Prof. dr hab. Danuta Kozak

Katedra Roslin Ozdobnych

1 Architektury Krajobrazu

Wydziat Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Anny Kasprzyk-Pawelec
pt.:”Regeneracja Slazowca pensylwanskiego Sida hermaphrodita L. Rusby
(Malvaceae) w kulturze in vitro”
wykonanej w Zakladzie Anatomii i Cytologii Roslin Wydziatu Biologii i Biotechnologii
UMCS, pod kierunkiem dr hab. Ewy Szczuki, prof. nadzw. UMCS

oraz dr Karoliny Tomiczak

Temat i cel pracy

Slazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita (L.) Rusby). nazywany malwa
pensylwanska lub sida jest byling o duzym znaczeniu gospodarczym. Osigga wysokosé od 1-3
m i z tego wzgledu moze stuzy¢ do nasadzen w pasach przydroznych, w celu izolowania
terenow mieszkalnych, pol uprawnych czy ogrodow od szkodliwego wplywu pojazdow
mechanicznych. Duze zdolnosci adaptacyjne do réznych warunkéw klimatyczno-glebowych,
wskazuja na potencjalne mozliwosci uprawy s$lazowca na terenach zdegradowanych,
wysypiskach komunalnych, generalnie na gruntach wylaczonych z rolniczego uzytkowania.
Stosunkowo dhugi okres kwitnienia, od lipca az do przymrozkdéw, sprawia, ze roslina ta
dostarcza pokarmu dla pszczdél. Innag, bardzo wazna zaleta tej rosliny jest mozliwosé
wykorzystania jej biomasy do celow energetycznych, jako odtwarzalnego zrddla energii.
Obserwuje si¢ ogromny wzrost zainteresowania uprawa slazowca pensylwanskiego, jednak
duzy problem w zalozeniu plantacji stanowi jakos¢ materiatu siewnego, zwiazana z niska silg
kielkowania nasion oraz ograniczona mozliwo$¢ rozmnazania wegetatywnego poprzez
sadzonki korzeniowe 1 fragmenty pedoéw nadziemnych. Opracowanie wydajnej metody
rozmnazania w kulturze in vitro umozliwiloby szybka produkcje materialu nasadzeniowego
1 wzrost powierzchni uprawy tej rosliny.

Doktorantka postawila sobie bardzo ambitne zadanie opracowania warunkow
regeneracji $lazowca pensylwanskiego w kulturze in vitro. Zakres badan, mgr Anna Kasprzyk
-Pawelec potraktowala szeroko, wykazujac duza dojrzalos¢ w zakresie postugiwania sig

nowoczesnym narzgdziem biotechnologii, jakim sa bez watpienia kultury in vitro.



Szcezegolowe uwagi dotyczace pracy

Przedstawiona do recenzji praca liczaca 170 stron oprécz tekstu zawiera bogaty
material dokumentalny w postaci 27 tabel, 11 rycin i 119 fotografii, wykaz skrotow, spis
odczynnikow, spis rycin 1 tabel oraz streszczenie w jezyku angielskim. Praca zostala
podzielona na 8 rozdzialow: I. Wstep, II. Cel pracy, I1I. Material i Metody, IV. Wyniki, V.
Dyskusja, VI. Wnioski, VII. Summary, VIII. Literatura.

Tytul rozprawy odpowiada tresci pracy.

We ,Wstepie” obejmujacym 25 stron Pani mgr dokonala interesujacego
wprowadzenia do realizowanego tematu, wykorzystujac dostepna, trafnie dobrana literature.
W kolejnych podrozdzialach zaprezentowano: roslinne kultury in vitro, regeneracje roslin in
vitro, badania mikroskopowe, cytogenetyczne i molekularne w kulturach in vitro oraz rosliny
energetyczne i ich zastosowanie. Starannie i jasno opracowany ,,Wstep” wskazuje na bardzo
dobra znajomos$¢ piSmiennictwa naukowego z zakresu prowadzonych badan. Autorka
przytacza 257 pozycji literatury, w tym 76 % stanowi literatura anglojezyczna. Nie jestem
jednak zwolenniczka cytowania w pracach naukowych pozycji internetowych - w dodatku bez
tytulow, nazwisk autorow i daty ich dostepnosci. Za jaki§ czas, by¢ moze te strony juz nie
beda istnie¢. zatem do nich nie dotrzemy.

W rozdziale ..Cel pracy” Autorka jasno precyzuje kierunek badan i poprzez cele
szczegOlowe uscisla cel 1 zakres eksperymentow.

W rozdziale ,Material i metody”, liczacym 18 stron Autorka przedstawila material
doswiadczalny. wykaz substancji chemicznych i pozywek stosowanych w doswiadczeniach i
w sposob jasny 1 zrozumialy opisata kolejne etapy pracy i prowadzone doswiadczenia.
Zakradly si¢ jednak pewne niescislosci. np. w pkt. 3.2 podano, ze .Doswiadczenia
przeprowadzono na pozywkach zawierajacych makro 1 mikroelementy oraz skladniki
organiczne pozywki Murashige 1 Skooga (1962)”. Nie byla to jednak pozywka oryginalna,
lecz zmodyfikowana. Oryginalna pozywka zawiera np.: FeSO4 7H20 - 27,8 mg + Na;EDTA 2
H>O - 37,2 mg. W pracy zastosowano FeNaEDTA w ilosci 36,7 mgL™. Brak informacji, jaki
rodzaj agaru zastosowano. W pkt. 3.3. niewlasciwe jest uzycie slowa sterylizacja odnosnie
wyjalawiania materialu badawczego. Nie jest ona réwnoznaczna z odkazaniem czy
dezynfekcja, gdyz w wyniku sterylizacji ulegaja zniszczeniu drobnoustroje i ich przetrwalniki
(sterylizacja narzedzi, pozywki w autoklawie), natomiast dezynfekcja (odkazanie) jest to
proces w wyniku, ktorego sa zniszczone tylko formy wegetatywne drobnoustrojow.

Wskazane byloby podanie skladu $rodka odkazajacego — Domestosu. Jaka pojemnos$¢ miaty



stoiki w ktérych umieszczano nasiona? Brak informacji o liczbie nasion w sloiku i przy
kazdej metodzie odkazania. Dopiero w ‘Wynikach’, na str. 53, w tab. 13 podano ta liczbe -
200. Po jakim czasie oceniano czysto$¢ kultur, skoro juz po 7 dniach hodowli pobierano
cksplantaty z siewek? Nie podano natezenia $wiatla w pokoju wzrostowym. W pkt. 3.8. nie
podano. ile pedéw ukorzeniano na poszczegdlnych pozywkach (wartosci te zawarte sa
dopiero w pkt. 4.6., w tab. 27, na str. 108), jaki sklad mialo podloze (sterylna gleba) do
ktorego wysadzano rosliny. Podano .% ukorzenionych roslin®, powinno by¢ %

ukorzenionych pedow. Zamiast ,,ukorzenione rosliny”, powinno by¢ ukorzenione pedy.

Metody przyjete do oceny stabilnosci genetycznej i1 zréznicowania zostaly dobrane
prawidlowo, chociaz niepotrzebnie wykonano zaréwno ISSR jak i AFLP, mozna bylo
wykona¢ jedna metode. Zabraklo natomiast podania liczebnosci chromosomow, ktore
standardowo sprawdza sie¢ w tego typu badaniach, a ktére w 100% zapewniaja o stabilnosci

genetyczne].

»Wyniki” doswiadczen zawarte w 14 tabelach 1 szczegdlowo opisane na 16 stronach
oraz zilustrowane na wspaniatych 119 fotografiach sa bardzo interesujace. Ogolem Autorka
sprawdzila efektywnos¢ odkazania 6 metod. wykorzystujac 200 nasion w kazdej metodzie,
czyli na 1200 nasionach. Ponadto oceniala wpltyw 32 pozywek. rézniacych sie zawartoscia
regulatorow wzrostu, dla 8 rodzajow eksplantatow wykorzystujac po 36 eksplantatow dla
kazdego rodzaju (12 w 1 powtorzeniu), co daje lacznie 9216 eksplantatow pobranych do
kultur in vitro. W trakcie prowadzenia kultur material roslinny poddano obserwacjom
mikroskopowym. Do badan cytologicznych pobierano i utrwalono kontrolne fragmenty
materiatu roslinnego (0 tyg. oraz po uptywie 1. 7, 14, 21 i 28 dni kultury. Dokonano ponadto
oceny jakosci i stabilnosci uzyskanych w kulturze roslin na poziomie cytogenetycznym i

molekularnym. Oceniajac prac¢ cheialabym zwrdci¢ uwage na jej niebywala pracochlonnosé.

W nagtowkach wigkszosei tabel nalezalo podac¢ po jakim czasie oceniano wskaznik
zakazen, indukcje tkanki kalusowej, regeneracje pedow 1 korzeni z poszczegdlnych
eksplantatow. Oczywiscie wigkszos¢ informacji mozemy znalez¢ w rozdziale ,Material i

metody”, ale powinno to by¢ podane rowniez w naglowku tabeli.

Na str. 53 czytamy, ze ,.Stwierdzono, ze mechaniczna skaryfikacja nasion polaczona z
ich sterylizacja za pomoca 50% roztworu Domestosu pozwala uzyska¢ najwyzszy %
skictkowanych nasion....”, gdy tymczasem brak obliczen statystycznych dla wskaznika

zakazen (Tab. 13).



Proponuj¢ unika¢ zbyt duzych skrotow myslowych np. organogeneza pedowa
otrzymana na pozywkach (str. 60), proces regeneracji pedéw zaindukowano na podlozach

(str. 63), tkanke kalusowa uzyskano na podlozach (str. 73).

Opis wynikow zawartych w tab. 14, na str. 57 nie jest precyzyjny. Pominieto kilka
wariantow pozywek, na ktorych 100% eksplantatow z 0,5 em hypokotyli wytwarzato tkanke
kalusowa niewykazujaca zdolnosci do regeneracji pedow (np. 1KIN/CW), jak rowniez proces
ryzogenezy byl obserwowany na eksplantatach prowadzonych na pozywkach: 1BAP, 3BAP-

na $wietle oraz IKIN/INAA- w ciemnosci, natomiast brak ryzogenezy -0,5KIN.

Na str. 60 przy opisie wynikow zawartych w tab. 15 podano, ze ,na podlozach
....KIN/BAP oraz ZEA/TAA i KIN/NAA, 100% eksplantatow reagowalo tylko wytwarzaniem
tkanki kalusowej”. Rowniez inne warianty pozywek mialy podobny wplyw np. 1.5KIN,
1KIN/INAA, 3BAP. Brak dokladnosci przy opisie procesu ryzogenezy. Autorka podaje:
..Proces ryzogenezy obserwowano, gdy podloze hodowlane uzupeliono dodatkiem cytokinin
KIN Iub BAP indywidualnie, badZ w kombinacjach z auksynami NAA i [AA”. Tymczasem w
obecnosci BAP brak ryzogenezy w warunkach fotoperiodu 16/8 a w ciemnosci ryzogeneza
ma miejsce w przypadku eksplantatow inkubowanych na pozywkach z dodatkiem 1 lub 3

BAP.

Na str. 70 przy opisie wynikow zawartych w tab. 18 podano: . Tkanke kalusowa
uzyskano ....az po 100 % indukcje na pozywkach uzupehionych KIN i BAP samodzielnie™ .

W tabeli znajdujemy - 75,00 1 77,78% tkanki kalusowej dla 0,5 1 1 KIN.

Str. 80, tab. 21, brak precyzji przy opisie wynikdw. W opisie czytamy:” Najwicksza
indukcje tkanki kalusowej. a zarazem najwigksze zdolnosci odréznicowania, obserwowano na
podiozach z dodatkiem BAP samodzielnie lub w kombinacji z IAA”. W warunkach 7 dniowej
inkubacji w ciemnosci fragmentéw lisci w obecnosci 3BAP — brak regeneracji kalusa, a w
obecnosei 1 lub 2BAP regeneracja jest na poziomie 96,67% -100%, lecz brak eksplantatow

reagujacych ryzogeneza.

Str. 98: Eksperymentalnie ustalono temperatur¢ annealingu dla poszczegdlnych
starterow, a wartosci przedstawiono w tabeli 24. Analiza ta zostala wykonana w celu
prowadzenia analiz molekularnych z wykorzystaniem opisanych starteréw, nie jest natomiast
celem prowadzonej pracy. Wyniki te, lub tylko informacje o przeprowadzeniu tego typu

badan, nalezalo umiesci¢ w rozdziale ‘Material i metody’. Temperatury annealingu dla



poszczegblnych starterow moga by¢ rozne dla réznych laboratoriow. zaleza od warunkow

pracy i odczynnikow stosowanych do prowadzenia analiz molekularnych.

Str. 98, ostatni akapit: "Lacznie uzyskano 97 prazkow polimorficznych, w tym 7
unikatowych (czyli prazkéw obserwowanych wylacznie u pojedynczego osobnika) oraz 295
prazkéw monomorficznych". Powinna by¢ podana informacja, ze wartosci te uzyskano przy
obu metodach, ISSR 1 AFLP. Czytelnik musi si¢ tego domysli¢, na podstawie nastepnego

zdania.

Tablice XXII - XXV: wskazane byloby zaznaczenie innym kolorem prazkow

unikatowych.

Str. 104 1 Ryc. 11: Przy opisie wykresow PCoA powinna by¢ podana informacja, jaki

poziom zroznicowania wyjasniaja 1-sza 1 2-ga wspoélrzedna.

Ryc. 10: Szkoda. ze nie zaznaczono skupien na dendrogramach., co znacznie

ulatwitoby ich odczyt.

Str. 104: Zastosowanie oznaczen literowych poszczegolnych typow regenerantow (B,
D2. B4, FH) zamiast ich opisu, ulatwiloby ich analizg, szczegdlnie rozroznienie miedzy

osobnikami kontrolnymi i réznymi typami regenerantow.

Na szczegolng uwage zastuguje ,,Dyskusja”, obejmujaca 18 stron. ktora znakomicie
potwierdza dobrg znajomos$¢ wiedzy teoretycznej, wechodzacej w zakres badan Pani mgr oraz

dojrzale jej konfrontowanie z wynikami uzyskanymi w badaniach wilasnych.

Whnioski sprecyzowane sa jasno 1 w pelni odzwierciedlaja przedstawiony materiat
badawczy oraz przeprowadzone analizy. Czes$¢ wnioskow ma charakter aplikacyjny 1 moze
by¢ z powodzeniem przekazana do zastosowania przez laboratoria kultur in vitro. Wniosek 9.
~Pozywka MS bez dodatku roslinnych regulatordéw wzrostu pozwala na ukorzenienie
wyzszego odsetka regenerantow Slazowca™ jest sformulowany nieprawidlowo, gdyz nie moze

by¢ ukorzeniany odsetek regenerantow.

Rozdzial , Literatura™ zawiera 257 pozycji. Autorka trafnie dobrala literature z bardzo
licznych pozycji naukowych wybierajac te najwazniejsze, ktore umozliwily przedstawienie

problematyki dotyczacej przedmiotu Jej badan.

Wszystkie wymienione uwagi nie podwazaja faktycznej wartosci naukowej rozprawy

doktorskiej, ale proponuje wzia¢ je pod uwage przy przygotowywaniu publikacji.



Podsumowanie

Pani mgr Anna Kasprzyk-Pawelec wykonala drobiazgowe, pracochlonne badania, na
wysokim poziomie naukowym, ktérych efektem bylo opracowanie skutecznej procedury
odkazania nasion $lazowca pensylwanskiego i stwierdzenie, ze wszystkie testowane rodzaje
eksplantatow sa zdolne do wytwarzania tkanki kalusowej w warunkach kultury in vitro.
Wykazano. ze 1 — wezlowe fragmenty pedow pozwalaja na uzyskanie najwyzszej wydajnosci
procesu organogenezy pedowej. Na pozywce z dodatkiem 1.5 mg L' kinetyny uzyskano
najwiecej (3.81 szt.) pedow z 1 eksplantatu. Na ukorzenianie zas mikrosadzonek slazowca
pensylwanskiego korzystnie wplywa, zdaniem Autorki., pozywka MS bez dodatku
regulatorow wzrostu. Na uznanie zasluguje przeprowadzenie szczegdlowych obserwacii
procesu regeneracji na poziomie mikroskopowym oraz ocena jakosci i stabilnosci uzyskanych
in vitro roslin na poziomie cytogenetycznym 1 molekularnym. Badania te znacznie
wzbogacaja prace. Wykazano, ze kultury in vitro moga indukowac u regeneratow slazowca
nieznaczng zmiennos$¢ na poziomie sekwencji DNA, ale nie znajduje ona odbicia w fenotypie

zregenerowanych roslin.
Whiosek koncowy

Stwierdzam. ze rozprawa doktorska Pani mgr Anny Kasprzyk-Pawelec
pt.:"Regeneracja $lazowca pensylwanskiego Sida hermaphrodita L. Rusby (Malvaceae) w
kulturze in vitro™ jest wartosciowa pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym. Praca zawiera
prawidlowo udokumentowane wyniki 1 $wiadczy o tym, ze Doktorantka bardzo dobrze zna
techniki kultur in vitro. oraz najnowsze techniki biologii molekularnej i potrafi prawidlowo je

wykorzysta¢ w badaniach naukowych.

Reasumujac, stwierdzam. ze oceniana praca spelnia wszystkie kryteria stawiane
rozprawom doktorskim przez Ustawe z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, okreslone w artykule 13 Ustawy (Dz.
U. Nr 65, poz. 595, z p6ézn. zm.) 1 wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii 1
Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr Anny

Kasprzyk-Pawelec do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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