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Praca doktorska Pana Krzysztofa Nowaka dotyczy mikrorozmnazania cennego gatunku
ozdobnego jakim jest lilia ztotogtow (Lilium martagon L.). Ta cebulowa roslina zashuguje na
uznanie ze wzgledu na naturalne wystepowanie na terenie Polski i mozliwe zagrozenie
populacji wyginigciem. Od zawsze gatunki ozdobne narazone byly na niszczenie lub nielegalne
przenoszenie ze stanowisk naturalnych do prywatnych kolekcji. Lilia zlotoglow oprocz
niezwykle dekoracyjnych kwiatow, posiada takze wiasciwoéci lecznicze wykorzystywane
dawniej w medycynie ludowej, co dodatkowo potegowato niszczenie naturalnych populacji
tego gatunku. Wazne jest wigc poswigcenie badan i wykorzystanie nowoczesnych technik
jakimi obecnie dysponujemy, celem opracowania jak najbardziej efektywnej metody
rozmnazania tego wartoSciowego gatunku. Zwigkszenie na rynku dostgpno$ci materiatu
nasadzeniowego zmniejszy pozyskiwanie roélin ze stanowisk naturalnych, za czym idzie
ochrona populacji przed niszczeniem przez ludzi.

I w tym miejscu nasuwa si¢ moje pierwsze pytanie: czy mozina/czy powinno sig
wykorzysta¢é material otrzymany in vitro w celu zasilenia naturalnych populacji roslin
zagroZonych wyginieciem? Prosze o uzasadnienie swojego stanowiska w tej sprawie.

Celem przedstawionych w pracy badan bylo opracowanie wydajnej metody
mikrorozmnazania lilii zlotoglow z wykorzystaniem pozywek plynnych, co moze przyczynié
sig do intensyfikacji procesu namnazania cebul przybyszowych oraz poszerzy wiedze na temat
reakcji ro$lin na warunki kultury ptynnej. Przedstawiona praca jest stosunkowo obiecujacym
opracowaniem wielotorowych badan nad ré6znymi aspektami majacymi wplyw na namnazanie
lilii w kulturach in vitro. Jako zwolennik taczenia nauki z jej praktycznym zastosowaniem,
moge na wstgpie stwierdzié, ze praca zdecydowanie ma potencjat do bezposredniego wdrozenia
(w tym produkcji w bioreaktorach), co jest jej wielkq zaleta.

Przedstawiona do recenzji dysertacja liczy 105 stron i sktada si¢ z 9 gtéwnych
rozdziatlow. Tres¢ wzbogacono 17 tabelami i 36 rycinami (w sktad ktoérych wchodza fotografie
i wykresy). Cato$¢ pracy zgodnie ze spisem literatury oparto na 170 pozycjach, z czego jednak
jednej pozycji ze spisu brak w tekscie, za$ 2 cytowanych w tekscie nie ma w spisie literatury.

Rozdziat Wstep jest krotki i tresciwy. Wprowadza w tematyke pracy i uzasadnia
celowos¢ podjetych badan nad mikorozmnazaniem lilii zlotogtow (Lilium martagon L.),



gatunku niewatpliwie ozdobnego, jednak w Polsce objetego ochrong gatunkowa ze wzgledu na
zagrozenie wyginigcia populacji gtéwnie z powodu $cinania atrakcyjnych kwiatéw.

Rozdzial Przeglad literatury zawarto na 34 stronach, z czego 15 stron zajmujg
obszerne tabele (tacznie 3) przedstawiajace zbidr dotychczasowych osiagnie¢ z zakresu
mikrorozmnazania gatunkéw z rodzaju Lilium, poswigcone poszczegdlnym zagadnieniom: od
wydajnosci namnazania na réznych pozywkach, az po typ wykorzystanych eksplantatow
pierwotnych i wtérych. Cato$¢ przegladu literatury podzielono na 4 gléwne rozdziaty i 8
podrozdziatéw dla tematu poswigconego $cisle tematyce pracy, czyli rozmnazaniu lilii w
kulturach in vitro.

W przegladzie literatury Autor wykazal si¢ bardzo dobra znajomoscig tematu i
wiasciwego doboru pozycji do przedstawienia podjetej w pracy problematyki. Przedstawit
systematyke rodzaju Lilium wraz z przyjeta klasyfikacja ogrodnicza poszczegdlnych grup lilii
ogrodowych, a nastgpnie szczegétowo opisal wystgpowanie, morfologie i cykl rozwojowy
gatunku jakim zajmowat si¢ w pracy (L. martagon L.). Znaczaca czesé przegladu literatury
doktorant poswigcit metodom rozmnazania lilii, co uwazam za bardzo wazny aspekt w
kontekscie przeprowadzonych w pracy badaf. Powszechnie stosowana metoda rozmnazania
wegetatywnego wszystkich gatunk6w i odmian lilii jest otrzymywanie cebul przybyszowych z
tusek cebuli matecznej (tzw. tuskowanie). Jest to stosunkowo prosty sposéb reprodukcji, jednak
z jednej tuski otrzymuje sig przecigtnie 3 cebule potomne, a z jednej duzej cebuli matecznej
mozna odfamac¢ Srednio 30 tusek. Nastgpnie Doktorant stusznie wskazat, ze technika in vitro
gwarantuje wysoka wydajno$¢ rozmnazanie ro§lin w poréwnaniu do tradycyjnie
wykorzystywanych metod. W tym fragmencie Autor przedstawil mozliwosé wykorzystania
podczas mikrorozmnazania lilii wybranych typoéw regeneracji i warunkujacych je czynnikow,
a takze roznych eksplantatéw oraz pozywek z réznymi modyfikacjami. Zakoficzeniem
rozdziatu jest przedstawienie problematyki aklimatyzacji lilii oraz nastepczego wplywu
czynnikéw z fazy namnazania in vitro cebul, na ten etap. Krétko wspomniano tez w ostatnim
podrozdziale o mozliwo$ci zmian liczby chromosoméw w materiale uzyskanym in vitro.

Na duze uznanie zastuguje bogaty zbiér dostgpnych w literaturze danych, dotyczacych
poszczegblnych zagadnien zwiazanych z mikrorozmnazaniem lilii, zebrany w 3
kilkustronicowych tabelach, co wskazuje na doglgbna analize tematu przez Autora oraz
ogromng pracg wlozona w stworzenie takiego zestawienia opartego na tylu pozycjach.

Rozdzial Materialy i metody zostat skonstruowany prawidtowo i do$¢ szczegétowo na
7 stronach, jednak brak jest zachowania konsekwencji podrozdziatéw w odniesieniu do
omawianych dalej wynikéw. W przypadku oceny kietkowania nasion, doktorant powotuje sie
na wspotczynnik Piepera (przyjgta poprawna forma nazwiska to Pieper, a nie Piper), jednak
brak jest wlasciwego zrédta literatury: powinno cytowac si¢ pierwszego autora publikujacego
dane wyniki/czy wzory, a nie inng (p6zniejsza) publikacjg, w ktorej tylko wykorzystano czyje$
dane zZrédtowe. W tym przypadku powinna pojawié si¢ publikacja: Pieper G, Eggebrecht H.
1952. Das Saatgut (...), chyba, ze zastosowano modyfikacje wzoru Piepera w publikacji
Dorywalskiego i in. 1964 i to ja wykorzystano w pracy? Jesli tak, to brak o tym wzmianki w
pracy. Na pewno nalezy zwrdci¢ uwagg na prawidtowy opis stosowanych wzordéw, gdyz
niestety w w/w wzorze dotyczacym wspdtczynnika kietkowania nie sporzadzono wiasciwej
legendy wykorzystanych symboli. W przypadku umowne;j skali opracowanej dla oceny kalusa
pomocnym mogloby si¢ okaza¢ zamieszczenie zdjgcia odpowiadajacego jej opisowi. W
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podrozdziale 5.3.2. pojawia sig termin pobrania prébek do analiz histologicznych, gdzie autor
wskazuje na utrwalenie préb po 12 tygodniach od zalozenia dos$wiadczenia inicjacji
organogenezy. Jest to jednak sprzeczne z informacjami umieszczonymi w wynikach (po 16
tygodniach).

Analiza statystyczna nie zostala opisana szczegdtowo pod katem poszczegdlnych
doswiadczefi, co jest trudne przy pdzniejszej interpretacji wynikéw (w zalezno$ci od
doswiadczenia pojawia si¢ analiza jedno-, dwu- lub trzyczynnikowa). Mimo przedstawienia
niektérych wynikéw w procentach, w opracowaniu statystycznym nie ma wzmianki o
przeprowadzonej transformacji danych. Czy taka transformacja zostala wykonana? Oraz czy
nie zasadnym bylo wykorzystanie tylko 3-czynnikowej analizy wariancji dla wynikéw z etapu
namnazania?

W metodyce brakuje jednak uzasadnienia celowosci wykonania oceny ploidalno$ci
otrzymanych rolin. Zagadnienie ogélnie potraktowano pobocznie zaczynajac od przegladu
literatury, przez wspomniana metodyke, az do opisu otrzymanych wynikow.

Rozdziat Wyniki zostat opracowany bardzo szczegétowo. Zebrane dane sa niezwykle
istotne z punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego, gdyz otwieraja mozliwo$ci
praktycznego wykorzystania do szybkiego namnazania cebul przybyszowych w kulturach
ptynnych. Ponadto przedstawione w recenzowanej rozprawie doktorskiej wyniki moga byé
podstawa do opracowania protokotéw rozmnazania dla innych waznych roslin cebulowych.

W pierwszym punkcie wynikéw Doktorant opisat skuteczna inicjacje kultur z
wykorzystaniem dezynfekcji powierzchniowej nasion lilii ztotogtéw. Nastepnie przedstawiono
proces kielkowania nasion i rozwoju siewek lilii ztotogléw w warunkach in vitro z podzialem
na cztery etapy, co dodatkowo zilustrowano autorskg rycina. W kolejnym punkcie opisano
wyniki dla organogenezy przybyszowej, gdzie wskazano Ze na wylozonych fragmentach
korzeni nie obserwowano formowania organéw przybyszowych, za$ korzenie w miare trwania
kultury zamieraty. Zatem do dalszych do$wiadczenn wykorzystano jedynie tuski cebulowe, na
ktorych organogeneza zachodzila z intensywno$cig zalezna od zastosowanej pozywki. Zrédiem
energii dla regenerujacych w kulturach in vitro eksplantatéw sa weglowodany, za$ stan
skupienia pozywki wptywa zazwyczaj na wspotczynnik regeneracji. Doktorant wykazatl, ze
stezenie sacharozy, ktéra jest najczeiciej wykorzystywanym zrodtem weglowodanéw w
pozywce ma istotny wptyw na inicjacjg cebul przybyszowych u lilii, a jej zawarto$¢ ponizej 3%
ogranicza liczbg inicjowanych cebul przybyszowych oraz ogranicza ich wzrost. Niezaleznie od
stezenia sacharozy, na pozywce plynnej z jednego eksplantatu mozna uzyskac istotnie wigcej
cebul przybyszowych (oraz korzeni i liSci), oraz prawie 3-krotnie wiecej kalusa, w poréwnaniu
do pozywki stalej. Istotng obserwacjg jest pojawiajace si¢ zjawisko witryfikacji, ktora stanowi
czesty problem w kulturach tkankowych. Doktorant wykazat, ze ta niepozadana deformacja
tkanek, objawiajaca si¢ nadmiernym uwodnieniem, pojawia sie w trakcie namnazania cebul w
kulturach ptynnych, za§ w ogdle nie obserwowano tego zjawiska na pozywkach zestalonych
agarem. I w tym miejscu stawiam nastgpne pytania: Z czego moze to wynikaé? Jakie sq
najczestsze powody wystepowania witryfikacji? Czy jest to proces odwracalny?

Do ukierunkowania, przyspieszenia oraz zwigkszenia wydajnosci indukcji i regeneracji
ro$lin w kulturach in vitro wykorzystuje sig regulatory wzrostu dodawane w réznych stezeniach
i kombinacjach do pozywki. Autor oceniajac wplyw egzogennych regulator6w wzrostu
(niezaleznie od pozostalych czynnikéw) dowiodt, Ze najwigksza liczbg cebul przybyszowych
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(Srednio 20 sztuk na jeden eksplantat) i korzeni ($rednio 24 sztuki jeden eksplantat) mozna
otrzymac na pozywkach bez regulatoréw wzrostu oraz na pozywkach wzbogaconych w 0,54
HM NAA. Cytokinina BA za$§ wptywa na zmniejszenie liczby powstajacych cebul i korzeni.
Ciekawym aspektem wynikow jest wykazanie nastgpczego efektu pozywki inicjalnej na
przyrost cebul w kolejnych etapach. Przyrost $wiezej masy cebul inicjowanych na pozywkach
zawierajacych 100% MS (niezaleznie od zawartoéci regulatora wzrostu) na pozywce
wzrostowe] (niezaleznie od jej stanu skupienia), byt 1,5 razy wigkszy w poréwnaniu do
pozywki zawierajacej 50% MS. Z jednej strony otrzymane wyniki sa oczywiste, gdyz wieksza
zawarto$¢ substancji zgromadzonych w cebulach dzieki petnowartosciowej pozywce powinna
skutkowa¢ takimi wlasnie rezultatami, jednak w literaturze trudno jest znalezé
udokumentowanie aspektéw zwigzanych z konsekutywna reakcja eksplantatéw, co stanowi
duza warto§¢ rozprawy Doktoranta i dzigki czemu wyniki te beda chetnie cytowane po
opublikowaniu. Pod koniec rozdziatu przedstawiono wyniki dotyczace wplywu chtodzenia
cebul lilii ztotogléw na ich pézniejsza aklimatyzacje. Na procent cebul zaaklimatyzowanych
nie miato wplywu chtodzenie (zaaklimatyzowato sie $rednio okoto 82%), jednak etap ten
istotnie wptynat na czas pojawienia sie lisci.

Niewiele do pracy wnosza wstawione na koficu wyniki analizy ploidalnogci
otrzymanych roslin. Jak wykazat Doktorant, analizy stopnia ploidalnosci zregenerowanych w
warunkach in vitro ro$lin nie wykazaly zmian zawarto§ci DNA w jadrach komérkowych. Otéz
do badafi pobrano materiat z zaaklimatyzowanych roslin, ktére otrzymano in vitro w ciagu ok.
16 tygodni trwania kultury. Przy tak krotkim czasie, bez stwarzania szczeg6lnie stresowych
warunk6w, praktycznie nie byto mozliwoéci wystapienia zmian w DNA. Doktorant potwierdza
to w przytoczonej literaturze, gdzie jakiekolwiek zmiany ploidalnosci obserwowano wilasnie
dopiero po kilkuletnim namnazaniu cebul in vitro. W tym miejscu nasuwa sie pytanie o
celowos¢ przeprowadzonych badarn dotyczqcych ploidalnosci. Ponadto prosze o wskazanie,
Jakie sq inne metody oceny ewentualnych zmian genetycznych, ktére mogq pojawic sie w
materiale otrzymanym in vitro?

Mam tez kilka ogélnych uwag do catego rozdzialu. Wyniki przeanalizowano oddzielnie
dla poszczegélnych zmiennych (stanu skupienia pozywki, jest sktadu, stezenia w niej
sacharozy, oraz regulator6w wzrostu), co jest nieadekwatne do Tabeli 4 przedstawiajacej uktad
dos$wiadczenia. Ponadto brakuje analogicznych punktéw do zawartych w metodyce, w wyniku
czego utrudnione jest odnalezienie stosownych fragmentéw m. in. podrozdzialu ,,Badania
histologiczne” ktére sa opisane w ciagltym tekscie wynikow. Dla fatwego odbioru powinno sie
uporzadkowaé tres¢ rozdziatu tak, by opisy wynikéw korespondowaly z ich graficznym
przedstawieniem (w obecnej formie trzeba szukaé powiazanych tresci opiséw i rycin nawet
kilka stron od siebie). Ponadto przyjelo sig, ze wyniki do§wiadczen powinny by¢ formutowane
w czasie przesztym, co doktorant starat sig robié¢, jednak w wielu miejscach nie zostato to
zastosowane. Doktorant wymiennie stosuje w opisie wynikow ,,stezenie MS” oraz ,,zawarto$¢
MS”, gdzie ani jedno ani drugie sformutowanie nie jest zbyt fortunnym okresleniem i moze
wprowadzaé w blad.

Niewatpliwym osiagni¢ciem pracy doktorskiej mgr. inz. Krzysztofa Nowaka jest:
e wykazanie, ze zastosowanie pozywki plynnej znaczaco zwigksza wydajnosé
formowania cebul przybyszowych;



* wykazanie powiazania miedzy zastosowaniem ptynnych kultur, a wystepowaniem
zjawiska witryfikacji;

® opracowanie optymalnej pozywki do efektywnego namnazania w kulturach in vitro lilii
ztotoglow, mianowicie ptynnej 50% MS, z dodatkiem 3% sacharozy, bez regulatoréw
wzrostu, co ma bezposrednie znaczenie wdrozeniowe;

e wykazanie, Ze chlodzenie przed aklimatyzacjg cebul otrzymanych in vitro w 3°C,
wplywa na czgstszy rozw6j u nich lisci w warunkach ex vitro w poréwnaniu do cebul
niechtodzonych.

Rozdzial Dyskusja zostata przeprowadzony poprawnie na 6 stronicach, jednak nie
poruszono wszystkich zagadniefi, ktérymi zajmowal si¢ doktorant, tj. pominieto
przedyskutowania badan histologicznych. Matym mankamentem dyskusji jest jednak oparcie
niektérych wywodow i zagadnien na stosunkowo starej literaturze (lata 90-te), gdzie tematyka
pracy zwiazana z kulturami in vitro ro$lin cebulowych ma wiele adekwatnych pozycji z
ostatnich kilku lat. Podwaza to wiarygodno$¢ tych zestawiefi i wysnutych na ich podstawie
przemyslen. Nalezaloby to zmieni¢ podczas przygotowywania publikacji opartej na niniejszej
rozprawie.

Jako innowacyjno$¢ pracy mozna by uznaé¢ zastosowanie pozywek plynnych i kultur
zawiesinowych do rozmnazania Lilium martagon, ktérych wptyw na regeneracje testowano u
innych genotypow z tego rodzaju. Warto to podkresla¢, gdyz w przedstawionej dyskusji mgr
inz. Krzysztof Nowak wielokrotnie powotuje sig na publikacje Rybczynskiego i Gmolinskiej z
1989, ktora stanowi wlasnie o mikrorozmnazaniu lilii ztotogtéw i juz w niej autorzy wykazali
wiele aspektow, ktore w swojej pracy powielit Doktorant (m.in. korzystny wptyw NAA i
hamujace dziatanie BA na inicjacj¢ cebul tego gatunku).

Podkresli¢ nalezy dobrze przedyskutowany fragment wynikéw dotyczacy réznych
czynnikow wplywajacych na organogenezg, gdzie autor prawidtowo podszedt do kazdego
badanego aspektu jednostkowo z wykorzystaniem wielu pozycji literatury do poparcia swoich
wynikow.

Whioski obejmuja wszystkie etapy i doswiadczenia przeprowadzone w pracy.
Zdecydowanie jest to najstabszy punkt pracy, gdyz wiekszo$¢ wnioskOw zostala Zle
sformutowana i stanowia powtorzenie, czy tez streszczenie wynikow, przez co jest ich az 17.
Na uznanie zashiguje jednak podsumowanie osiagnieé pracy w formie syntetycznie ujetej
graficznie procedury, ktéra moze stanowié¢ dodatkowa warto§¢ wdrozeniowa
przeprowadzonych badan. Jednak nie powinna ona by¢ ujegta we wnioskach, tylko np. w
kolejnym punkcie ,,Podsumowanie”.

Uwagi ogolne do pracy: skroty myslowe, nieprawidlowe sformulowania.

- Doktorant uzywa okreslenia ,,ilo§¢ MS”, co nie jest prawda, gdyZ w pracy chodzi o
wykorzystanie pelnego lub tez zredukowanego sktadu pozywki (MS lub 2 MS);

- nietrafione sformutowanie ,,Obserwowano catkowity brak korzeni na cebulach” str. 61;

- brak jest w spisie literatury cytowanych w pracy pozycji np. Katayama i Migawa 1979, Korabi
iin. 2007

- brak w tek$cie pracy pozycji ze spisu literatury: Khosravi P., Kermani M.J., Nematzadeh G.A.,
Bihamta M.R. 2007. A protocol for mass production of Rosa hybrid cv. Iceberg through in vitro
propagation. Iranian Journal of Biotechnology 5(2): 100-104;



- brak chronologii w cytowaniach literatury (np. str. 5, 6, 9, 38) - wskazanie pozycji literatury
podajemy zawsze w nawiasie w kolejnosci od najstarszej, do najnowszej;

- bledy w cytowanych w tekscie pracy pozycjach (np. w dyskusji Hann i in. 2005 powinno by¢
Han i in. 2005, zamiast Fuku i in. 1989 powinno by¢ Fukui i in. 1989);

- na rycinach 18, 19 brakuje skali powiekszenia;

- ryc. 31 stabej jakosci i nie wnoszaca nic do pracy;

- pelna naukowa nazwa gatunku sktada sie z trzech czgsci — nazwy rodzaju i nazwy gatunku
(epitetu gatunkowego), oraz skrétu nazwiska autora nazwy (np. Lilium martagon L.). Dotyczy
to wszystkich roslin przywotywanych w pracy (np. w przegladzie literatury i dyskusji).

Inne drobne biedy: s. 61 — po wyrazie cztonie sformutowania ,,jedno” powinien znalezé
sig facznik; niektore tytuly rozdziatéw, fragment przegladu literatury (str. 27), streszczenie oraz
wnioski nie sa wyjustowane; btedy interpunkcyjne (np. str. 7, 13, 23, 39) oraz liczne literowki
(m. in. 46); zdanie nie powinno rozpoczyna¢ sig od 1% (str. 24). Niniejsze uwagi, maja czesto
charakter jedynie techniczny i nie umniejszaja zupelnie warto$ci rozprawy.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr inz. Krzysztofa Nowaka stanowi prace oparta na
wezesniejszych publikacjach z zakresu mikrorozmnazania lilii (w tym lilii ztotogtéw), jednak
o nowatorskim ujgciu wielu istotnych zagadnien majacych wplyw ma otrzymanie
spektakularnych wynikéw. Praca ma zatem warto$¢ poznawcza oraz, jak wspomniano na
wstepie, aplikacyjna 1 wnosi znaczacy wktad do nauk ogrodniczych.

Praca pt. ,,Zastosowanie pozywek plynnych w kulturach in vitro lilii ztotoglow (Lilium
martagon L.)” spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim i odpowiada dyscyplinie
rolnictwo 1 ogrodnictwo. Pozytywnie oceniam prace Pana mgr inz. Krzysztofa Nowaka i
wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Rolniczego im.
Hugona Koltataja w Krakowie o dopuszczenie doktoranta do publicznej obrony.
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