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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dawida Kocota
pt. ,,Biologia i rozmnazanie rzadkich i zagrozonych gatunkéw roélin z rodziny
Ranunculaceae” wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Barbary Nowak
i promotora pomocniczego: dr inz. Ewy Sitek
w Katedrze Botaniki, Fizjologii i Ochrony Roslin, Wydzialu Biotechnologii i
Ogrodnictwa, Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w Krakowie

Formalng podstawa wykonania recenzji jest pismo Przewodniczacego Rady
Dyscypliny Rolnictwa i Ogrodnictwa prof. dr hab. Marcina Rapacza. z dnia 22.09.2022
informujgce o powolaniu mnie na recenzenta w/w rozprawy doktorskiej na podstawie
uchwaly Rady Naukowej w Dyscyplinie Nauki Rolnicze Uniwersytetu Rolniczego im.

Hugona Kollataja w Krakowie.

Globalne zmiany klimatyczne, a takze presja antropogeniczna maja ogromny
wplyw na bioréznorodnosé i szacuje sig, ze okolo 30% gatunkéw roslin jest zagrozonych
wyginigciem. W wielu osrodkach naukowych prowadzone sa prace badawcze zwiazane
z opracowanim skutecznych strategii ochrony populacji zagrozonych gatunkéw zaréwno
w warunkach in sifu, jaki i ex situ. Ochrona in situ w wielu przypadkach wvdaje sie
jednak nie wystarczajaca. Stad w ostatnich dekadach odnotowuje si¢ rozwéd] metod
ochrony ex situ tj. powstawanie kolekeji zachowawezych w Ogrodach Botanicznych czy
metod biotechnologicznych, Wsrdd tych ostatnich na szezegdlna uwage zashigujg

krioprezerwacja 1 opracowywanie efektywnych systeméw regeneracji z wykorzystaniem
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technik in vitro. Mikropropagacja to technika, ktéra przy minimalnej ingerencji w
srodowisko daje mozliwosé uzyskania duzej liczby osobnikow potomnych. Przedlozona
do recenzji praca doktorska bardzo dobrze wpisuje si¢ w ogolnoswiatowy nurt badan 1w

sposob istotny wzbogaca wiedzg o gatunkach chronionych.

Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska sklada si¢ z 3 oryginalnych i tematycznie
powiazanych artykuléw naukowych, opublikowanych w renomowanych czasopismach o
zasiegn miedzynarodowym znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports.
Sumaryezny wspolezynnik oddziatywania (IF) wymienionych publikacji wynosi 12,869,
a calkowita wartoé¢ wedtug kryteriow MEIN stanowi 300 pkt. Prace wchodzace w sklad
ocenianej rozprawy doktorskiej sa pracami wieloautorowymi:

Artvkul 1 (5 wspolautoréw) Kocot i wsp.. 2022. The Effectiveness of the Sexual
Reprodu ction in Selected Clonal and Nonclonal Species of the Genus Ranunculus.
Biology. 11. 85

Artykul 11 (5 wspotautorow) Kocot i wsp., 2022. Reproductive Biology of Dry Grassland
Specialist Ranuncudus illyricus L. and Its Implications for Conservation. Biology. 11. 873.
Artvkut 111 (5 wspolautorow) Kocot i wsp..  2022. In vitro shoot regeneration from
organo- genic callus culture and rooting of Carpathian endemic Aconitum bucovinense
Zapal. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC) , opublikowany on-line.

Mgr Dawid Kocot jest pierwszym autorem kazdej z prac. a ostatnigj lakze
autorem korespondencyjnym. Zgodnie z zalaczonymi odwiadezeniami wspolautorow
udzial doktoranta oszacowano na 35% zardwno w I, jak 1 Il artykule oraz 55% w IIL
Istotnos$¢ udzialu nie budzi watpliwosci, poniewaz mgr Dawid Kocot wspottworzyl
koncepcje badan. przeprowadzil eksperymenty. opracowal wyniki oraz bral udzial
w przygotowaniu manuskryptéw do publikacji.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala opatrzona komentarzem
w jezyku polskim. na ktory skladaja sig: wykaz skrotow, wstgp teoretyczny, omowienie

szczegolowych celow 1 wynikow poszezegélnych publikacji wchodzacych w sklad
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rozprawy doktorskiej, podsumowanie oraz bibliografia (67 pozycji literaturowych). Spis
literatury obejmuje pozycje z ostatnich lat. Jjak i starsze. co swiadezy o rzetelnym
przygotowaniu teoretycznym doktoranta. Przedstawiona rozprawa doktorska zawiera
rowniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji i doniesien
konferencyjnych niewchodzacych w  zakres pracy doktorskiej, kopie publikacii
stanowigeych prace doktorska oraz oéwiadezenia wspolautorow dotyczace procentowego

udziatu doktoranta w danej publikacji.

Ocena merytoryczna

We wprowadzeniu doktorant szczegdlowo opisuje obiekty badawcze tj.
Ranunculus illyricum i Aconitum bucovinense, podajac pozycje systematyczng i zasieg
wystgpowania obu gatunkéw oraz opisujac ich morfologie i biologie kwitnienia. Ponadto
okresla stopien zagrozenia wyginigciem. co dobrze uzasadnia wybor gatunkéw do
zrealizowanych badan. Doktorant szezegdlowo sprecyzowal zadania badawcze, ktore
umozliwily realizacjg celu, jakim bylo poznanie biologii rozmnazania jaskra iliryjskiego.
Doprowadzilo to do okreslenia potencjalu rozmnozeniowego na drodze generatywnej
oraz do poznania wydajnosci rozmnazania wegetatywnego w obrebie stworzone;
populacji ex situ. Natomiast w przypadku tojadu bukowinskiego celem bylo opracowanie
efektywnego systemu mikrorozmnazania w warunkach in virro, co pozwoliloby na
stworzenie kolekeji roslin do badan nad biologia tego gatunku,

Wyniki badan zawarte w pierwszej publikacji wehodzacej w sklad rozprawy
doktorskiej weryfikuja hipotezg, ze gatunki jaskrow, ktére moga rozmnazaé si¢
wegetatywnie, wykazuja mniejsza efektywnos¢ podczas rozmnazania generatywnego.
Proces rozmnazania to proces niezwykle energochlonny, poniewaz na wytworzenie
nasion, a nastgpnie owocow roslina przeznacza duze ilodci skladnikéw odzywezych.
W przypadku gatunkow, ktdre wykorzystuja do rozmnazania obie strategie (wegetatywna
I generatywna). czes¢ zwiazkow organicznych przeznaczaja na tworzenie specjalnych
organoOw  sluzacych do rozmnazania klonalnego. Doktorant przebadal 5 gatunkdw

nalezacych do rodzaju Ranunculus oraz Ficarna verna. gatunek takze nalezacy do rodziny
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Rammeulaceae. Poréwnano gatunki rozmnazajace sig wylacznie generatywnie z
gatunkami wykazujacymi zdolnosci zarowno do rozmnazania generatywnego, jak 1 do
tworzenia bulwek i rozlogow na podstawie wielu parametrow: analizy zywotnosei pytku,
budowy stupkowia, oceny skutecznosci zapylenia, rozwoju lagiewki pylkowe] na
znamieniu stupka, a takze efektywnosci zawiazywania owocow, zywotnodci nasion i ich
sity kielkowania oraz wrazliwosci na czynniki przerywajace spoczynek . Przeprowadzone
badania pozwolily stwierdzi¢. ze zywotnos¢ pylku dla badanych gatunkow byla rozna.
Ponadto wykazano roznice miedzy gatunkami w kietkowaniu pytku na znamieniu stupka.
mimo skutecznego zapylenia. Najmniej kietkujacych ziaren pylku, mimo 100%
zywotnosei, stwierdzono u R illyricum, co pozwolilo doktorantowi sformulowac
stwierdzenie. ze ten efekt wynika z mechanizmow samoniezgodnosci. Moze byc to
faktycznie przyczyng, jednakize czy zbadano kielkowanie pylku i wzrost lagiewek w
warunkach in vifro, aby wykluezy¢ inne przyczyny tego zjawiska. Jakie inne czynniki
moga moga mieé na to wplyw? Zbadano takze efektywnosc zawigzywania owocow w
odniesieniu do liczby wyksztalconych w kwiecie stupkow. W przypadku tego parametru
stwierdzono takze, 7e jaskier iliryjski wykazal sig najnizsza efektywnoscia zawiazanych
owocow. Ponadto niezwykle intrygujace wyniki uzyskano dla tego gatunku przy ocenie
zywotnosci nasion i ich zdolnoscei do kielkowania Przy 100% zywolnoscl, uzyskano
bardzo niskg (16%) zdolnos¢ do kietkowania, a zastosowanie stratyfikacji oraz
traktowanie GA: nie wplywalo w istotny sposéb na ten proces. W prowadzonych
badaniach zastosowano tvlko 1 stezenie GA; . ktore wynosilo [ pM. By¢ moze to
stezenie bylo zbyt niskie.. Na podstawie jakich przeslanek wybrano to konkretne
stezenie? Czy moZna przypuszezaé, ze przyczyna tak niskiej sily Kielkowania lezy
raczej po stronie struktury lupiny nasiennej niz wysokiego stezenia ABA w zarodku?

Na podstawie przeprowadzonych badan mgr Dawid Kocot — pozytywnie
zweryfikowal postawiona hipoteze, ze gatunki znacznie efektywniej rozmnazajg sig
generatywnie, jezeli to jest ich jedyny sposob rozmnaZzania. Za cenne uzupelnienie stanu
wiedzy uwazam takze przeprowadzona analize skupierl. ktéra pozwolita wyodrgbnic az 4

klastery, w ktorych zostaly pogrupowane oddzielnie gatunki nieklonaln i apomiktyczne, a
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gatunki klonalne roznily sie na tyle istotnie, ze zostaly przydzielone do odrebnych
klasteréw. Przeprowadzone badania biologii kwitnienia koreluja z przyporzadkowaniem
badanych gatunkéw do sekcji w obrebie rodzaju Ranunculus przeprowadzonego
wezesnie] na podstawie cech morfologicznych.

Kolejna publikacja to kontynuacja badan nad biologia kwitnienia, jednak w tym
przypadku przedstawione wyniki dotycza wylacznie Ranunculus illyricum, ale zostaly one
poszerzone o szczegolowg analize poszezegolnych etapéw cyklu ontogenetycznego tego
gatunku. Przeprowadzone badania umozliwily zweryfikowanie hipotezy, ze liczba
wyksztatconych roslin na drodze wegetatywnej w kolejnych sezonach jest réwna liczbie
uzyskanej z nasion w warunkach ex sifu. Badania prowadzono przez 3 kolejne lata.
Dodatkowo analizowano wplyw  temperatury na kielkowanie nasion. I tu nasuwaja sie
pytania: ezy zastosowanie skaryfikacji nie mialoby istotnego wplywu na ten proces
oraz czy w rodzinie Ranunculaceae spotyka si¢ gatunki wymagajace skaryfikacji do
kielkowania? W celu poréwnania efektywnosci obu typow rozmnazania doktorant
dokonal cickawej analizy obliczajac liczby skupien potomnych uzyskanych z 1 klonu.
Ponadto stworzyl algorytm wskazujacy ile nasion musi wyprodukowa¢ roslina oraz jaki
jest niezbgdny czas, aby uzyska¢ 1 kwitnacy osobnik. W przypadku rozmnazania
wegetatywnego obliczen dokonano na podstawie tylko 1 klonu. Czym si¢ kierowano
przy tym wyborze? Czy tego rodzaju kalkulacja nie bylaby bardziej miarodajna
gdyby dotyczyla uérednionych wynikow z wigkszej liczby klonéw? Przeprowadzone
badania wykazaty. ze u Ranunculus illyricum rozmnazanie wegetatywne jest bardziej
efektywne niz generatywne. Jednak, jak shusznie twierdzi doktorant. rozmnazanie
generatywne jest niezbgdne do zwigkszenia réznorodnosci genetycznej w obrebie
populacji. Za cenne uwazam, ze doktorant widzi rozmnazanie materialu w warunkach ex
situ jako jeden ze sposobdw ochrony tego gatunku. a co za tym idzie mozliwosé tworzenia
kolekcji zachowawczych, czy zasilania populacji na stanowiskach naturalnych. Cazy
doktorant uwaza, Ze takie dzialania beda wystarczajace w celu ochrony jaskra

iliryjskiego i czy wystarczajgco zabezpieczgq jego populacje in situ? Byé moie
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opracowanie protokolu mikrozmnazania w warunkach in vitro dla tego gatunku
bylobyzasadne, a nawet konieczne.

Trzecia publikacja zawiera wyniki badan prowadzonych na Aconitum bucovinense
gatunku endemicznego dla wschodnich i poludniowych Karpat, krytycznie zagrozonego
wyginigciem. Zwieficzeniem tych badan jest opracowanie systemu regeneracji
7z eksplantatow lisciowych na drodze posredniej organogenezy i aklimatyzacja
regenerantow do warunkéw ex vitro.  Mgr Dawid Kocot wybral jako material inicjalny
liscie, kierujac si¢ wynikami badan innej grupy badaczy, ktorzy wskazywali na bardzo
diugi okres kietkowania nasion i wysoka $miertelnos¢ siewek. Czy jednak zostala
podjeta préba wyprowadzenia kultury in vitro z nasion? Czy skaryfikacja
i odkazenie powierzchniowe lupiny nasiennej nie wplyneloby pozytywnie na
zywotno§é siewek? Mimo bardzo ograniczonego dostgpu do materialu wyjsciowego
wyprowadzono kulture kalusowa, a nastepnie przy zastosowaniu pozywki z dodatkiem
benzyloaminopuryny uzyskno pedy przybyszowe. Jednak na etapie ukorzeniania
zwiekszenie stgzenia BAP w pozywce z 0,5 mg‘L’3 do 2 mg'L” przy jednoczesnym
dwukrotnym wzroscie stgzenia auksyn uwazam za niewlasciwy kierunek. Analizujac
wyniki wyraznie wida¢, ze wptywalo to na zmniejszenie odsetka ukorzenionych pgdow 1
dugoéci korzeni, a jedynie nieznacznie wplynglo na wzrost liczby korzeni na ped. Czym
doktorant kierowal si¢ wybierajac taki zestaw pozywek do ukorzeniania, a nie
poiywki zawierajace jedynie auksyny? Dlaczego BAP nie zostala wycofana z
poiywki na etapie ukorzeniania? Czy obserwowano indukcje kalusa u podstawy
pedu przy wzrofcie stezemia regulatoréw wzrostu w poiywee? Na zdjeciach
zaprezentownych w publikacji stabo widoczna jest ta strefa. Formowanie pedéw
przybyszowych na poiywkach ukorzeniajacych doktorant tlumaczy obnizeniem
zawartosci soli mineralnych i przedluzeniem czasu pasaiu. Czy jednak nie jest to
spowodowane obecnoScia cytokinin w poizywce? Czy sa to pedy przybyszowe, czy
pachwinowe, na jakiej podstawie zostala dokonana kwalifikacja? W opublikowanych
wezeéniej protokolach mikropropagacji dla wielu gatunkéw z rodzaju Aconitum

zastosowano na etapie ukorzeniania pozywki zawierajace stosunkowo niskie stg¢zenia
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IAA, NAA czy IBA. Dobry rozwéj systemu korzeniowego i brak obecnodci kalusa
u podstawy pedu, ktéry moze ogranicza¢ funkcjonalne polgczenie korzen-pedy, ma
kluczowe znaczenie podczas aklimatyzacii.

Natomiast przeprowadzona analiza aktywnosci peroksydazy podczas ukorzeniania
pedow potwierdzila wstepng hipoteze, ze jej aktywnoéé rosnie podczas indukeji tego
procesu i ze istnieje korelacja pomigdzy jej aktywnoscia a efektywnoseig ukorzeniania
wyrazona w postaci liczby korzeni na ped. Jednak nie moge sie zgodzi¢ z twierdzeniem
doktoranta, ze pozywka charakteryzuje sie wieksza aktywnoscia peroksydazy, poniewaz
enzym syntetyzowany jest w komérkach roslinnych a nie w pozywee.

Przeprowadzono takze analize ploidalnodci uzyskanych regenerantéw i nie

wykazano zmian w pordwnaniu do kontroli (rosliny wyhodowanych z nasion). Jednak nic
mozna wykluczy¢ zmiennosci genetycznej w uzyskanych osobnikach, poniewaz
zastosowang metoda moZna oceni¢ jedynie duze zmiany w obrebie genomu, tj.
powielenie liczby chromosoméw, natomiast pojedyncze delecje chromosoméw, czy
rearanzacja W obrebie genéw wymagajg zastosowania innych metod badawezych Czy
planowane sg takie badania, aby bylo mozliwe wykorzystanie tego materialu do
dzialan konserwatorskich? Jezeli tak, to jakie metody zostang uzyte.
Opracowany przez doktoranta system regeneracji dla tojada bukowinskiego to pierwsze
doniesienie dla tego gatunku o uzyskaniu kompletnych roslin na drodze organogenezy
posredniej z fragmentdw lisci. Mimo niewatpliwego sukcesu, zachecam do podjecia
proby zwigkszenia efektywnosci tego systemu poprzez podniesienie wydajnosci etapu
ukorzeniania, co moze przelozy¢ sie na zwigkszenie przezywalnosci podczas
aklimatyzacji do warunkdéw ex vitro.

Recenzowang rozprawg doktorska pod katem merytorycznym oceniam bardzo
dobrze. Uwagi, ktore nasungly mi si¢ podczas analizy pracy. nie umniejszajg wartosci
zaprezentowanych wynikow. lecz stanowa przyczynek do podjgcia naukowej dyskusiji.
Podjety temat uwazam, za bardzo istotny. Doktorant wykazal si¢ znajomoscia nie tylko
technik mikroskopowych, ale takze metod cytochemicznych, biochemicznych, a takze

bieglodci w wykorzystaniu technik in virre  w celu realizacji badan i weryfikacji
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postawionych hipotez . Przeprowadzone analizy statystyczne nie budza watpliwosci, ze
badania przprowadzone zostaly rzetelnie. Na podkreslenie zastuguje faki, Ze praca zostala
napisana tadnym jezykiem i ze szczegdlna dbaloscig o poprawna polszezyzng, co sprawia
duza przyjemnosé podezas czytania.

Badania mgr Dawida Kocota stanowiy cenny wklad do wiedzy o biologii
zagrozonych wyginigciem gatunkéw jakimi sq jaskier iliryjski i tojad bukowinskiego, a

takze moga stanowi¢ element ich ochrony gatunkowe i powinny by¢ kontynuowane.

Whiosek koncowy

W oparciu o przeprowadzong oceng rozprawy doktorskiej mgr Dawida Kocota pt.
.Biologia i rozmnazanie rzadkich i zagrozonych gatunkow roslin 2z rodziny
Ranunculaceae” stwierdzam. Ze praca spelnia wymogi okreslone w Ustawie z dnia 14
marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65, poz. 595, z pézZniejszymi. zmianami) oraz Art. 175
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku (przepisy wprowadzajace ustawg Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce, Dz. U, 2018, poz. 1668 z pozniejszymi zmianami) i Rozporzadzeniem
Ministra Nauki Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20 wrzesnia 2018 roku w sprawie dziedzin
naukowych i dyseyplin naukowych oraz dyscyplin artystycznych. W zwigzku z
powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Rolnictwa i Ogrodnictwa Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie o dopuszczenie Pana mgr Dawida Kocota do dalszych etapow

postgpowania doktorskiego.
A
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