przeglqdu literatury Autorka scharakteryzowala gatunek bqdqcy przedmiotem jej

rozprawy doktorskiej, a wiqc Taraxacum piennicum, czyli mniszek pieniriski. Gatunek ten znajduje

siq w stanie skrajnego zagro2enia, a nawet przez jaki5 czas byf uznawany za wymarty, bo ze zbocza

oberwal siq blok skalny, wraz z porastajqcq go murawE naskalnq, w sklad kt6rej wchodzila ostatnia
kqpa mniszka pieniriskiego. Na szczqScie ujawniono ,,nowq" ostatniq kqpq ro5lin i zn6w bqdziemy



obawiali siQ wydarzenia ostatecznego. Trochq podobnq sytuacjq mieliSmy z Tragankiem
zwistokwiatowym czyli Astragolus penduliflorus, kt6ry r6st w dolinie Smytniej, zamkniqtej dla
turyst6w. Jednak jelenie miafy do niej swobodny wstqp i kt6rej6 zimy zgryzly najwiqksze krzewy
do potowy wysokoSci. Z tego powodu zastanawiatem siq czy wta6ciwe jest tworzenie miejsc
zwanych ,,arkami", w kt6rych majA wegetowai osobniki zagro2onych gatunk6w. Mo2e

skuteczniejsze byloby wyprowadzenie ich na zewnAtrz i uprawa na skwerach, miejscach
rekreacyjnych, a nawei w prywatnych ogrodach i zbadanie, w kt6rych miejscach zagro2one roSliny

czutyby siq najlepiej. W naszej ,,rzqdowej" wersji czqsto bywa, 2e ochrona tych ro5lin polega na

obserwacji coraz rzadszych osobnik6w, aby na koniec wystawid gatunkowi oficjalny akt zgonu.

Je5li chodzi o to, jaka metoda ochrony jest optymalna dla ochrony mniszka pieniriskiego,
przyjmujq za Autorkq, 2e optymalna wydaje siq byi metoda spowolnionego wzrostu,
wykorzystujqca zoptymalizowane dla tego celu wartoSci ,r62nych czynnik6w chemicznych, i

fizycznych spowalniania wzrostu, jak i zastosowanie fitohormon6w. Mam przy tym dwa pytania.
Po pierwsze nie czujq problemu z monitorowaniem iywotnoSci nasion zamroionych w LN,

nawet je5li nie sq to duie pr6bki nasion, a po drugie, przyroda stosuje metodq spowalniania
wzrostu zarodk6w w nasionach pozostajqcych w stanie spoczynku poprzez zmniejszanie ich
wentylacji, w wyniku czego nastqpuje obniienie stqienia tlenu z r6wnoczesnym wzrostem
stqienia dwutlenku wqgla. Czy taka metoda bywa stosowana?

Autorka sfusznie zauwa2a, 2e kultury in vitro bywajq pracochlonne i powtarzanie ich w
trakcie przechowywania obni2a warto5i tych metod. Zauwa2q tylko, 2e podstawowe zastosowanie
tych metod jest inne ani2eli w celach spowolnienia wzrostu tkanek. O r62nych wersjach techniki
krioprezerwacji pisalem wcze6niej i tylko dla porzqdku zauwa2q, 2e warunki ciektego helu (LHe)

moga byi bezpieczniejsze dla materiatu roSlinnego.

Autorka proponuje potqczenie in vitro i chtodu, a wiqc obni2anie temperatury w kulturach
in vitro, przy zastosowaniu r62nych czynnik6w spowalniajqcych wzrost a nieszkodzqcych samym
tkankom, czyli tzw. krioprotektant6w, jak i fitohormon6w, takich jak ABA i JA, u2ytych w
bezpiecznych stq2eniach. Wykorzystuje siq tu fakt, 2e tzw. wsp6tczynnik temperaturowy Qro

zmienia siq wraz z temperaturq, najczq6ciej roSnie wraz zjej spadkiem, a ponadto ma mnlejszq
warto6i dla proces6w fizycznych, jak np. dyfuzja czqsteczek, a wiqkszq dla reakcji chemicznych,
czy enzymatycznych, a nawet dla proces6w wysokiego rzqdu jak przepuszczalnoSd membran, czy

procesy takie jak podzialy kom6rkowe, czy organogeneza. Wsp6tczynnik temperaturowy to
potq2ne narzqdzie i nie zdziwitbym siq, gdyby mialo siq okaza6, 2e mechanizm dzialania obydwu
wymienionych fitohormon6w opiera siq tak2e na r62nych warto6ciach ero dla r62nych reakcji;.

Pojqcia kapsufowanych tkanek i sztucznych nasion czqSciowo siq przenikajq. Czy autorka
moglaby (teoretycznie) w tytule swojej pracy zast4pi6 termin ,,kapsulowane wierzcholki
wzrostu"na termin,,sztuczne nasiona", opierajqc siq na ostatnim akapicie na str 10?

Dalsza czq6i wstqpu po5wiqcona zostata r62nym aspektom dziatania chtodu, w tym
udziatowi stresu oksydacyjnego. Akceptujq informacje zawarte w tym rozdziale, chciatbym jednak

zwr6cii uwage na dwa aspekty. Po pierwsze rozpuszczalnoSd tlenu w wodzie wzrasta w miarq
spadku temperatury silniej ni2 np. azotu. Stqd zawarto6i rozpuszczonego w wodzie tlenu jest

nieco wy2sza ani2eli sktad fazy gazowej ponad po2ywkq. Czy nie sqdzi Pani, ie ta wfa5ciwoS6 tlenu
mo2e w iakim6 stopniu tlumaczyd aktywowanie siq stresu oksydacyjnego w warunkach



chlodowych i wywolywanie proces6w chemicznych, czy nawet motekularnych? A druga sprawa
- czy obni2anie temperatury w kulturach sterylnych, powodujqce wystqpowanie podciSnienia

wewnqtrz naczyti hodowlanych, nie rodzi niebezpieczefstwa ,,zaciqgniqcia" do wnQtrza naczynia
nowej porcji powietrza, niekoniecznie sterylnego? W swoich badaniach pracy spotkatem siq ze

zjawiskiem, 2e kultury rosnace w chtodzie wykazywaly wiqkszy procent zaka2e6, ni2 kultury
rosnAce w wy2szej temperaturze i to nawet przy zamykaniu naczyri parafilmem. Czy Pani nie
spotkala siq z podobnym skutkiem chlodzenia naczyf hodowlanych?

Ostatniq czq56 tego rozdziafu stanowiq rozwa2ania na temat stabilnoSci genetycznej kultur
in vitro. Autorka przedstawita to zagadnienie prawidtowo i nie kwestionujq tych informacji.
Chciatbym jednak zglosii pewne uwagi. Po pierwsze - przyjmuje siq, 2e rozmna2anie przez
protoplasty, albo embriogenezq wiq2e siq z wiqkszym niebezpieczefstwem zmian genetycznych,
w por6wnaniu z organogenezQ somatycznq, czy rozmna2aniem wegetatywnym. Czy2by zmiany te
nasilaty siq, procesach, w kt6rych kultury te przechodzq przez stadium jednokom6rkowe? po

drugie - czy mo2e jest tak, 2e mikrozmiany genetyczne, zachodzqce w kom6rkach, tworzq lqcznie
pewnE naturalnq pulq zmiennoSci genetycznej, z kt6rej gatunek mo2e ,,czerpa(" i wykorzystywai
w ewolucji powszechnej. Z natury swojej, kultury in vitro sq wspaniatym narzqdziem wzmocnienia
dziatari ochroniarskich, zwlaszcza jeSli koriczq siq mikrorozmna2aniem i sukcesem w aklimatyzacji
regenerant6w. Nie chciatbym jednak, aby obawy o wystqpienie zmian genetycznych skutkowaty
zaniechaniem technik prezerwacji. Wolatbym bowiem rozmno2yi ro5liny odbiegajqce genetycznie

od wzorca, ni2 mie6 ten ,,wzorzec" jako ostatni zasuszony egzemplarz w zielniku.

Autorka sformutowala Cel swoich badafi, jako ,,Opracowanie systemu przechowywania
kapsufowanych wierzchofk6w wzrostu pqd6w mniszka pienif skiego w warunkach kultur in vitro o
spowolnionym wzro5cie, co wydlu2a okres miqdzy pasa2ami. Cel ten mo2e wydawa6 siq skromny
na tle calo6ci osiqgniqi kultur in vitro, kt6rymi emocjonujemy siq od nie tak wielu lat ale trzeba
sobie uSwiadomii, 2e na catq naszq wiedzq skladajq siq w ogromnej wiqkszo6ci wyniki takich
jednostkowych badari. To za6 oznacza,2e akceptujq cel badari w przedstawionym brzmieniu.

Material i metody
Na wstqpie opisano metodq kietkowania nasion mniszka i otrzymywania pqd6w pachwinowych ze

zregenerowanych mikroroSlinek, nastqpnie metodq optymalizacji uzyskiwania tych pqd6w i

pobierania fragment6w wierzchofkowych, zwanych sztucznymi nasionami i wreszcie metodykq
do6wiadczer{ zasadniczych nad przedfu2onym przechowywaniem sztucznych nasion, ry."t!fil
metodykq do5wiadczeri hodowlanych, analiz biochemicznych, cytologicznych i molekularnych. Na

koticu opisano u2yte w pracy metody analizy statystycznej. W mojej opinii Autorka zastosowata
metody wta5ciwe do poszczeg6lnych eksperyment6w i nie zglaszam w tej kwestii 2adnych uwag.

Wyniki

L. Badania wstqpne

Pierwotne eksplantaty pqdowe hamowaty wzrost pod wptywem dodatku ABA i JA, natomiast po

dodaniu sacharozy mo2na bylo okre5li6, optymalne dla wzrostu pqd6w i dla kietkowania
sztucznych nasion, stq2enie tego cukru (ok6%1.
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2. Badania zasadnicze

- Pedy zregenerowane z kapsulowanych kultur przeiywaty w ponad 8O%o roczny okres

chtodu. Od poczqtku hodowli Swiatto stymulowato wzrost i ulistnienie pqd6w, natomiast w
nieznacznym stopniu wptywato niekorzystnie na ich prze2ywalno5i przy dalszej hodowli. Jednak

wsp6fczynnik namna2ania nie obni2at siq istotnie podczas najdlu2szego czasu hodowli oraz

podczas aklimatyzacji do wy2szej temperatury po chlodzeniu, przy czym warunek podstawowy dla

aklimatyzacji, a wiqc procent ukorzenienia oraz wzrost i rozw6j korzeni, zostal spelniony.
- Aklimatyzowane kultury regenerowaty nowe pqdy z pqk6w przybyszowych. Ploidalno56

pqd6w przybyszowych, mierzona stosunkiem liczby jqder 2C/4C, nie zale2afa od warunk6w
Swietlnych dla kultur in vitro i ro6lin kontrolnych, rosnqcych w glebie, aczkolwiek najbardziej

zbli2one do kontroli byly ro6liny in vitro hodowane na 6wietle,. Ro5liny te zostaty por6wnane tak2e

pod wzglqdem ich stabilnoici genetycznej. Doceniam staranno6i Doktorantki i odnotowujq
koricowy wynik analiz, 2e profile fragment6w DNA uzyskanych tymi metodami byty takie same dla

kontroli i dla ro5lin uprawianych w warunkach in vitro, aczkolwiek nawet ujawnienie jakiej6

niestabilno5ci genetycznej nie deprecjonowafoby tych wynik6w w obliczu naczelnego celu, a wiqc

zmn iejszen ia niebezpieczef stwa wygin iqcia badanego gatu nku.

Wptyw ABA dodanego w trakcie prekultury lub do sztucznego nasiona
- Dodatek ABA zmniejszyt szybko66 wzrostu ro6lin w por6wnaniu z kontrolq. Efekt ten nasilat

siq przy zwiqkszaniu stq2enia hormonu. W ciemno6ci wzrost korzeni byl zahamowany, a w
obecno6ci ABA zupetnie ustawat.

- Widoczny jest wptyw ABA na liczebno6i zregenerowanych pqd6w, zwlaszcza w ciemno5ci,

efektywniejsze sq stq2enia ABA: >10 mg/|. Przedtu2enie kultury do czasu drugiego pasa2u

powt6rzylo ten efekt, ale wtedy, gdy stq2enie ABA byfo mniejsze od 15 mg/|.
- Prze2ywalnoS6 sztucznych nasion po dodaniu ABA. Nie mo2na byfo istotnie poprawii tego

wskainika dziatajqc egzogennym ABA, poniewa2 prze2ywalno6i roSlin kontrolnych wahata siq w
przedziale 80 - 9O%. Autorce pozostato jedynie,,wytowienie" nielicznych kombinacji Swiatlo/ABA,
gdzie prze2ywalnoS6 siqgata IOO%, lub skupienie siq na najdfu2szej kulturze (9 miesiqcy), Tu,

rzeczywiScie widai najwiqcej kombinacji Swiatlo/stq2enie hormonu, gdzie prze2ywalnoSi jest

najwiqksza, je6li ABA dodawano do kapsutki.

- Procent ukorzenionych pqd6w po drugim pasa2u. Przy skr6ceniu czasu kultury sztucznych

nasion korzystniej dziata mniejsze stq2enie ABA, zai przy dfu2szej hodowli - stq2enie wiqksze i

wtedy pqdy ukorzenione stanowiq wiqcej ni290% wszystkich pqd6w.

- ABA dodany do ostonki sztucznych nasion zwiqkszat zawarto5i chlorofilu w li6ciach jednak

tylko, gdy okres kultury byt niedlu2szy ni2 6 miesiqcy, przv czym wyisze stq2enie ABA byto

korzystniejsze przy dfu2szych czasach kultury.
- Wieksze stq2enie ABA generowato silniejszy stres oksydacyjny w sztucznych nasionach

(wiqksze stq2enie nadtlenku wodoru), efekt ten wystqpowal w 5 na 6 serii pomiarowych. Swiatto

indukowato silniejszy stres ni2 jego brak (w 25 wariantach stq2enie nadtlenku wodoru byto

wiqksze na Swietle, a tylko w 2 - mniejsze), niezale2nie od stq2enia ABA.

- Cht6d i Swiatlo lqcznie generowafy silniejszy stres oksydacyjny mierzony szybko5ciq

dekompozycji lipid6w membranowych. Swiatlo indukowato silniejszy stres ni2 jego brak (w 26



wariantach, stq2enie MDA bylo wiqksze na Swietle, a tylko w L - mniejsze), niezale2nie od stq2enia
ABA i czasu chtodzenia, co sugeruje celowo66 przechowywania sztucznych nasion w ciemnojci.
- Swiatfo indukowalo te2 silniejszy stres, mierzony stq2eniem proliny. Jest to ciekawa
informacja, SdYi nie brak publikacji, kt6re poddajA w wqtpliwo5i wartoSd stq2enia proliny, jako
wskalnika natq2enia stresu. W przedstawianych wynikach zawarto5i proliny w kulturach
prowadzonych na Swietle byfa w 26 kombinacjach wy2sza, a tylko w 1- mniejsza. Silniejszy stres
charakteryzowaf kultuiy, w kt6rych ABA podawany byt do wnqtrza kapsufki.
- Swiatfo sprzyjato akumulacji cukr6w w tkankach, co wydaje siq oczywistym efektem.
- Po zakodczeniu chtodzenia i przeniesienia ro5lin do warunk6w optymalnych fluktuacje
parametr6w biochemicznych zmniejszyty siq, co wskazuje na stabilizacjq fizjologicznq kultur.
Dotyczy to w szczeg6lno6ci zawartoSci chlorofilu w liSciach.

- Dodatek r62nych stq2efi JA do kultur uprzednio chlodzonych, w celu konwersji ro5lin
pokazuje, 2e uzyskane ro6liny sq mniejsze w por6wnaniu z kontrolnymi i efekt ten nasila siq wraz
ze wzrostem stq2eniem JA. Pamiqtai jednak trzeba, 2e celem rozprawy jest m.in. spowolnienie
wzrostu ro5lin, a w takim przypadku mo2na przyjq(,2e JA spetnil postulowanq rolq.
- Wsp6lczynnik namna2ania pqd6w byl wiqkszy w kulturach z ciemno6ci. Ten efekt jest w
pelni zrozumialy, poniewa2 wcze6niej autorka pokazala, 2e w ciemno6ci r62ne wskainiki zgodnie
pokazujq, obni2enie stresu. Wplyw JA jest bardziej skomplikowany i przed przystqpieniem do
szerzej zakrojonych badari, np. przy staraniach o grant, nale2atoby czq56 badari powt6rzyd
selekcjonujqc tylko niekt6re kombinacje parametr6w wzrostu. Mo2e te2 datoby siq ponownie
tqcznie przeanalizowai tabele i odpowiadajqce im fotografie, dla znalezienia zbie2no5ci.
Wptyw JA na przechowywane kultury
- Tawarto5i chlorofilu' w badanych kombinacjach ,,warunki kultury/stq2enie JA" byta
zmienna. Na 24 takie kombinacje w 18 przypadk6w zawarto66 JA byta mniejsza, a w 6

przypadkach - wiqksza. Test parametryczny powinien wskazai wiqkszq czqstoSi przypadk6w
pierwszego rodzaju. Mo2e nale2atoby ponownie zbadai najbardziej skrajne kombinacje roSlin z

wiqkszym stq2en iem ch lorofilu.
- Wptyw JA na zawartoii nadtlenku wodoru (natq2enie stresu oksydacyjnego)1'est trudny
do interpretacji, gl6wnie z tego powodu, 2e dominujqcy jest wptyw Swiatfa na jego wielko6i.
Faktyczny wpfyw Swiatta mo2na udowodnid nawet stosujqc test nieparametryczny, uzyskujqc
bardzo wysoki poziom istotnoSci. W przypadku hodowli sztucznych nasion wysokie stq2enia JA

czq5ciej indukujq mniejszy stres oksydacyjny, natomiast gdy hormon ten dodaje siq do po2ywki
wy2szy stres indukujq kultury w kt6rych JA jest dodawany w wy2szych stq2niach.
- Wptyw JA na trwato5i lipid6w bfonowych. Jak poprzednio, Swiatto jest dominujqcym
czynnikiem generujqcym stres oksydacyjny i jego degradujqcy wplyw na strukturq lipid6w
membranowych. Je6li JA dodawany jest do wnQtrza kapsut, w6wczas jego dziafanie stopniowo siq
zmniejsza tak, jakby z czasem hormon ten siq zuiywal,lub dyfundowat na zewnAtrz.
- Swiatlo silnie stymuluje zawarto5i proliny. Po kr6tkiej inkubacji stq2enie proliny jest
najwiqksze, mo2liwe, 2e nastqpuje czq6ciowe adaptacja do stresu i zawarto6ci proliny generalnie
siq zmniejszajq.

- Zawarto6d cukr6w. Zanim przejdq do om6wienia tych wynik6w, proszQ o wyjaSnienie
metodycznego. ZawartoS6 proliny i cukr6w wyznaczano na Lmg tkanki, ale czy byfo to przeliczenie



na/mg s.m. czy na mg 5w.m. Nie musi Pani udziela6 odpowiedzi, wystarczy uwzglqdnid jednostkq
na prezentacii. CzqSciej obserwowano akumulacjq cukr6w, je5li JA byf dodany do wnqtrza kapsut.
Interesujqce te2 jest to, 2e JA dziala w najmniejszym stq2eniu, a p6lniej obserwuje siq jakby

,,zmqczenie tkanki" nadmiarem tego hormonu. Natomiast oczywistym jest, 2e nale2y
skonfrontowa6 zawarto5ci cukr6w z 2ywotno5ciq tkanek, namna2aniem itp.
- Autorka badata te2 wsp6tdziatanie lub konkurencjq pomiqdzy r62nymi fitohormonami. JA

na Swietle silnie stymulowat akumulacjq ABA, natomiast czqsto hamowat stg2enie ABA poni2ej
kontroli. Wysoki poziom JA na poczqtku kultury spadat podczas jej kontynuowania, ale nawet po

9 miesiqcznej hodowli pozostawaf wy2szy ni2 dodany do po2ywki lub do kultury. Szybko6i tego
spadku byia tym wiqksza im mniej hormonu zawieralo 6rodowisko. Jest to zadziwiajqcy efekt.
Czy2by Swiadczyt on o tym, 2e bionowe receptory albo transportery JA uodporniajq siq i slabiej
przenosza JA w warunkach wiqkszego stq2enia tego hormonu w Srodowisku?
Analizy wykonane po namnoieniu chfodzonych pqd6w w warunkach optymalnych
- Zawarto56 chlorofilu w tkankach zmieniata siq w relatywnie niewielkim stopniu, co nie
dziwi, jednak zaskakujqce jest to, 2e w tkankach rosnqcych na Swietle zawarto6i ta byla mniejsza.
Moina bytoby wiqzai ten fakt ze zmianami w uwodnieniu tkanek. Innq przqczvnE zr62nicowania
stq2ef chlorofilu w por6wnywanych obiektach mogtoby byi zapotrzebowanie na asymilaty, kt6re
jest wypadkowq intensywnoSci wzrostu tkanek oraz intensywno5ci oddychania, bo chlorofilu nie
mo2na traktowai, jak innej substancji, kt6ra mo2e siq akumulowai w tkankach. Co Pani o tym
sqdzi?

- Zawartoii proliny podczas wzrostu kultur w po2ywce i w kapsulkach w optymalnych
warunkach, kilkakrotnie siq zmniejszyfa, co prawdopodobnie wiqzato siq z wy2szA temperaturA
wzrostu. Pozostat jedynie stresogenny efekt Swiatfa oraz wzrastajqcego stq2enia JA.

- Autorka zbadata prze2ywalno6d wierzchotk6w wzrostu na po2ywce z sacharozq. 7

uznaniem zobaczytem, 2e wierzcholki w optymalnych stq2eniach sacharozy prze2ywaty w wysokim
stopniu (nawet w ponad 80o/o) przez okres przechowywania dochodzqcy do 12 tygodni. Zdjqcie
kapsulki obni2ato tq prze2ywalno6i. Autorka wykazata tak2e, 2e nasiona kapsutkowane zachowaty
wysoki wsp6fczynnik namna2ania w kulturze z dodatkowq sacharozq, aczkolwiek trudno okre5lii,
kt6re stq2enie byto najlepsze.

- Stopief zazielenienia kultur byl dobry i w malo zale2ny od stq2enia sacharozy.
- ZawartoS6 nadtlenku wodoru, proliny oraz cukr6w wskazuje, 2e stopied ,,zestresowania"
kultur nie byt nadmiernie wysoki, a wiqc warunki indukcji i regeneracji kultur wierzchofk6w
pqd6w, zostaty dobrane wlaSciwie. Tego wniosku nie umniejszajq pojedyncze przypadki ,,bardziej
stresogennych kombinacji warunk6w kultury.

Dyskusja stwierdzam, 2e doktorantka wykazata odwagq acjq, podejmujqc siq badad nad
gatunkiem, kt6ry z nieokre6lonych powod6w spadt do kategorii gdtunk6w zagro2onych

wyginiqciem. W literaturze naukowej czqsto spotyka siq publikacje po5wiqcone ratowaniu tych
gatunk6w. Poniewa2 liczba tych gatunk6w zwiqksza siq szybciej ani2eli liczba naukowc6w
pracujqcych w tej grupie zagadniefi, regulq jest, 2e niewiele albo zgota jedna osoba pracuje nad
jednym gatunkiem. Ponadto, nie styszalem, aby badania ochroniarskie przynosity du2y splendor.
Jednak jestem nadal przekonany, 2e takie badania sq bardzo potrzebne, a ich znaczenie bqdzie



rosto wraz z nasilaniem siq katastrofalnych skutk6w globalnego ocieplenie, choi z drugiej strony,

obawiam siq, 2e wizja wzrostu poziomu oceanu Swiatowego wygra z dziesiqtkami, a nawet
setkamiginqcych gatunk6w roSlin i zwierzqt.

U r62nych gatunk6w przyczyny zagro2enia moga by6 r62ne. Przykladowo, mo2e byi tak, 2e

gatunek ginie z powodu zmian klimatycznych, albo klimatyczno/glebowych i wtedy wystarczy
poszukai dla niego siedliska bardziej odpowiadajqcego jego wymaganiom. Bojq siq jednak, 2e jest

to utopia, poniewa2 na pewno odezwq siq gtosy, 2e tego robi6 nie wolno, bo to zaburza wyniki
wcze5niejszych badari fitosocjologicznych. Swego czasu dowiedziatem siq, 2e roSlin zagro2onych

wyginiqciem, namno2onych metodq in vitro, nie wolno wysadzii poza miejscem, gdzie aktualnie
ginq, 2adnq miarq nie w ogrodach, ogr6dkach parkach itd. Po zakofczeniu badafi wszystkie te
ro6liny nale2y zniszczy( pod rygorem kary administracyjnej, a o tym fakcie powiadomi6

Ministerstwo. Jedynym wyjqtkiem sq ogrody botaniczne , gdzig mo2na te ro6liny umieicii za zgodq
dyrektora. I w ten spos6b ogrody botaniczne przeksztafq siq w rezerwaty, jak dla Indian.

A jak ju2 poznamy, stabe strony zagro2onego gatunku, to mo2e uda siq rozpoczqi prace

celowane w to slabe miejsce. Na przyktad, je6li przyczyna slabo5ci jest kr6tka 2ywotno6i nasion,

mo2na podjqi dziatania nad jej przedtu2eniem poprzez hormonizacjq, mo2e stratyfikacjq, mo2e

kontrolowanq imbibicjq i tak dalej. I dopiero, jak wszystkie metody zawiodq, nale2y podjqi kroki

ostateczne i przejSi do metod in vitro, czy chlodzenia, tak jak chorych wprowadza siq w stan

kontrolowanej Spiqczki, albo podpina pod sztuczne krq2enie.

Dyskusja

Na wstqpie Doktorantka kr6tko przedstawita cel i przebieg swojej pracy. Niby powt6rzenie, ale
jak2e wta5ciwe w tym miejscu. W szczeg6lnoSci zaznaczyla, 2e szacuje siq, i2 dla 5 tysiqcy

zagro2onych gatunk6w, metody konserwacji in vivo nie sq efektywne. Ta konstatacja niejako

,,ustawia" ocenianq pracq i pokazuje wagq zastosowanych w pracy metod konserwacji. Nastqpnie

Autorka przedstawia znaczenie metod, jakie zastosowala, fizjologiczne podstawy ich dziatania, a

tak2e efektywnoSi tych metod. Gt6wnie chodzi mi o kapsutowanie, obni2enie temperatury
wzrostu, rolq naturalnego spoczynku, dob6r warunk6w Swietlnych a w tym mo2liwq.odmiennq
rola Swiatta w kulturach in vitro w por6wnaniu z warunkami naturalnymi, optymalny fotoperiod,
znaczenie cukr6w, znaczenie wystqpowania ciemnego okresu w procesie hodowli, symulowanie
okresowego niedoboru cukr6w i wreszcie efektywno6i stosowania w kulturach in vitro
fitohormon6w hamujqcych wzrost, jak ABA i JA i wreszcie rolq stresu jako calo5ciowego procesu i

poszczeg6lnych jego skladnik6w i czynnik6w

Z uznaniem stwierdzam, 2e Doktorantka nie przeprowadzita zubo2onej wersji dyskusji,

spotykanej czqsto nie tylko w rozprawach doktorskich ale tak2e w publikacjach, gdzie wystqpuje
ona jako ,,buchalterskie" por6wnanie uzyskanych przez siebie wynik6w z wynikami opisanymi
przez inflych i zaznaczenie kt6re wyniki sq zgodne z cytowanymi publikacjami, a gdzie tej zgody nie

ma. Przedstawiona w rozprawie ,,dyskusja" jest tekstem dojrzatym, wzbogacajqcym catq rozprawq
i podnoszqcym znakomicie jej poziom naukowym, a przy okazji Swiadczqcym o Autorce, jako

osobie dojrzatej do prowadzenia badaf naukowych. Tak wigc bardzo wysoko oceniam
przeprowadzonq przed Doktorantkq dyskusjq.



Podsumowanie iwnioski
Autorka zebrafa wyniki swojej pracy, formulujqc wnioski, kt6re faktycznie petniq funkcje mieszane

- jako wnioski i podsumowanie. Z do6wiadczenia wiem, 2e czqsto doktoranci traktujq obydwa

okre6lenia zamiennie. Autorka sformutowata 9 kr6tkich i konkretnych wniosk6w, kt6re oddajq
gt6wne rezultaty wykonanych eksperyment6w. Oceniam je bardzo pozytywnie i przyznam siq, 2e

podczas studiowania wielo5ci zaprezentowanych wynik6w niepokoitem siq o to, jak Doktorantka
poradzi sobie z ich ogarniqciem. Dodatkowo, po podsumowaniu Doktorantka zamie6cita dwa

akapity, kt6re stanowiq wniosek koriczqcy pracq i wybiegajEcy w przyszloSi. Akceptujq ten
fragment pracy i uwa2am go za cenne zamkniqcie cato6ci rozprawy.

Spis literatury
Nie mam uwag, co do doboru cytowanych publikacji, kt6rych;autorka zebrata znaczEcE liczbq. Nie

dziwi to zresztq, je5li wziqi pod uwagq wielo6d zagadnieri biologicznych, analitycznych i

fizjologicznych, kt6re wymagaty om6wie n ia lu b przedyskutowa n ia.

Wniosek koficowy

Wyra2am opiniq, kt6ra we mnie narastala w trakcie studiowania rozprawy, lqcznie z tematem,
kt6ry pochwalitem na wstqpie niejako a priori. Uwaiam, 2e rozprawa przedstawiona przez Paniq

mgr Monikq Kamifiskq, doskonale, wpisuje siq w wysitki botanik6w i ekolog6w dla opracowania i

weryfikacji metod konserwacji i przedtu2enia ochrony zagro2onych roSlin zagro2onych gatunk6w
na przyktadzie mniszka pieni6skiego (Toroxacum pieninnicuml. Badania zostaly przeprowadzone

w oparciu o nowoczesne metody badawcze i analityczne, w tym metodq hodowli in vitro, w
chfodzie oraz w temperaturze optymalnej, analizy zmian metabolicznych zachodzqcych pod

wptywem zmian r6wnowagi hormonalnej w hodowanych tkankach, analizy biochemicznych

aspekt6w stresu, gt6wnie stresu oksydacyjnego, wreszcie metody badai molekularnych. W tym
znaczeniu Doktorantka wytyczyfa nowe drogi badawcze i kompleksowe metody analiz, jako

propozycje dla przyszlych badari. Poza tym godna podkreSlenia jest szczeg6fowa analiza

uzyskanych wynik6w, tak2e prawidfowa i kompletna analiza statystyczna i wreszcie rzadko

spotykana tak szczeg6towa dyskusja wynik6w, wykonana, co podkre6lq, na podstawie cytowanego
bardzo bogatego piSmien nictwa.

Przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie kryteria wymagane dla dysertacji doktorskiej, a

wieloSciq przedstawionych wynik6w i merytorycznE wagq wiqkszoSci z nich, plasuje jq w szeregu

tych najlepszych. Wysoko ocenitem tak2e ,,ogarniqcie" cato6ci przedstawionych detalicznych
wynik6w i wpasowanie ich w ramy podsumowania i konkretnych wniosk6w. Dlatego stawiam
wniosek nie tylko o dopuszczenie Pani mgr Moniki Kamifrskiej do dalszych etap6w przewodu

doktorskiego, ale tak2e o wyr62nienie rozprawy, a powody tego ostatniego wniosku zawartem w
poprzednim akapicie.
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