dr hab. inz. Bozena Pawlowska Krakow, 18.08.2016 1,
Katedra Roslin Ozdobnych

Wydzial Biotechnologii i Ogrodnictwa

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Koltgtaja w Krakowie

Al 29 Listopada 54

31-425 Krakow

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Kasprzyk-Pawelec
pt. Regeneracja Slazowca pensylwanskiego Sida hermaphrodita (L.) Rusby
(Malvaceae) w kulturze in vitro

Praca wykonana pod kierunkiem dr hab. Ewy Szczuki, prof. nadzw. UMCS
oraz dr Karoliny Tomiczak

Podjeta w pracy problematyka badawcza dotyczy regeneracji  $lazowca
pensylwanskiego w kulturze in vitro, poczagwszy od wyprowadzenia kultury, poprzez
regeneracj¢, ukorzenianie otrzymanych pedow i w koncu aklimatyzacj¢ odtworzonych
roslin. W pracy wykonano tez mikroskopowy monitoring procesow regeneracyjnych oraz
oceniono jakos¢ i stabilno$¢ regenerantéw na poziomie cytogenetycznym i molekularnym.

Sida hermaphrodita (L.) Rusby jest bylina, 0 zamierajacych na zime pedach, pochodzi
z Ameryki Potnocnej, w naszych warunkach moze byé uzywana Jjako roélina energetyczna
oraz do fitoremediacji gleby, a jak wskazuja ostatnie doniesienia jej potencjal jest znacznie
wigkszy, chociaz weigz nie jest zbadany. Tradycyjny, generatywny sposob rozmnazania
Slazowca nastrecza trudnosci, ktére sg najczesciej zwigzane ze stabym kietkowaniem
nasion i w konsekwencji malg wydajnoscia tej metody mnozenia. W literaturze brak jest
praktycznie informacji o regeneracji $lazowca, w tym zatem kontekécie podjete badania
wydaja si¢ jak najbardziej celowe. Ponadto przeprowadzenie wnikliwych analiz
morfometrycznych, mikroskopowych, cytogenetycznych i molekularnych, uwazam za
uzasadnione, wartosciowe dla nauki i cenne dla rolniczej praktyki.

Ocena formalna pracy

Praca doktorska Pani mgr inz. Anny Kasprzyk-Pawelec liczy 170 stron maszynopisu
i zawiera zréznicowany i bardzo bogaty material ilustracyjny oraz bibliografi¢, na ktora
sklada sie 257 pozycji i 5 powolan na zrédla internetowe. Zebrana literatura to niedawno
publikowane prace, wydane po 2000 roku, stanowia one 86% cytowanych publikacji.
Sposrod wszystkich pozycji literatury 61 publikowanych jest po polsku, pozostate (ponad
3/4 wszystkich) w jezyku angielskim. Prace s3 cytowane w tekscie, z wyjatkiem dwoch
pozycji, ktorych nie udalo mi sie odnalez¢ (Henry i in. 1994 oraz Jasnowska i in. 2008). Na
dokumentacj¢ pracy skiada sig: 27 tabel, 11 rycin oraz 29 barwnych tablic, ktére sa
zestawami ztozonymi z kilku obrazéw: najczgéciej zdjeé omawianych obiektow, ale takze



fotografii spod skaningowego mikroskopu elektronowego, ujeé¢ przekrojow anatomicznych
z mikroskopu $wietlnego, histogramow pokazujacych badania cytometryczne oraz zdjeé
rozdziatéw elektroforetycznych otrzymanych podczas analiz molekularnych. Wszystkie
tabele, ryciny i barwne tablice s3 czytelne, a dokumentacja fotograficzna jest bardzo dobre;
Jakosci, zostata przygotowana starannie. Na koncu rozprawy zamieszczono spis rycin oraz
tabel, a takze alfabetyczny wykaz wszystkich odczynnikéw, ktore wykorzystano do
przeprowadzania analiz, przy kazdym odczynniku zamieszczono informacje o jego
pochodzeniu, podano tez numer katalogowy. Do pracy zalaczone jest streszczenie w jezyku
angielskim. Rozprawa ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych i sktada sie z o$miu
rozdziatow, z ktorych cztery: Wstgp, Materiat i metody, Wyniki oraz Dyskusja sa
podzielone na dodatkowe podrozdzialy. Praca ma przejrzysty i przemysélany uklad. Jest
pisana w konsekwentnie utrzymywanym porzadku logicznym, dzigki czemu stanowi spojna
calos¢. Czytelny i uporzadkowany spis tresci umozliwia latwe poruszanie si¢ w tekscie,
a zamieszczony na poczatku rozprawy wykaz skrotow ufatwia czytanie pracy.

Ocena merytoryczna

Celem przeprowadzonych badan bylo ustalenie warunkéw regeneracji $lazowca
pensylwanskiego z wykorzystaniem techniki in vitro, a takze ocena stabilnosci genetycznej
otrzymanych regenerantoéw. W pierwszym etapie badan nasiona $lazowca wprowadzono do
kultury in vitro i uzyskano siewki, z ktorych pobierane byly eksplantaty do testowania
wplywu regulatoréw wzrostu na organogenezg. Wykonano szczegélowe obserwacje
procesu regeneracji prowadzac szereg pracochlonnych analiz i pomiaréw biometrycznych.
Przeprowadzono monitoring regeneracji na poziomie mikroskopowym oraz oceniono
jakos¢ regenerantdw przy uzyciu metod cytometrycznych i molekularnych. Wreszcie
uzyskane pedy Slazowca ukorzeniono i z sukcesem poddano aklimatyzacji. Postawiony
w pracy cel zostal zrealizowany.

Przeglad literatury zawarty w pierwszym rozdziale pracy (WSTEP), na 25 stronach,
Doktorantka podzielila na cztery podrozdziaty. Na poczatku przypomina podstawy kultury
in vitro, omawia sktadniki pozywki i roslinne regulatory wzrostu, a takze rozmnazanie in
vitro na drodze organogenezy posredniej. Dalej Autorka pochyla si¢ nad wystepujaca w
kulturze in vitro zmiennoscia somaklonalna, aby kolejno przejs¢ do syntetyczne]
charakterystyki badan mikroskopowych, cytogenetycznych i molekularnych prowadzonych
w roslinnych kulturach in vitro. Ostatni podrozdzial przegladu literatury poswiecono
roslinom energetycznym, szczegétowej charakterystyce $lazowca pensylwanskiego
i osiggnigciom w zakresie mikrorozmnazania tej grupy roslin. Uporzadkowane tabelaryczne
zestawienie dotychczasowych dokonan w regeneracji in vitro roslin energetycznych
pokazuje, ze uzywa si¢ do inicjacji kultur takze eksplantatéw zawierajacych tkanke
merystematyczng, a rozmnazanie prowadzone jest droga pobudzania do rozwoju pgkéw
bocznych. W tym kontekscie widoczny staje sie brak (w pierwszym podrozdziale)
syntetycznego spojrzenia na metody mnozenia ro$lin w kulturze in vitro (pobudzanie do
rozwoju pakéw bocznych, wzbudzanie pakéw przybyszowych i somatyczna embriogeneza
- dwie ostatnie moga mie¢ charakter posredni lub bezposredni), zwlaszcza, ze i w dyskusji
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poruszane s3 zagadnienia zwigzane z somatyczna embriogenezg, a najlepsze wyniki
w regeneracji pedow uzyskano, gdy eksplantatami wyjsciowymi byly jednoweztowe
fragmenty pedu zawierajace tkank¢ merystematyczng. Poza tym uzupelnieniem, w mojej
ocenie, przedstawiony przeglad literatury jest wystarczajgcym kompendium wiedzy
potrzebnej do podjecia eksperymentow nad regeneracja Slazowca pensylwanskiego
z wykorzystaniem techniki in vitro, a zakres tematyczny przegladu literatury jest zwigzany
z podjetymi badaniami i nakres$la obecny stan wiedzy.

Inne zauwazone przez mnie nieliczne uchybienia: na str. 9 powinno by¢ Pattar i Jayaraj,
a nie Pattar i in, na str. 12 - brakuje i in., str. 14 niepotrzebne sg skroty imion autorow przy
cytowaniu, str. 17 Holl zamiast Hall, str. 18 - czas kwitnienia lepiej zastapic okresleniem
termin kwitnienia, str. 26 - przy podawaniu wspotczynnika namnazania w dolnej granicy
brakto gatunku - u Hibiscus rosa-sinensis, str. 27 w tabeli trzeba ujednolici¢ jednostki PGR,
najlepiej przeliczy¢ wszystko na mg L', a et al zamieni¢ na i in., str. 30 - brak autora
zdje¢. Na str. 13 pojawia si¢ zdanie cytowane za Mineo 1990 "w wyniku regeneracji
wszystkie komorki potomne zawieraja material genetyczny identyczny jak roslina
macierzysta", ktére nie jest zgodne z zamieszczanymi potem informacjami, cho¢by na
stronie 17. Dzi$ wiemy, ze techniki in vitro moga by¢ zrodiem zmiennosci, dlatego
otrzymany material roslinny poddaje si¢ wszechstronnym analizom, ktore okreslajg jego
zgodno$¢ z materialem donorowym (wyjsciowym), co zreszta zostalo w niniejszej pracy
zrealizowane.

W osobnym rozdziale sprecyzowano 1 przestawiono CEL PRACY oraz szczegolowe
zadania badawcze.

W  rozdziale MATERIALY I METODY opisany zostal material ro$linny
wykorzystany w badaniach oraz wszystkie metody badawcze. Zamieszczono tu wiele tabel
i rycing, ktore ulatwiajg zrozumienie uzytych metod.

Oprocz obserwacji biometrycznych regenerujgcych eksplantatow szesciokrotnie pobierano
fragmenty materialu roélinnego do badan cytologicznych. Przygotowano polimerowe
preparaty do obserwacji w mikroskopie $wietinym, a takze przeprowadzono procedure
pozwalajaca na wykonanie obserwacji tkanek w mikroskopie elektronowym skaningowym.
Dalej szczegotowo opisane sg procedury okreslenia wielkosci genomu i ploidalnosci
regenerantow §lazowca, a takze przeprowadzone analizy molekularne (ISSR oraz AFLP)
dla 48 wybranych regenerantow i 11 ro$lin kontrolnych.

Zamieszczone sa3 w tym rozdziale informacje o wielkosci badanej proby i liczbie
powtorzen, a zaprezentowane metody badawcze sa odpowiednie dla zrealizowania
postawionego celu.

Stwierdzitam drobne niedociggniecia, ktore trzeba uscislic. Warto uzupetni¢ informacije o
stanie fizjologicznym nasion przeznaczonych do siewu, a w rozdziale dotyczacym inicjacji
kultur, szczegoly skaryfikacji w goracej wodzie, a takze wyjasni¢ na czym polegata
skaryfikacja mechaniczna oraz wspomnie¢ jakie obserwacje zostaly przeprowadzone.
Proponuj¢ zmieni¢ nieco rycing 9, przedstawi¢ na niej siewki w réznym wieku (7, 10, 14
1 21-dniowe i1 zaznaczy¢ przy kazdej fragmenty pobierane do doswiadczenia), w moim
odczuciu stanie si¢ wtedy bardziej czytelna. Podczas przygotowywania pracy do publikacji
niezbedne bedzie uzupelnienie warunkow zewngtrznych kultur in vitro o warto$é



wilgotnosci wzglednej w pokoju wzrostowym, zwanym czasem w starszej literaturze
pokojem hodowlanym. I tutaj mam pytanie do Doktorantki: Czy nie uwaza Pani, ze
hodowle in vitro (tak nazywane w Pani pracy) poprawniej byloby nazwa¢ kulturami in vitro
(in vitro culture), chcialabym pozna¢ Pani zdanie na ten temat.
Zauwazylam tez pewne niescistosci przy opisie warunkow aklimatyzacji, sterylna gleba to
nie jest dobre sformulowanie, chodzi z pewnoscig o podloze ogrodnicze, ale trzeba uscisli¢
jakie, uzupelnienia wymagaja tez warunki zewnetrzne w czasie aklimatyzacji: warunki
swietlne, temperatura, czy stosowano zabezpieczenie przed rozwojem chorob grzybowych?
Rozdzial WYNIKI jest utrzymany w tym samym porzadku tematycznym jaki
zastosowano w Materiatach 1 metodach. Zostal on przedstawiony na 60 stronach, przy
czym 29 z nich zajely tablice barwne, (119 fotografii) ktére sg bardzo dobra dokumentacja
otrzymanych wynikow. Oprocz tego rozdzial ten zawiera zawiera 14 tabel i 2 ryciny.
W pierwszej czgsci ogdlnie omowiono sposob otrzymania siewek do zalozenia wlasciwego
doswiadczenia, gdzie mechaniczna skaryfikacja nasion oraz 50% roztwér handlowego
preparatu  Domestos stosowany do dezynfekcji powierzchniowej przez 30 minut
skutkowaly najlepsza wydajnoscia kielkowania. Po siedmiu dniach od zatozenia kultury
uzyskano w tej metodzie 108 siewek, ktore postuzyly do dalszych badan. Rezultaty tego
wstgpnego doswiadczenia pokazano w tabeli 13, ktorej tytul wymaga nieznacznego
uzupefnienia, tabela pokazuje bowiem nie tylko skuteczno$¢ dezynfekcji, ale takze
% skietkowanych nasion. Pomimo, ze jest to do$wiadczenie wstepne, warto uzupelnic
analizy statystyczne dla tej czgsci badan, pozwoli to na bardziej precyzyjne wnioskowanie.
Dalej Autorka przedstawia w tabelach 1 na fotografiach oraz opisuje wplyw
32 zastosowanych pozywek na organogenezg (tj. formowanie kalusa, pedow i korzeni), dla
kazdego testowanego eksplantatu oddzielnie: 0,5 cm calych hypokotyli, 0,5 cm
fragmentéw 1 cm hypokotyli, 0,5 cm fragmentoéw 2 cm hypokotyli, 1 cm calych mlodych
liscieni, 1 cm fragmentow 2 cm liscieni, 0,5 cm fragmentéw ogonkéw liSciowych, 1 cm
fragmentow lisci, 0,5 cm jednoweziowych fragmentow pedu. W tabelach podano procent
eksplantatow formujacych kalus, a jego jakos¢ oraz ilo$¢ opisano na podstawie
dokumentacji fotograficznej. W tabelach znalazly si¢ tez: % eksplantatow na ktorych
formowaly sie pedy i liczba pedow na 1 eksplantat, oraz % eksplantatow formujgcy
korzenie 1 liczba korzeni na 1 eksplantat. Na tym etapie mozna byto sprobowaé odroznic¢
pedy przybyszowe od pedéw bocznych. Bowiem kiedy eksplantat zawiera tkanke
merystematyczna, jak to miato miejsce w przypadku jednoweztowych fragmentow pedow
obserwowano prawdopodobnie rozwoj pgdéw bocznych, podczas gdy dla pozostalych
eksplantatow roznicowaly sie wylacznie pedy przybyszowe bezposrednio na eksplantacie,
albo posrednio przez fazg kalusa. W tej czesci pracy przedstawione sg wyniki bardzo
Zzmudnych 1 pracochtonnych obserwacji, ktérych wyniki poddano analizom statystycznym.
Zachgcalabym Autorke (zwlaszcza przy przygotowywaniu publikacji) o bardziej
syntetyczne zestawienie otrzymanych wynikoéw oraz (na ile to mozliwe) statystyczne
ujecie wptywu rodzaju eksplantatu na regeneracje. Idealne bytoby wskazanie najlepszego
rodzaju eksplantatu i pozywki. Prosz¢ tez o wytlumaczenie dlaczego, zdaniem Autorki,
w__wielu przypadkach regeneracja na pozywce pozbawionej regulatorow wzrostu
statystycznie nie rozni sie od regeneracji na pozywkach zawierajacych PGR i prawie




zawsze zachodzi na pozywce MS0.

Dokumentacja opisanej regeneracji wykonana z uzyciem mikroskopii $wietlnej jak
1 skaningowej zostata przedstawiona w kolejnym rozdziale wynikow. Rzetelnie wykonane
preparaty, dobre zdjgcia 1 precyzyjny opis to mocna strona pracy. Zdj¢cia spod mikroskopu
skaningowego pokazuja formowanie pgkow przybyszowych (zawiazkow pedu) w tkance
kalusowej, ale takze bezposrednio na eksplantatach. Szkoda, ze nie udalo sie wychwyci¢
przekroju anatomicznego takiego paka, mielibySmy wodwczas pewnos¢, ze to
organogeneza, a nie somatyczna embriogeneza. I tu mam kolejne pytanie do Doktorantki,
jak mozna odrozni¢ paki przybyszowe od zarodkéw somatycznych?

W dalszej czgsci pracy Doktorantka wykazala sie znajomoscia analiz cytometrycznych
i interpretacji otrzymanych wynikow. W niniejszej pracy po raz pierwszy na $wiecie
okreslono zawartos¢ DNA w jadrach komorek liSci Sida hermaphrodita i oszacowano
wielko$§¢ genomu dla tego gatunku. Zbadano réwniez ploidalno$¢ 62 regenerantow,
wykazujac w dwoch przypadkach nizszg niz u roslin kontrolnych zawarto$¢ DNA oraz
w dwoch przypadkach wystepowanie miksoploidow.

Kolejny podrozdziat dotyczy analiz z wykorzystaniem markerow molekularnych, ktore sa
precyzyjna metoda oceny zréznicowania genetycznego i wychwycenia zmiennosci
somaklonalne; u ro$lin pochodzacych z kultury in vitro. Przeprowadzono je
z zastosowaniem 17 starterow ISSR 1 6 par selektywnych starterow AFLP. Na 4 tablicach
pokazano przykladowe rozdzialy elektroforetyczne na zelach agarozowych
1 poliakrylaminowych. Lacznie uzyskano 97 prazkow polimorficznych, w tym
7 unikatowych, wigce] przy uzyciu markerow ISSR (ok. 33%), w porownaniu do
markerow AFLP (ok. 19%). W wigkszosci przypadkéw nie odnotowano znaczacego
zroznicowania genetycznego pomigdzy osobnikami kontrolnymi 1 regenerantami
otrzymanymi in vitro (maksymalnie 9,8% w jednym przypadku dla ISSR, i 7,4%
w jednym przypadku dla AFLP). Bardzo pozytywnie oceniam zastosowany do analiz
molekularnych uktad. Ze wzgledu na pochodzenie eksplantatow (z nasion) zastosowano do
analiz zawsze zestaw par: roslina donorowa-potomek, ktory pozwolit unikngé bledow
w interpretacji wynikow. Chcialabym réwniez podkresli¢ korzystnie dobrany zestaw
markerow molekularnych (ISSR i AFLP), co potwierdza duza liczba produktow
uzyskanych w pracy, a zwlaszcza stosunkowo wysoki udzial prazkow polimorficznych.

W ostatniej czgs$ci prezentowane sg wyniki nad ukorzenieniem pedow i ich aklimatyzacja.
W obecnosci zastosowanej w pozywce auksyny NAA otrzymano stabsze wyniki
w ukorzenianiu pedow, w poréwnaniu do pozywki, ktora nie zawierata regulatorow
wzrostu. Istotno$¢ tych réznic warto byloby potwierdzi¢ analizg statystyczng. Prosze¢ takze
0 wyjasnienie, czy byly prowadzone obserwacje morfologii regenerantow po
aklimatyzacji? zdanie .."nie obserwowano wyraznych zmian fenotypowych
regenerantow"... sugeruje, ze takie obserwacje prowadzono.

Na koniec chcialabym zasugerowac zaprojektowanie w przysztych badaniach do$wiadczen
nad opracowaniem pozywki do namnazania pgdow. Otrzymane w niniejszej pracy wyniki
pozwolily na ustabilizowanie kultur in vitro i otrzymanie pedéw, ktdre z powodzeniem
mozna byloby namnaza¢, jak sadze, z duza wydajnoscig. Etap ukorzeniania i aklimatyzacji
jest juz opracowany, zatem caly cykl rozmnazania klonalnego bylby zamkniety,




a procedura mikrorozmnazania gotowa recepta na namnazanie Sida hermaphrodita
gatunku technika in vitro.

DYSKUSJA napisana jest fadnym, opisowym jezykiem, z odpowiednig narracja, jest

obszerna i1 dobrze, ze zostata podzielona na rozdzialy, bo dzigki temu pozwala czytelnikowi
na latwiejsza ocen¢ przedstawionych problemow. Dotyka podejmowanych watkow
badawczych, konfrontuje je z literatura, i jest poprowadzona swobodnie, co $wiadczy
o szerokim spojrzeniu Doktorantki na omawiane problemy. Znalaztam w tej czg¢sci kilka
drobnych niedoskonatosci, np. jest oczywistym, ze kluczowy wplyw na procesy wzrostu
i rozwoju w kulturze in vitro ma stosunek auksyn i cytokinin, a publikacja Ikeuch i in. 2013
roku, tylko to potwierdza. Przejezyczeniem jest tez sformutowanie, ze TDZ charakteryzuje
dziatanie podobne do auksyn, co prawdopodobnie miato oznacza¢ w szerszym ujgciu - ze
dziala jak regulator wzrostu. Proponuje¢ nie nazywaé ukorzenionych pedow roslinkami lecz
roslinami. W podrozdziale dotyczacym aklimatyzacji informacje na temat wynikow badan
Kadecek i in. 2001 sg bardzo ogolne i nie wnosza do dyskusji ciekawych tresci, powinny
by¢ uscislone.
Na koniec rozprawy doktorskiej Doktorantka przedstawita 9 WNIOSKOW. Osiem z nich
dotyczy regeneracji, jeden jakosci uzyskanych roslin. W pierwszym wniosku brakuje
w ostatniej linijce sformutowania: i pozwala na kietkowanie w warunkach in vitro. Osmy
wniosek odnosi sie do fenotypu roslin, a wynikéw takich obserwacji nie przedstawiono.

Podsumowujgc chcialabym podkresli¢, ze przeprowadzone badania poruszaja
aktualne i dotychczas niezbadane problemy, wymagaly opanowania licznych technik
badawczych, obejmuja do$wiadczenia in vitro oraz roznorodne analizy laboratoryjne,
wyniki sa wilasciwie udokumentowane, zostaly dobrze przeanalizowane i prawidiowo
przedstawione.

Whiosek koncowy

Przedstawione w pracy wyniki badan oraz dokumentacja naukowa sg wartosciowe.
Metody, ktore poznata i1 ktorymi postuzyla si¢ mgr inz. Anna Kasprzyk-Pawelec sa
wlasciwe do zrealizowania postawionego celu. Szczegélnie analizy cytometryczne,
molekularne i mikroskopowe, stanowia dobry warsztat i moga by¢ pomocne w rozwijaniu
dalszych badan eksperymentalnych. Ponadto Doktorantka wykazala si¢ zadowalajacym
poziomem wiedzy teoretycznej, na ktorej oparta swoje eksperymenty.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa speinia wymagane kryteria stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosz¢ do Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr inz. Anna Kasprzyk-Pawelec do

publicznej obrony.



