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Recenzja pracy doktorskiej Pana magistra Krzysztofa Nowaka

wZastosowanie pozywek plynnych w kulturach in vitro lilii zlotoglow

(Lilium martagon L.)”

Lilia zlotoglow to jedna z najbardziej dekoracyjnych roslin ozdobnych rosngcych dziko
w Polsce, wystgpujaca w rozmaitych odmianach botanicznych. Niestety, zaréwno gatunek jak
i jego odmiany praktycznie nie sg spotykane w produkcji ogrodniczej, gléwnie z powodu
niedopracowanej technologii masowej reprodukcji cebul. Potencjal lilii zlotoglow jest
ogromny; moze by¢ uprawiana na kwiaty cigte, jako roslina pojemnikowa, atrakcyjna bylina
do ogrodéw i terendw zieleni, a takze by¢ zrédlem zwigzkéw bioaktywnych wykorzystywanych
w farmacji i kosmetologii. W dawnych czasach lilia zlotogléw shuzyla najpierw jako pokarm
i srodek leczniczy, a péZniej dopiero jako ozdoba. Ze wzgledu na imponujgce kwiatostany
zlozone z rézowopurpurowych, pachnacych kwiatéw, rosliny byly czesto pozyskiwane
z naturalnych stanowisk i sadzone w otoczeniu domostw. O popularnosei lilii zlotoglow
w kulturze i obyczajach $wiadeza jej stylizowane liczne motywy w sztuce ludowej Podhala.
Z powodu nadmiernego zbioru cebul dla celéw uzytkowych, a takze zmian w gospodarce
lesnej i niekorzystnych zjawisk przyrodniczych lilia Zlotogléw stala si¢ gatunkiem zagrozonym
wyginigciem. Aby zapewni¢ istnienie lilii zlotoglow w $rodowisku przyrodniczym podjeto
wiele badan zmierzajacych do ochrony ex situ poprzez m.in. poszukiwanie wydajnych metod
reprodukcji gatunku. Kultury in vitro s bardzo efektywnym sposobem rozmnazania, zwlaszcza
gatunkow o niskim przyroscie cebul, do ktérych zalicza si¢ lili¢ zlotogléw. Z niekompletnych
badan dotyczacych optymalizacji warunkéw prowadzenia kultur in vitro lilii ztotogléw wynika,
ze do formowania organéw przybyszowych lepiej nadaja si¢ pozywki stale, za$ dalszy wzrost
regenerantow moze by¢ efektywniejszy w kulturach ptynnych. Opracowanie kompletnych
protokoléw masowej produkcji i szybkiej regeneracji jednolitego materialu roélinnego moze
wymiernie przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia popularnosci lilii zlotogléw w ogrodnictwie.

Skuteczne metody namnazania w warunkach in vifro mezna réwniez wykorzystaé w celu
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odnowy populacji lilii ztotogléw zagrozonej wyginigciem. W tym kontekscie podjecie przez
Pana magistra Krzysztofa Nowaka ukierunkowanych i spojnych badan nad intensyfikacja
rozmnazania lilii zlotogléw z wykorzystaniem techniki in vitro w pozywkach plynnych nalezy
uzna¢ za szczegélnie celowe i oryginalne. Autor w ramach pracy doktorskiej podjat sig
nastepujacych zadan: inicjacji kultur in vitro lilii ztotogléw z nasion, indukcji organogenezy,
zbadania wplywu stanu fizycznego i skiadu pozywki na wzrost i aklimatyzacje cebul oraz
oceny ploidalnosci uzyskanych regenerantow.

Ogdlny opis pracy

Oceniana praca doktorska jest efektem serii cksperymentéw naukowych wykonanych
w Katedrze Roslin Ozdobnych i Sztuki Ogrodowej Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koltataja w Krakowie pod kierunkiem promotora Pani
dr hab. inZz. Anny Kapczyfskiej, prof. URK. Badania zaprezentowane w pracy wpisuja sig
w wazny i aktualny obszar badan nad mikrorozmnazaniem roslin prowadzonych od lat przez
Zespot Katedry Roslin Ozdobnych i Sztuki Ogrodowej.

Rozprawa ma charakter klasycznej monografii podporzadkowanej tytutowi, zajmujacej
105 stron, obejmujacej streszczenie w jezyku polskim i angielskim (1 strona), spis tresci
(2 strony), wstgp (1 strona), przeglad literatury (35 stron), wykaz skrétéw (pot strony), cel
pracy (pot strony), material i metody (8 stron), wyniki (38 stron), dyskusje (6 stron), wnioski
(3 strony) i bibliografi¢ (10 stron). Dla wygody czytajacego dobrze byloby umieszczenie
wyjasnien skrotow przed streszczeniem i przegladem literatury. Praca zawiera 17 czytelnych
tabel i 36 klarownych rycin obejmujacych schematy, zbiory zdjeé¢ i wykreséw, ktére trafnie
ilustruja omawiane zagadnienia. Pozycji literatury jest 170, przy czym 21 z nich to pozycje
W jgzyku polskim, pozostale s w jezyku angielskim. Z okresu po 2010 r. pochodzi 41 pozycji.
Praca napisana jest w bardzo przystgpny sposéb i wyréznia si¢ wysoka starannoscig edytorska.
Nieliczne bledy jezykowe i stylistyczne zaznaczono bezposrednio w tekscie pracy.

Szczegélowa ocena pracy

Streszezenie w obu wersjach jezykowych (polskiej i angielskiej) jest rzeczowe, zwigzle
napisane i zawiera najwazniejsze informacje, co nie bylo latwym zadaniem uwzgledniajac

bardzo obszerng ilod¢ wynikéw uzyskanych w ramach kolejnych dos$wiadczen. Jakkolwiek
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dodanie informacji, co stanowilo problem badawczy oraz jakie znaczenie poznawcze

1 aplikacyjne maja uzyskane wyniki, uczynitoby streszezenie jeszeze bardziej atrakcyjnym.

Wstep pracy zawiera mocng argumentacje podjetych do$wiadczen w szerokim
kontekscie aktualnego stanu badah. Doktorant w sposéb kompletny uzasadnia wybér lilii
zlotogléw jako materiatu do badah. Zwraca takze uwage nad czym nalezy pracowaé, aby
uzyska¢ wysoka wydajno$é rozmnazania gatunku zapewniajaca jednoczesnie odpowiednig
jako$¢ i powtarzalno$¢ cech otrzymanego materiatu roslinnego. Autor trafnie dostrzega
problemy badawcze zwigzane z mikrorozmnazaniem lilii zlotogléw i w dojrzaly sposéb

uzasadnia podjecie wykonanych badan.

Przeglad literatury jest usystematyzowanym i wyczerpujacym zbiorem poprawnie
dobranej literatury w jezyku polskim i angielskim, zwigzanej z tematem podjetych badan.
Doktorant jasno i poprawnie omawia poszczegélne zagadnienia dotyczace systematyki
i charakterystyki lilii zlotogléw oraz metod rozmnazania lilii zamieszczajac wiele cennych
wiadomos$ci. W estetyczny sposob prezentuje wilasne fotografie przedstawiajgce cechy
morfologiczne roflin. Najobszerniejsza czg$¢ przegladu literatury, podzielona na osiem
rzeczowych podrozdzialéw, podwigcona jest rozmnazaniu lilii z wykorzystaniem technik in
vitro. Ta czgsS¢ stanowi bardzo dobre przedstawienie wiedzy na temat mikrorozmnazania lilii.
Autor skupia si¢ w duzej mierze na badaniach dotyczacych rodzaju eksplantatu
i ukierunkowania inicjacji kultur, raportujac w tabeli obszerne dane na ten temat dla ponad stu
taksonéw lilii. Podobnie bardzo wartoéciowe s3 zebrane w tabelach wyniki badan dotyczacych
wydajno$ci rozmnazania réznych taksonéw lilii w kulturach in vitro na pozywkach statych oraz
wyniki badaf obejmujacych wykorzystanie kultur ptynnych. Dzigki tym zestawieniom mozna
z latwosciag poréwnywaé dane szczegélowe o rodzaju eksplantatu, skladzie pozywki,
warunkach i typach prowadzenia kultur oraz wydajno$ci namnazania. Fragment przegladu
literatury zwigzany z wptywem chlodzenia cebul lillii na ich wzrost i rozwéj mégiby byé
glebiej potraktowany, podobnie jak cz¢$¢ poswigcona ploidalnosci komérek lilii w warunkach
in vitro, ktdra jest opracowana bez szerszego uj¢cia omawianej problematyki w stosunku do

pozostatych rozdziatéw.

Naczelnym Celem pracy bylo opracowanie wydajnej metody rozmnazania lilii
zlotogldw z wykorzystaniem techniki in vitro z uzyciem pozywek plynnych. W celach
szczegblowych Autor pracy koncentruje uwage na (i) ocenie intensywno$ci formowania
organéw w zalezno$ci od stanu fizycznego i skladu pozywki, (i) wplywie stanu fizycznego
pozywki oraz efektu nastgpczego stosowanych pozywek réznigcych sig skladem i typem na
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przyrost biomasy cebul, (jii) okresowym przechowywaniu uformowanych cebul w warunkach
niskiej temperatury oraz wplywie tego czynnika na aklimatyzacje i wzrost roslin ex vifro oraz
(iv) oznaczeniu stopnia ploidalnosci zregenerowanych w warunkach in vitro roslin. Wszystkie
postawione cele pracy zostaly logicznie sformutowane w zwigzku z wezesdniej sprecyzowang
hipoteza badawcza. W tej czesei pracy jedyne zastrzezenie budzi brak informacji w hipotezie,
w stosunku do czego konkretnie Autor zaklada wigkszag wydajno$¢ formowania cebul
przybyszowych lilii.

Material i metody przyjete w pracy jasno definiuja obiekt badan, uklady badawcze
i procedury eksperymentalne. Opis poszczegélnych metodyk stosowanych w laboratorium jest
dokladny i wyczerpujacy. Wyjsciowy materiat badawczy stanowily nasiona lilii zlotoglow
trzech r6znych populacji, pochodzace z wolnego zapylenia. Skrupulatne i obiektywne metody
oceny kietkowania w warunkach in vitro pozwolily na wybér jednej populacji cebul do
dalszych badah. W fitotronie zalozono dwa glowne doswiadczenia zwigzane
z mikrorozmnazaniem. Pierwsze obejmowato indukcj¢ organogenezy na fragmentach siewek
z zastosowaniem poZywek roéznigcych si¢ stanem fizycznym (pozywka plynna lub stala),
skladem podstawowym (50% lub 100% MS), zawartoscig sacharozy (3% lub 6%) i obecnoscig
lub brakiem regulatora wzrosta NAA i/lub BA. W drugim do$wiadczeniu badano wzrost cebul
przybyszowych w zaleznosci od stanu fizycznego pozywki (pozywka plynna lub stala), jej
sktadu podstawowego (50% lub 100% MS) i obecnoscig lub brakiem regulatora wzrostu NAA.
Za kazdym razem kultury prowadzono 16 tygodni, a nastgpnie przeprowadzano wymagajace
czasu i ogromnego zaangazowania obserwacje morfometryczne. Po zakohczeniu eksperymentu
przeprowadzono interesujgce badania histologiczne tkanek zawigzkéw cebul przybyszowych
wykorzystujae techniki mikroskopowe. W do$wiadczeniu dotyczacym aklimatyzacji cebul
prowadzonym w pokoju wzrostowym badano, jak chiodzenie wplywa na wegetacje roslin
uzyskanych z pozywek plynnych i statych. Na zakonczenie do$wiadczen przeprowadzono
oceng ploidalnosci regenerantéw za pomocy cytometru przeplywowego. Uzyskane wyniki
Autor pracy opracowal statystycznie za pomocs standardowych analiz nie budzacych
zastrzezen. Mam dwa pytan do czeéci metodycznej pracy: 1. Na jakiej podstawie przyjeto
diugos¢ kultury wynoszacej 16 tygodni (7 pasazy) i czy mozna byloby ten okres skrocié? 2. Ile
trwal dokladnie okres wegetacji ro$lin w czasie aklimatyzacji zwazywszy na fakt, Ze ostatnie

zasilanie roslin nawozem miato miejsce po 18 tygodniach uprawy?

Wyniki pracy Autor starannie przedstawia w jedenastu podrozdzialach
z wykorzystaniem czytelnych tabel i barwnych wykreséw stupkowych zawierajacych
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komunikatywne opisy. Dokumentacja zgromadzonych danych Jest uwiarygodniona dodatkowo
licznymi fotografiami pozwalajacymi czytelnikowi pracy na §ledzenie poszczegdlnych prac
badawczych. Rozdzial otwiera opis uzyskanych wynikéw dotyczacych kielkowania nasion
i rozwoju siewek lilii ztotogléw. Doktorant oceniajge masg cebul i korzeni (nie podano w pracy
niestety jaka) przeznaczyt do kolejnych etapéw badan material roSlinny uzyskany z nasion
zebranych na Pogérzu Wielickim. W toku prac okazalo sig, Zze z fragmentéw korzeni nie
uzyskano pakéw przybyszowych ani kalusa, zaréwno w pozywkach plynnych, jak i kontrolnej
zestalonej agarem. Z kolei fragmenty husck pozyskane z cebul siewek byly bardzo dobrym
materialem do indukcji organogenezy przybyszowej. Poréwnujac powstawanie pakéw
przybyszowych i formowanie kalusa z fragmentéw huisek na pozywce zestalonej i w pozywce
plynnej, wigksza wydajno$é indukeji cebul przybyszowych, korzeni, liéci i kalusa uzyskano
W pozywce plynnej. Nastgpnie Autor sprawdzit, jaki wplyw na organogenezg przybyszowa ma
skiad pozywki. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzil, Ze (i) poziom MS nie wplynat
na liczbg inicjowanych cebul przybyszowych, (ii) steZzenie sacharozy na poziomie 6%
W poréwnaniu do 3% hamowalo inicjacje cebul przybyszowych z fragmentéw tusek lilii, (iii)
pozywka plynna bez regulatora wzrostu albo wzbogacona w NAA pozwalala na indukcje
podobnej liczby cebul przybyszowych. Doktorant analizowal takze wystgpowanie
niepozadanego zjawiska witryfikacji (nadmiernego uwodnienia tkanek) towarzyszgce kulturom
plynnym i wykazal, ze zwigkszenie zawartoéci sacharozy do 6% ograniczalo witryfikacje
tkanek. Kolejnym etapem pracy bylo uzyskanie jak najwigkszego przyrostu masy cebul
otrzymanych w pierwszym etapie badai. Autor stwierdzil, ze w pozywkach plynnych roéliny
charakteryzowaly si¢ wigkszym przyrostem $wiezej masy eksplantatu i swiezej masy cebul,
wigksz Srednica i wysokoScig cebul oraz liczbg tusek w poréwnaniu do rodlin z pozywki stalej.
Kontynuujac ten aspekt badan Autor sprawdzil, czy wzrost cebul zalezy od sktadu pozywek
ptynnych. Okazalo si¢, iz niezaleznie od obecnosci NAA, wigkszy przyrost §wiezej masy
catych eksplantatéw uzyskano na pozywce z 100% iloscig MS, za$ wigkszy przyrost $wiezej
masy cebul wykazano na pozywce z 50% iloscia MS. W ostatnim etapie rozmnazania in vitro,
gdzie badano wplyw chlodzenia na aklimatyzacjg roslin, Doktorant wykazal, e wigkszo$¢
uzyskanych w pozywce plynnej cebul weszla w stan spoczynku, a zastosowany w badaniach
6 tygodniowy czas chiodzenia wplynat na przerwanie spoczynku u wigkszosci cebul rosnacych
na pozywce stalej. Sekcje wynikow zamykaja dwa histogramy prezentujace zawarto$é
jadrowego DNA w komérkach rosliny kontrolnej i rosliny uzyskanej na pozywce 100% MS,
3% sacharozy z dodatkiem NAA. Z danych wynika, Ze nie doszlo do zmian w ilosci DNA.



Konieczne jest wyjaénienie, dlaczego zaprezentowano wyniki dla jednego rodzaju pozywki,
skoro w metodyce jest informacja, ze proby wybrano losowo z kazdej pozywki.

Dyskusja zawiera zgrabne podsumowanie wynikéw i ich szczegblowe poréwnanie
z licznymi danymi literaturowymi. Doktorant ostroznie interpretuje swoje wyniki na tle
dostepnych danych uzyskanych przez inne zespoly naukowe, wskazujac na podobiefistwa lub
réznice. Uzyskane dane z pierwszego etapu badan uszczegétowiaja dotychczasowg wiedze
zwigzang z etapami kietkowania nasion i rozwoju siewek lilii zlotogléw. W czesci poswigconej
indukcji organogenezy Autor stwierdza, ze na fragmentach korzeni nie obserwowano pakow
przybyszowych ani kalusa. Cenna bylaby w tym miejscu préba rozbudowania watku
1 wyjasnienia przyczyn braku kompetencji korzeni do zaindukowania organogenezy. Czy fakt,
ze lilia zlotogléw kielkuje podziemnie, czyli najpierw tworzy z korzenia zarodkowego cebule,
a dopiero po jarowizacji podejmuje intensywny wzrost lisci i korzeni moze mie¢ w tej kwestii
znaczenie? Autor potwierdza doniesienia o wigkszej efektywnosei pozywek plynnych
w stosunku do pozywek stalych w indukcji cebul przybyszowych, korzeni, lisci i kalusa ale
bez odpowiedzi pozostaje pytanie dlaczego ptynne pozywki sg skuteczniejsze. Bardzo prosze
Pana magistra Krzysztofa Nowaka o zaproponowanie przekonujgcego wyjasnienia. Kolejna
czgs¢ dyskusji skupia si¢ na wplywie skladu pozywek na organogeneze. Doktorant uwaznie
systematyzuje uzyskane wyniki w odniesieniu do indukeji cebul, korzeni i lisci i konfrontuje
je z bogaty literatura, a nastgpnie zwraca uwage na problem nadmiernego uwodnienia kultur,
ktéry jak wynika z przeprowadzonych badah, mozna ograniczy¢ zwigkszajac poziom
sacharozy w pozywce. W tym miejscu prosz¢ o wyjasnienie, w jaki sposéb sktad pozywki
moze wplywaé na witryfikacje eksplantatéw. Dyskusja wynikéw w zakresie wplywu stanu
fizycznego i skladu pozywek na wzrost cebul, aklimatyzacje rolin i ocene ploidalnoéci ma
W wigkszosci charakter opisowy, bez préb rozwazania o zaobserwowanych zalezno$ciach.
Dlatego w tym miejscu prosz¢ Autora o uzasadnienie sformutowanych zalecet, aby czas
chtodzenia dla cebul z pozywek ptynnych wydluzyé o wiecej niz badane 6 tygodni, a takze
prosz¢ o odpowiedz na pytanie dlaczego kontrola cytologiczna roslin produkowanych
w kulturach in vitro jest tak potrzebna.

Whioski zostaly oryginalnie zredagowane i logicznie pogrupowane zgodnie
z przebiegiem poszczegblnych badan i stanowia razem skuteczng procedure rozmnazania
in vitro lilii zlotogléw mogaca znalezé zastosowanie zaréwno dla celéw naukowych,

hodowlanych jak i komercyjnych. Ostatni wniosek konczy konkretny schemat namnazania



roslin, ktéry mozna wykorzystaé przy Opracowywaniu procesu produkcyjnego in vitro lilii
zlotogléw w szerszej skali z wykorzystaniem bioreaktoréw.

Podsumowanie

Bardzo wysoko oceniam prace doktorska Pana magistra Krzysztofa Nowaka, ktéra
wnosi nowe i wazne dla nauk ogrodniczych informacje zar6wno w warstwie teoretycznej jak
i aplikacyjnej. Doktorant bardzo starannie przeprowadzil doswiadczenia ze znajomoscig
technik in vitro, a uzyskane wyniki wlasciwie opisal i zinterpretowal. Autor wykazal si¢
umieje¢tnoscig formutowania i rozwigzywania zlozonych probleméw badawczych, krytyczng
analizag wynikéw i biegloscig ich interpretacji na tle zebranej literatury. Najwazniejszym
osiggnieciem ocenianej pracy doktorskiej jest opracowanie powtarzalnej i efektywnej metody
masowego rozmnazania lilii zlotogléw w pozywkach plynnych w kulturze in vitro, z zamiarem
jej zastosowania w przyszlosci w kulturach bioreaktorowych. W efekcie badania Doktoranta
przyczynig si¢ do popularyzacji lilii zlotogléw wsréd producentéw i milosnikéw rodlin.
Ponadto w aspekcie ochrony ex sifu, opisane protokoly intensywnego namnazania lilii
zlotogléw moga by¢ wykorzystane do stalego utrzymywania materiatu gotowego do introdukcji
gatunku czy jego botanicznych odmian w ramach ewentualnych programéw zasilania lub
odtwarzania populacji na stanowiskach naturalnych. Opracowane w pracy zalecenia

rozmnazania gatunku powinny jak najszybciej znalez¢ powszechne zastosowanie w praktyce.

Przedstawiona praca doktorska spelnia wszystkie warunki okredlone dla rozpraw
doktorskich okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789),
W zwigzku z czym wnioskuj¢ o dopuszczenie Pana magistra Krzysztofa Nowaka do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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