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RECENZIA
ROZPRAWY DOKTORSKIE] MGR PIOTRA ZABICKIEGO
»EX SITU PRESERVATION OF ENDANGERED VIOLET (V10LA STAGNINA KIT.)
WITH THE USE OF /N VITRO MICROPROPAGATION AND TISSUE CRYOPRESERVATION”

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy kompleksu zagadnienn nowoczesnej formy ochrony
ex situ rzadkich i zagrozonych ekstynkcja populacji roslin bazujacej na kulturach in vitro
oraz krioprotekcji zregenerowanego materiatu, Obie te, specjalistyczne metody,
reprezentujgce wysoki stopien zaawansowania technologicznego, staly sie nieodzownym
narzgdziem czynnej ochrony przyrody, a ich skuteczno$¢ potwierdzajg coraz liczniejsze
doniesienia o kolejnych gatunkach objetych programem krétko- lub dlugo-terminowego
przechowywania w banku genéw. Mikrorozmnazanie, szybko zwickszajace pule osobnikow
zagrozonego wyginigciem gatunku, jest efektywng i stosunkowo szybka metoda dostarczania
ro$lin do reintrodukeji na stanowiska naturalne. Rowniez dlugoterminowe przechowywanie
materialu rodlinnego, w oparciu o techniki gtebokiego mrozenia, uwarunkowanego
dehydratacjg tkanek, stuzy uzupelnieniu, a nawet odtworzeniu zagrozonych populacii.
Materiat roslinny otrzymany tymi metodami wymaga oceny stabilno$ci genetycznej, tak aby
bez ograniczen mogl zosta¢ wlgczony w pule genetyczna chronionej populacji. Wynika stad
teza, ze stabilno$¢ genetyczna regenerantéw, winna by¢é ewaluowana w kontekécie statusu
genetycznego roslin matecznych pochodzacych z zagrozonej populacji. Niewielu autoréw
podjeto dotychczas tak potrzebna, lecz trudng problematyke. Dlatego tez, ocena stabilnodci
genetycznej regenerantéw Viola stagnina, przy zastosowaniu wyselekcjonowanych markerow
molekularnych oraz bogatego zestawu metod statystycznych, stala sie centralng osig
recenzowane] pracy. Z powyzszego wzgledu problematyke pracy uwazam za bardzo aktualng
1 poznawczo istotng, zaréwno dla nauk podstawowych, jak i praktyki przydatnej w ochronie
gatunkowej roslin.

OCENA FORMALNA

Rozprawa doktorska mgr Piotra Zabickiego zostala wykonana w Zakladzie Cytologii i
Embriologii Roslin Instytutu Botaniki Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie.
Promotorem pracy jest prof. dr hab. Elzbieta Kuta, a promotorem pomocniczym dr Monika
Tuleja. Badania przedstawione w niniejszej rozprawie wpisujg si¢ w kontekst prowadzonych
przez zespot badawczy Pani prof. Elzbiety Kuty wieloletnich studiéw cytotaksonomicznych i
filogenetycznych rodzaju Viola; w aspekcie réznorodnosci mechanizméw ewolucyjnych jego
przedstawicieli, wywolanych wysoka frekwencjg hybrydyzacji i poliploidyzacji, znaczaco
modyfikujacych genetyczng strukture populacji tej grupy roslin.

Rozprawa mgr Zabickiego, jest typowg pracg eksperymentalna, liczy 100 stron lacznie ze
spisem literatury (144 pozycje), zawiera 8 tabel (i 5 o charakterze suplementow), 23 pozycje
ilustracyjne (w tym wykresy i fotografie czarno-biate i kolorowe). Tytut pracy nie w pemi
oddaje tre$¢ osiggnigcia naukowego, w znacznej mierze zdeterminowanego oceng stabilnosci
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genetycznej badanych populacji rodzicielskich i ich potomstwa uzyskanego in vitro i
poddanego stresowi krioprezerwacji.

W obszernym WSTEPIE (poprzedzonym wykazem skrotow i streszczeniami w j. polskim i
angielskim) scharakteryzowano pochodzenie, zasieg wystepowania i stopien zagrozenia Viola
stagnina; przyblizono kwesti¢ chasmogamicznych i kleistogamicznych kwiatow fiolka oraz
reprodukcyjne konsekwencje tego zjawiska. W oparciu o literature przedmiotu (powolano sie
na 91 prac) naswietlono tlo zagadnien dotyczacych mikrorozmnazania i krioprezerwacji
namnozonego materiatu oraz mozliwosci testowania zgodno$ci genotypowej regenerantow i
roslin matecznych.

CELEM badan, ukierunkowanych na ochrong populacji V. stagnina zagrozonych wyginie-
ciem na stanowiskach naturalnych, byt wybor i optymalizacja metody mikrorozmnazania,
wybor technik krioprezerwacji; przetestowanie konsekwencji stresu zamrozenia i odmrozenia
przechowywanego w LN materialu oraz stwierdzenie czy i jakiego rodzaju zmiany zaszly na
poziomie genomu regenerantdw w poréwnaniu do roélin matecznych. Obiektem badan byly
dwie populacje V. stagnina, z ktérych pobrano dwa typy eksplantatéw do cytometrycznej
oceny poziomu endoploidalnodci, frekwencji komorek o ilosci DNA 2, 4 i 8C, a po
zakonczeniu eksperymentu oceniono wielko$¢ genomu u potomstwa.

METODYKA obejmujgca 34 str. oprocz podstawowych technik in vitro (pozywki, dobor
PGR oraz warunkéw fizycznych mikrorozmnazania) omawia procedury odwadniania, jako
czynnika warunkujgcego efektywnos¢ krioprezerwacji oraz poZniejszej przezywalnosci
regenerantow. Interesujgcy graficznie schemat stosowanych metod, przybliza trzy szlaki
przebiegu krioprzechowywania. Oceng zgodnosci genetycznej regenerantow i eksplantatow
ktore przeszty pelng procedure krioprezerwacii, z roslinami matecznymi, oparto na analizie
markeréw molekularnych ISSR, ktérych wybér uzasadniono w dyskusji. Analize zmiennosci
genetycznej wsparto bogatym zestawem narzedzi statystycznych, w tym PCoA (Principal
Coordinate Analysis), na bazie ktérej dokonano analizy porownawczej rodzicielskiej i
potomnej puli materiatu roslinnego.

WYNIKI opracowano bardzo starannie. Przedstawione tabele sa czytelne i dobrej jakosci.
Zwlaszcza dane zawarte w suplementach oraz analizy oparte na matrycy genetycznych
dystansdw odznaczajg si¢ wysoka wartoscig naukowa oraz dokumentujg wklad pracy w
uzyskanie tak szerokiego spektrum wynikéw. Testowanie pozywek zawierajgcych 10
kombinacji regulatoréw wzrostu dostarczylo wiedzy o indukcji i przebiegu organogenezy u
Viola, ukazujgc mozliwo$¢ aplikacyjnego wykorzystania regenerantéw z in vifro w ochronie
bior6znorodnosci. Barwne i czarno-biale fotografie opatrzone podzialtka, ulozone w tablice
dokumentujace przebieg mikrorozmnazania wlgczono w obreb tekstu, co podniosto jego
walor informacyjny. Przebieg pierwszej czedci eksperymentdw mial charakter standardowy,
nie odbiegajacy od przykladéw mikrozmnazania i krioprezerwacji u innych gatunkow.
Opracowano protokot organogenezy bezposredniej u Viola, a z pakdéw przybyszowych po
ukorzenieniu i1 aklimatyzacji otrzymano rosliny zdolne do osiggniecia fazy generatywnej,
kwitnienia i wydania zywotnego pytku. Zabieg krio poprowadzono trzema szlakami:
kapsutkowania; dehydratacji osmotycznej oraz dehydratacji z uzyciem PVS, i PVS;. Po
mrozeniu w LN i kontrolowanym rozmrozeniu wykazano, ze paki przybyszowe chociaz
ulegly odbarwieniu i nie kontynuowaty wzrostu, to po ok 28 — 30 dniach proliferowaly kalus,
w ktérym rozwijaly sie centra merystematyczne, a z nich paki przybyszowe. Tylko na drodze
posredniej regenerowaly rosliny przeznaczone do analizy obrazujgcej ich stan genetyczny
oraz ewentualne nastgpstwa szkodliwosci stosowanych preparatéw chemicznych i
stresowego dzialania procedury odwadniania.



Wyczerpujagca DYSKUSIA wynikéw obejmuje 9 stron i nawigzuje do wszystkich pozycji
literaturowych. Autor rzeczowo komentuje wyniki badan wiasnych, a szeroka znajomosé
literatury przedmiotu zapewnia wielostronng interpretacje uzyskanych danych. W
podsumowaniu dyskusji sformutowano 5 konkluzji.

Konczge ocene formalng rozprawy, nalezy podkresli¢ ze uzyskane przez Doktoranta
wyniki dobrze weryfikujg postawiona przez niego hipoteze badawczg ‘Czy namnozony in
vitro oraz zamrozony i odmrozony material zachowuje stabilno$¢ genetyczng?’ Otrzymane
wyniki wnoszg istotny wktad w stwierdzenie ewentualnej szkodliwosci zastosowanych metod
in vitro oraz krioprezerwacji dla stabilno$ci genetycznej otrzymanego materiatu.

OCENA MERYTORYCZNA

Kompleksowe podejscie do problemu zmiennosci somaklonalnej w kulturach in vitro,
przedstawione w rozprawie mgr Piotra Zabickiego stanowi novum w tej dziedzinie i otwiera
dalsze perspektywy badawcze stuzace konkretnym programom hodowlanym. Planujac
eksperyment ograniczenia zmiennosci w kulturach wykorzystal analize¢ FCM do oceny
poziomu ploidalnosci roslin (wielkosci genomu) w obydwu populacjach naturalnych,
poziomu endoploidalnosci u wybranych eksplantatow z ktérych inicjowal regeneracje,
stusznie przewidujac, ze fragmenty blaszki liSciowej, jako eksplantaty o niewielkim poziomie
endoploidalnosci, bedg stabiej generowaty zmienno$¢ w kulturach.

Do oceny zmiennosci somaklonalnej indukowanej in vitro Autor zaproponowal adaptacje
analizy sprawdzonej w analizach filogenetycznych, przy pomocy ktorej zbadal zréznicowanie
genetyczne miedzy V. stagnina z populacji naturalnych a potomstwem, uzyskujgc bardzo
interesujgce wyniki. Na podstawie wyselekcjonowanych markeréw molekularnych ISSR
utworzyt sieci sgsiadow (Neighbor Net) w oparciu o matryce dystansow genetycznych Nei-Li.
Ocena wiarygodnosci odgalezien w sieci wykazala obecno$¢ dwu silnych grup,
rozdzielajacych obydwie populacje i regenerujgce z nich potomstwo, co potwierdzilta
zastosowana uprzednio analiza PCoA. Analiza ta wykazala wyzszy poziom zréznicowania
genetycznego wewnatrz- i migdzy-populacyjnego, przewyzszajacy poziom zréznicowania w
puli potomstwa.

Oryginalnym podejsciem do oceny zmienno$ci somaklonalnej indukowanej krioprezerwacjg
bylo zastosowanie przez mgr Zabickiego regenerantéw pochodzacych z pojedynczej roéliny
inicjalnej. Obraz elektroforetyczny wzorca ISSR okazal sie w tym przypadku calkowicie
zuniformizowany, niezaleznie od zastosowanej procedury odwadniania. Zdecydowal si¢ na
uzycie dendrogramu UPGMA bazujacego na dystansach genetycznych Dice, ktore ukazaly
obecnos¢ dwoch, stabo wspartych kladow, obejmujacych i rosling mateczng i uzyskane z niej
regeneranty, poddane trzem odrgbnym krioprocedurom.

Nalezy podkresli¢, ze analizujac zréznicowanie genetyczne V. stagnina Doktorant w pelni
wykorzystal dostgpne mozliwosci oceny genetycznej (odrgbnosci versus podobiefistwa)
migdzy roslinami z populacji naturalnej a potomstwem zregenerowanym in vitro. Jedng z nich
byta analiza porownawcza fenotypu kwiatéw, ich elementéw generatywnych oraz zywotnosci
i wielkosci ziaren pytku, ktéra potwierdzita prawidlowe dziatanie mechanizmow reprodukeiji
plciowe] u regenerantdw, gwarantujace zdolno$¢ do eliminacji ewentualnych aberracji u
zregenerowanego potomstwa. Dane dotyczace roslin rodzicielskich dostarczyty tla dla oceny
poréwnawczej poziomu zréznicowania genetycznego potomstwa.

Dociekliwo$¢ 1 wieloplaszczyznowosé badan mgr Piotra Zabickiego umozliwily osiagniecie
najwazniejszego celu badan jakim bylo wykazanie, ze potomstwo poddane licznym stresom
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fizyko-chemicznym (rozmnazanie w kulturach in vitro i krioprezerwacja) zachowato wysoki
stopien zgodno$ci genetycznej z roslinami matecznymi.

PYTANIA T UWAGI

1. Niekiedy Autor zapominal poda¢ w metodzie eksperymentu z jakiej populacji pochodzity
rosliny inicjalne lub ich potomstwo, Dane te czesto byly zawarte w odpowiedniej tabeli lub
wykresie, ale trzeba bylo je wyszukad.

Str. 30 w metodyce dotyczacej krioprezerwacji nie podano z jakiej populacji pochodzity paki
przybyszowe otrzymane po organogenezie bezposredniej z fragmentdéw liscia. (a tylko one
byly pdzniej zamrazane). Podobnie, w paragrafie 6.4.1. Autor analizowal zywotno$¢ i
wielkos¢ pylku r. matecznych z Garbas (5 okazow zielnikowych) a w paragrafie 7.3.1.
regenerantéw (nie podajac populacji); to samo w suppl.5. Fig. 11, 12, 13 w podpisie brakuje
informacji dotyczacej populacji. Réwniez przy poréwnaniu budowy kwiatu (chasmogamia) ze
stanowiska naturalnego z otrzymanym po regeneracji, brakuje wzmianki z jakiej populacji
pochodzity okazy fig. 151 16.

2. Fig. 9, str.33, na schemacie pt. ,,Stosowane techniki krioprezerwacji..” pierwsze zdjecie
przedstawia paki regenerujace z ogonka! - a nie z blaszki, o czym wzmiankuje metodyka.
Moze lepsze bytoby wlaczenie do schematu zdjecia pojedynczego paka (takiego jak na fot.8).
Ponadto, na schemacie nie =zaznaczono prekultur poprzedzajacych kapsutkowanie
eksplantatow.

3. Terminologia ‘adventitious shoots’ - jest niekonsekwentna: w uzyciu spotykamy
okredlenia ‘small shoot buds® ‘adventitious shoot buds’ str.49; ‘young shoot’? ‘shoot initials’
fig.12; a nawet ‘excision mature shoots from the explants” str.45

4. Tab. 2.”Endoplidalnos$¢ u eksplantatoéw in vitro...” Czy zostaly spelnione zatozenia do
analizy ANOVA, bo nie podano liczby pomiaré6w —n — w przypisach do tabeli.

5. Czy oceny endoploidalnosci eksplantatow (ogonek i1 blaszka) dokonano w obecnosci
standardu zewnetrznego? fig. 10.

6. Podpis pod fig. 13. jest nieadekwatny do obrazu ,,V. stagnina leaf blades ... ,, a zdjecie
przedstawia przekroj przez paki przybyszowe.

7. Czy eksplantaty przebywaty w ciektym azocie tylko 1h? Dlaczego tak krotko, co dziatoby
si¢ po dtuzszym przechowywaniu?

8. Paki przybyszowe niezaleznie od wielkos$ci pasazowano przez 7 dni na pozywce z NAA i
BAP. Czy dopiero wowczas paki kapsutkowano?

Autor nie ustrzegt si¢ drobnych literowek: str.51 Garbas zamiast Garabas; str. 61. vitrification
zamiast vitryfication; str.66 (+0.02 ) zamiast 0.72; str. 31 chyba Zle zamknieto nawias u
dotu strony?

Przytoczone powyzej uwagi nie umniejszajg rangi i znaczenia uzyskanych wynikéw; a ich
wskazanie ma na celu pomoc Autorowi w przygotowaniu pracy do druku.



PODSUMOWANIE

Przedstawiong do recenzji prace doktorskg oceniam bardzo wysoko. Autor wykazal sie
szerokg wiedza obejmujacg rozlegla problematyke badawcza, a takze umiejetnoscia realizacji
zaplanowanych eksperymentéw, $miatym siggnigciem po nowe narz¢dzia badan oraz trafng
interpretacja  otrzymanych wynikéw. Zawarte w pracy nowe dla nauki dane, oprocz
znaczenia dla badan podstawowych, majg istotny walor praktyczny, wskazujacy na
mozliwo$¢ bezpiecznej reintrodukcji regenerantéw z kultur in vitro w obreb populacji
zajmujace] stanowiska naturalne. Cele postawione w pracy zostaly w pelni zrealizowane, a
analizowane hipotezy badawcze znalazly potwierdzenie w oryginalnym rozwiazaniu
zagadnienia naukowego.

WNIOSEK KONCOWY

Na podstawie oceny rozprawy doktorskiej pt. “Ex situ preservation of endangered violet
(Viola stagnina Kit.) with the use of in vitro micropropagation and tissue cryopreservation”
Stwierdzam, Ze praca spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z 14 marca 2003 r. o

stopniach i1 tytule naukowym (Dz. Ustaw 65/03, poz. 595, z pozniejszymi zmianami) i
wystepuje z wnioskiem do Rady Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytetu
Jagiellofskiego w Krakowie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Piotra Zabickiego do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na uzyskanie nowych dla nauki danych oraz wysoki poziom naukowy rozprawy
doktorskiej wnoszg o przyznanie mgr Piotrowi Zabickiemu stosownego wyrdznienia.

Poznan, 26 kwietnia 2017 roku
Loy bre ke el kb))
Prof. dr hab. Elzbieta Zenkteler



