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Praca wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Anny Bach

Wstep

Krioprezerwacja jest narzgdziem pozwalajacym bezpiecznie i dtugoterminowo gromadzi¢
material biologiczny zjednoczesnym ograniczeniem przestrzeni ikosztow utrzymywania
probek. Narzgdzie to wpisuje si¢ w strategic zabezpieczania zasobow genowych w warunkach
ex situ.

Chociaz proces witryfikacji, na ktorym opiera sie krioprezerwacja zostat zdefiniowany juz
w 1940 roku, to w przypadku roslin obecnos¢ wakuol, $ciany komérkowej oraz zroznicowana
tolerancja gatunkéw na warunki stresowe przez wiele lat utrudniaty efektywne wprowadzanie
tkanek roslinnych do cieklego azotu (LN). Obecnie opracowane w latach 90-tych ubieglego
wieku techniki krioprezerwacji materialu roslinnego sa juz dobrze poznane i powszechnie
stosowane w tworzeniu bankow genéw roslin uzytkowych. Ze wzgledu na szereg trudnosci
narzgdzie to jest jednak wograniczonym zakresie wykorzystywane w ochronic zasobow
genowych dziko rosnacych gatunkéw chronionych i zagrozonych wyginieciem. Dla tej grupy
roslin kluczowe jest nie tylko opracowanie metody skutecznego zabezpieczania tkanek w LN,
ale réwniez poznanie siedliska, w ktorym dany gatunek wystepuje, a tym samym warunkow
sprzyjajacych jego reintrodukcji. Tylko takie kompleksowe podejécie pozwoli na odniesienie
sukcesu 1 ochronienie gatunkéw przed ich bezpowrotnym straceniem. Warto tu jeszcze
podkresli¢, ze genetycznic warunkowana tolerancja na stres niskiej temperatury i suszy
sprawiaja, ze poza zarodnikami inasionami typu ortodox, kazdy inny rodzaj materiatu
roslinnego wymaga indywidualnego dostosowania warunkéw kriozabezpieczania. 7 tego
wzgledu podjeta w ninigjszej rozprawie doktorskiej problematyka, ktérej celem byto poznanie
stanowisk naturalnego wystgpowania Lilium martagon i opracowanie metody krioprezerwacji

dla ditugoterminowego zabezpieczania tego gatunku w warunkach ex situ jest cennym
przedsiewzigciem tej pracy.

Ocena formalna rozprawy
Rozprawa doktorska sktada sig z trzech publikacji, ktore ukazaty sie w latach 2010, 2014
12017 oraz streszczenia pokonferencyjnego opublikowanego wksigzce abstraktow 2™
International Symposium on Plant Cryopresrvation, ktére odbylo si¢ w 2013r. w Fort Collins,
USA. Laczny wspoélczynnik oddziatywania (Impact Factor) tych prac zgodnie z rokiem
opublikowania wynosi 1,888, a suma punktow MNiSW przynaleznych tym publikacjom - 46.
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Autorami publikacji sg Doktorantka i Jej Promotor, przy czym Doktorantka jest zawsze
pierwszym i korespondencyjnym autorem. Z zatgczonych oswiadczen wynika, ze mgr Marta
Urbaniec-Kiepura uzyskata wszystkie efekty ksztalcenia przewidziane dla Osmego,
doktoranckiego poziomu ksztalcenia (wg Europejskich Ram Kwalifikacji). Posiada Ona
umiejetnosé rozwigzywania probleméw naukowych (wliczajac planowanie 1 wykonywanie
badan oraz analizowanie wynikow i ich publikowanie) oraz szeroka wiedze w dziedzinie,
ktdra reprezentuje.

Prace stanowigce dysertacje zostaly poprzedzone 42-stronicowym opracowaniem
skladajacym si¢ z rozdzialow wystepujacych w klasyczne;j, monograficznej formie rozprawy
doktorskiej. Znajduja sie tam: streszezenie w J¢zyku polskim i angielskim, wstep, hipoteza
i cel badan, metodyka, wyniki i dyskusja, podsumowanie, informacja o zrédtach finansowania
oraz cytowana literatura (156 pozycji). W koncowej czesei tego opracowania Doktorantka
podsumowata swoja aktywnog¢ konferencyjna, zgodnie z ktéra wyniki badan przedstawita na
7 konferencjach (w 5 z nich byla pierwszym autorem). W tej czesci rozprawy Autorka
zamiescila jedna mape i 3 ryciny, ktore porzadkuja i uzupetniajg opublikowane rezultaty
badan.

Na zalgczonej mapie (str. 13) przedstawiajace] wybrane do badan w niniejszej rozprawie
stanowiska Lilium martagon, dwukrotnie zostalo wskazane stanowisko 4 i 5: brakuje zas
stanowiska 2 i 3. Rycina 2 w przedstawionym opracowaniu nie ma opisanych osi. Powolanie
w tekscie na Ryc. 3 na str. 24 jest niewlasciwe, nie pokazuje ona bowiem kietkujacych nasion

lilii zlotoglow. Poza tym ta czes¢ pracy jest przygotowana starannie, z wykorzystaniem
prawidlowej terminologii naukowe;.

Ocena merytoryczna
Cykl opublikowanych prac opatrzony jest wspolnym  tytutem, ktéry precyzyjnie

odzwierciedla tres¢ rozprawy. Cel pracy zostal jasno okreslony i konsekwentnie
zrealizowany.

Wstep zataczonego opracowania porzadkuje i poszerza wiedzg, w oparciu o ktérg zostaly
wykonane badania. W tej czesci pracy Autorka krotko scharakteryzowata Babiogorski Park
Narodowy, na terenie ktorego Lilium martagon wystepuje na 9 stanowiskach. Zataczona jest
tu rowniez charakterystyka badanego gatunku w aspekcie jego wykorzystania w praktyce,
oraz nakreslone przyczyny i status zagrozenia. Kolejno oméwiona zostata krioprezerwacja, jej
dotychczasowe wykorzystanie oraz czynniki, ktére wplywajg na efektywnos¢ tej metody.
Czytajac zar6wno niniejsze wprowadzenie jak i opublikowane prace nie znajduje odpowiedzi
na pytanie, dlaczego sposréd wykorzystywanych powszechnie 4 technik krioprezerwacji
do zabezpieczenia pakéw lilii zlotoglow zostala wybrana technika kropli? W przegladzie
literatury pracy nr 3 Doktorantka podkreslita warto$¢ prowadzenia badan nad opracowaniem
metod gromadzenia fragmentéw tkanek, ktore stanowia dopehienie zalecanej formy ochrony
zasobow roslinnych w postaci nasion. Efektywne metody zabezpieczania tkanek otwieraja
drog¢ ochronie zmiennosci osobniczej populacji roslin chronionych wystepujacych na
niekorzystnych stanowiskach uniemozliwiajacych im wytwarzanie nasion.

W materiale i metodach zostaly podsumowane wykorzystane w do$wiadczeniach
narzgdzia badawcze imaterial roslinny. Doktorantka scharakteryzowata 5 wybranych
stanowisk wystepowania lilii zlotogtéw poprzez okreslenie ich lokalizacji, typu zbiorowiska,
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rodzaju gleby, typu stanowiska (stoneczne, polcieniste, cieniste). Podsumowata krotko
rowniez wykonane analizy chemiczne, ktére objely okreslenie: pH gleby, zasolenie,
zawartos¢ fosforu i potasu oraz wegla organicznego. Warunki stanowiskowe powiazano
z cechami fenotypowymi wystepujacych tam osobnikéw okreslajge: wysokosé, dhugosé
iliczbg lisci oraz liczbe roslin kwitngcych. W pracach eksperymentalnych Doktorantka
sprawnie postuguje sig technikg kultur in vitro, a w przypadku krioprezerwacji technika kropli
zwang tez kropli-witryfikacji. Dokonano ilosciowej oceny efektywnogci krioprezerwacji,
oznaczono fluorescencje chlorofilu oraz wydajnos¢ tlenowa, cytometrycznie okreslono
ploidalno$¢ roslin uzyskanych z nasion oraz pakéw poddanych krioprezerwacji. Wyniki
badan opublikowane w czasopismie Cryol etters (publikacja nr 2 i 3) sa opatrzone analizg
statystyczng, ktorej brakuje w danych przedstawionych w publikacji nr 1.

Wyniki przedstawione w opracowaniu wykraczaja poza dane zawarte w opublikowanych
pracach stanowigcych niniejsza rozprawe doktorskg. Z opracowania dowiadujemy sie, ze
Doktorantka dodatkowo okreslita stadia rozwojowe badanych osobnikéw Lilium martagon
W oparciu 0 nicinwazyjna metode bazujaca na okresleniu liczby lisci wytworzonych przez
ped. Te nieopublikowane dane zostaly przedstawione na Ryc. 2 i daja one szerszy poglad na
stan populacji tego gatunku na badanych stanowiskach w Babiogorskim Parku Narodowym.
Efcktem badan ekologicznych (publikacja nr 1) jest poznanie wplywu warunkow
siedliskowych (glebowych, temperaturowych, o$wietlenia) na rozwdj roslin, kwitnienie
iliczebno$¢  wystepujacych tam  populacji. W efekcie koncowym znajomos$¢ tych
uwarunkowan moze pozwoli¢ na skuteczniejsza reintrodukcje roslin Lilium martagon.

Kolejna publikacja (nr 2) dotyczy opracowania warunkéw krioprezerwacji nasion. Badania
wykazaly, ze nasiona lilii zlotoglow sa typu orthodox. Mozna je zdeponowaé w LN
z zachowaniem przezywalnodcei i zdolnosci do dalszego rozwoju roélin bez specjalnego
przedtraktowania oraz niezaleznie od warunkoéw temperaturowych, w ktérych byly one
przetrzymywane przez okres pot roku od momentu ich zbioru (badano zakres temperatur:
15°C; 5°C; -3°C). Wykazano, ze traktowanie LN skraca $redni czas kietkowania nasion
o okoto 6 dni. W dyskusji przedstawiono mozliwg przyczyne tego pozytywnego zjawiska.
W niniejszej pracy nasiona lilii zlotogléw przechowywano w LN zaledwie 24 h. Czy mozliwe
jest, ze dlugoterminowe przechowywanie w LN nasion badanego gatunku moze
negatywnie wplywaé na ich Zywotnos¢? Czy w literaturze mozna znalez¢ przyklady
stopniowej utraty zywotnosci /zdolno$ei do kielkowania/ materialu roslinnego
postepujacej wraz z czasem jego przechowywania?

Celem trzeciej publikacji (nr 3) bylo opracowanie efektywnego protokotu krioprezerwacji
pakow technika kropli. Pak zawieral merystem oraz jeden zawigzek liscia. Ten typ
eksplantatu okreslano dalej w pracy mianem merystemu, zgodnie z wyjasnieniem dokonanylfn
w metodyce na stronie 10. Jako przedtraktowanie zastosowano: 1) 4-tygodniowe hartowanie
cebul przybyszowych w temperaturze 5°C (kontrola 20°C) i 2) traktowanie izolowanych
wierzchotkow wzrostu pozywka zawierajacg 3 16% sacharozg. Optymalizowano czas
i temperature traktowania roztworem PVS2. Efektem tych badan jest wskazanie protokolu
pozwalajgcego na zabezpieczenie zywotnosci 100% eksplantatéw, z jednoczesnym
zachowaniem ich zdolnosci do odtwarzania roslin na poziomie ponad 93%. Rosliny
otrzymane z przechowywanych w LN pakéw nie wykazywaly zmian fenotypowych oraz
roznic w aktywnosci fotochemicznej. Ponadto nie stwierdzono zmian w ploidalnosci roslin
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otrzymanych Zpoddanych krioprezerwacji nasion (komunikat nr 4) oraz pakow (powolanie
na wyniki badan przygotowywanych do opublikowania). W przypadku pakéw brakuje
informacji na temat liczby przebadanych obiektéw. Opis Ryc. 3B sugeruje, ze zawarto$é

DNA okreslono w roglinie poddangj krioprezerwacji, w rzeczywistosci w LN przechowywano
paki.

Dyskusja przeprowadzona w opublikowanych pracach dotyka podejmowanych watkéw
badawczych i konfrontuje je z literatura.

W pierwszym akapicie podsumowania Autorka wnioskuje iz niska zawartosé fosforu
ipotasu ma wplyw na ograniczenic kwitnienia roslin, Wydaje sic jednak, ze przede
wszystkim  warunki  $wietlne regulujg efektywne kwitnienie roslin lilii - zlotoglow.
Whnioskowanie w tym  zakresie jest utrudnione ze wzgledu na liczebno$é rodlin
W poszczegodlnych populacjach, ktéra waha si¢ od 1 do 30.

Za_najwazniejsze osiagniecie te] pracy uznaje wykazanie, ze krioprezerwacja moze by¢
efektywnym narzedziem w zabezpicczaniu nasion 1 pakow  Lilium martagon. Ponadto
scharakteryzowanie cech osobniczych ro$lin w badanych populacjach na tle warunkéw

siedliskowych moze w przyszlosci przyczynié sie do zwigkszenia powodzenia reintrodukcji
tego gatunku,

Chciatabym prosi¢ o dodatkowe odpowiedzi na nastepujace kwestie zwigzane z tematyka
pracy:
1. Prosz¢ o zwiezle przedstawienie dotychczasowych  osiagnie¢  w zakresie
wykorzystania kultur in vitro w mikrorozmnazaniu Lilium martagon.
2. Ktére zbadanych stanowisk byloby najodpowiedniejsze/zalecane w przypadku
podjecia si¢ reintrodukeji, tak by szanse na jej powodzenie byly jak najwigksze?

Wnhiosek koncowy

Recenzowana rozprawa jest wartosciowym opracowaniem taczacym badania z zakresu
biologii eksperymentalnej roglin i ekologii. Doktorantka wykazata sie dobrg znajomoscia
wiclu technik doswiadczalnych, zdolnosciami koncepeyjnymi, trafnym formutowaniem
wniosk6w, umigj¢tnosciami przygotowania publikacji naukowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Marty Urbaniec-
Kiepury spetnia wymogi okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 63, poz.
595 z dnia 16.04.2003 r. z pozn. zm.) i w zwiazku z powyzszym zwracam sie do Rad_y
Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa Uniwersytetu Rolniczego im. H Koltgtaja
w Krakowie o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

/dr hab. Anna Mikuta, prof. PAN/



