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RECENZJA

pracy doktorskiej Pana mgr Piotra Zabickiego pt. "Ex situ preservation of endangered violet
(Viola stagnina Kit.) with the use of in vitro micropropagation and tissue cryopreservation”

Nastgpstwo gatunkow w wyniku ewolucji oznacza z jednej strony powstawanie nowych
gatunkow, z drugiej zas wymieranie innych. Gdyby nie obecnosé¢ na Ziemi dominujacej cywilizacj
ludzi, ktérych obecnos¢ wywiera przemoiny wptyw na ksztaft catej biosfery i historie ogromnej
liczby gatunkéw roslin i zwierzat na ogromnych potaciach Ziemi, mozna bytoby przyjaé, ze sukcesja
gatunkow jest procesem naturalnym. Niestety zmiany w srodowisku zwigzane z obecnoscig i
dziatalnoscig czfowieka wzbudzajg dobrze udokumentowane obawy, 7e to my, ludzie jestesmy w
duzej mierze odpowiedzialni za tg ,gorsza” strone sukcesji gatunkdéw, czyli za wymieranie wielu
gatunkow roslin i zwierzat. Wymieranie moze mie¢ wymiar dokonany, kiedy przestajemy
obserwowac obecnos¢ jakichkolwiek osobnikéw w ich dotychczasowych siedliskach, lub niejako
charakter in statu nascendi, kiedy liczba osobnikéw zmniejsza sie w kolejnych latach, co w
przysztosci grozi temu gatunkowi wyginieciem.

Mozna wskaza¢ wiele przyczyn wymierania gatunkdw, albo ich przejscia w stan zagrozenia, z
ktorych czesé, trudna do okreslenia, jest pochodzenia antropomorficznego. Nie wiemy zatem, za
ktére przyczyny tego procesu odpowiedzialni sg ludzie i ich dziatalnoé. Poczucie
odpowiedzialnosci ludzi za stan $rodowiska ziemskiego i zachodzace w nim zmiany, powinno
jednak indukowaé dziatania zmierzajagce do ich powstrzymania w my$l zasady, ze ztem i
niepowetowang stratg jest wyginiecie kazdego gatunku zamieszkujgcego Ziemie, chocby tylko ze
wzgledu na znikniecie bioréznorodnosci z nim zwigzanej.

Powyzsze wzgledy powoduja, ze popieram kazdg dziatalno$é zmierzajacg do ochrony
»stabszych” gatunkéw, zaréwno przed wyginieciem, jak i przed takim zmniejszeniem liczebnoéci
ich zbiorowisk, ktore bedzie skutkowa¢ umieszczeniem ich w Czerwonej Ksiedze gatunkéw
ginacych. Badania prowadzone przez pana mgr Piotra Zabickiego, zakoficzone przygotowaniem
rozprawy doktorskiej, sy poswiecone rozpoznaniu mozliwosci przyspieszenia reprodukcji gatunku
fiotka mokradtowego (Viola stagnina Kit.), zatem juz na wstepie studiowania tej rozprawy jestem
bardzo pozytywnie nastawiony do jej Autora. To nastawienie poteguje sie jeszcze, jesli
uswiadomig sobie, ze rodliny tego gatunku nie sg bardzo efektowne, nie styszatem tez o ich
wtasnosciach leczniczych, czy innych uzytkowych, a do tego trzeba mieé bardzo silng pozytywng
motywacje, aby wedrowa¢ po mokradtach i bagnach w poszukiwaniu populacji lub
poszczegdlnych osobnikéw tego gatunku. Gdyby bowiem rosliny te charakteryzowaty sie
ktérakolwiek z powyzszych cech uzytkowych, przed wyginieciem mogtyby chronié je przydomowe
ogrodki, kolekcje roslin ozdobnych lub medycznych albo nawet kolekcje komercyjne.



Rozprawa doktorska pana mgr Piotra Zabickiego dotyczy zastosowania i poréwnania
efektywnosdci réznych metod mikrorozmnazania oraz krioprezerwacji fiotka mokradtowego (Viola
stagnina Kit.), a takze okre$lenia, czy uzyte przezenh metody laboratoryjne indukujg zwigkszone
zmiany w genomie roslin. Cenne zwtaszcza jest i warte podkreslenia, molekularne ,,obudowanie”
zastosowanych technik in vitro, co pozytywnie wyréznia prace Pana Zabickiego sposréd innych
rozpraw doktorskich, jakie byto mi dane recenzowac w ostatnich dziesiecioleciach. Wszystko to
tacznie spowodowato, ze chetnie i z duzym zaciekawieniem podjatem sie wykonania recenzji tej

rozprawy doktorskiej.

Uwagi ogdlne o pracy

Rozprawa przygotowana zostata w jezyku angielskim. Zaczyna sie spisem tresci, wykazem
uzytych skrétow, streszczeniem angielsko- i polskojezycznym, wprowadzeniem w tematyke pracy,
sformutowaniem celéw pracy, opisem materiatu roslinnego i zastosowanych metod badawczych.
Dalej nastegpuje prezentacja uzyskanych wynikéw i ich dyskusja. W sktad koricowej czesci
rozprawy wchodzg: podsumowanie, dodatkowa dokumentacja wybranych wynikéw w postaci
suplementéw oraz skany dokumentéw wymienianych pomiedzy Uczelnia i Ministerstwem
Ochrony Srodowiska w sprawie sposobu i zakresu pozyskiwania do materiatu roélinnego do
badan. Stwierdzam zatem, ze przedstawiona rozprawa ma strukture klasyczng i kompletna.

Catos¢ rozprawy obejmuje 23 ryciny (w tym zdjecia), 8 tabel w czeéci zasadniczej i 5 w
suplemencie, a spis piémiennictwa zawiera 144 pozycje. Praca zostata napisana komunikatywnym
jezykiem, niesprawiajacym trudnosci w czytaniu, takze dla mnie, cho¢ jestem fizjologiem roslin.

W spisie tresci nie doszukatem sie ani jednej niescistosci, co podkreslam z uznaniem, bo
wczesniej rzadko napotykatem tak rozbudowany spis bez choéby jednej usterki. Nie zmienia to
faktu, ze spis tresci wydaje mi sie nazbyt , poszatkowany”, bo miejscami zastosowano 5- pietrowy
podziat i zdarza sie¢ (np. na stronach 26, 30, 64), ze na jednej stronie wystepujg cztery tytuty
podrozdziatow.

Streszczenie, dobrze, ze umieszczone na poczatku pracy, napisane zostato rzeczowo i z
wyczuciem optymalnego stopnia szczegétowosci. Ostatnie zdanie wstepu streszczenia zastuguje
na uwage, gdyz w tym jednym zdaniu opisano gtdéwne osiggniecia pracy, pokazano, ze s3
pionierskie dla gatunku fiotka mokradtowego, a przy tym kompletne i szerokie — od spraw ochrony
srodowiska, poprzez aktywne dziatania dla ochrony tego gatunku i wreszcie badania molekularne,
dotyczace ewentualnych zmian w genomie badanych roslin jako skutkéw zastosowanych technik,
gtéwnie zas metod in vitro i krioprezerwacji. Sadze, ze niewielki odsetek autoréw rozpraw
doktorskich mégtby zamiesci¢ w streszczeniu podobne zdanie podsumowujace.

Wstep (Przeglad literatury)

Pierwsza czes¢ wstepu stanowi opis systematyczny fiotka mokradtowego, na tle catego,
licznego rodzaju Viola. Wynika z niego, ze niektére gatunki przynalezne do tego rodzaju
zamieszkujg poszczegdlne kontynenty, a z kolei inne spotykane sg na catej potkuli pétnocnej. Do
tych ostatnich zalicza sige fiotek mokradtowy. Dalej nastepuje blizsza jego charakterystyka,
zaréwno morfologiczna, jak i sposobu rozmnazania. Autor podkreéla, ze fiotek mokradtowy
wyksztatca dwa rodzaje kwiatdw: zamkniete — w ktorych mozliwe jest jedynie zapylenie wtasnym
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pytkiem, oraz kwiaty otwarte, ktére sg zaréwno samo- jak i obcopylne. Tu chciatbym zapytac
autora, czy napotkat informacje na temat procentowego udziatu jednych i drugich rodzajow
kwiatow, czy jest on mniej wiecej staly, czy moie poszczegdine osobniki réznig sie miedzy soba
pod tym wzgledem. Problem ten jest interesujgcy, poniewaz rozumiem samo- i obcopylnosc,
jako drastycznie réine ,podejscia” do rekombinacji genetycznej w potomstwie. Samopylnos¢
zaweza pule genoéw rosliny rodzicielskiej, bowiem jezeli pewne geny nie znajdg sie w zadnej z
gamet, wowczas nie znajdg sie takie w organizmie potomnym i w dalszych kolejnych
pokoleniach. Czy wiec nie zachodzi obawa, ze po pewnej liczbie pokolern powstatych w wyniku
samozapylenia ta linia organizméw moze by¢ znacznie zubozona genetycznie? Z drugiej strony
rozumiem strategie, ze samopylnos¢ daje przynajmniej pewnos$¢ zapylenia, w wyniku ktdrego
powstang nasiona, o co przy obcopylnosci kwiatow otwartych moze by¢ trudno, jesli
poszczegdlne rosliny sa od siebie znacznie przestrzennie oddalone. Sytuacje ,ratuj3” kwiaty
otwarte, w ktérych dochodzi do obcopylnosci. Czy moina byloby okresli¢, jak czesto w linii
kolejnych generacji nastepuje samo- albo obcopylnosé?

| druga kwestia — czy stan zagrozenia fiotka mokradtowego jest rezultatem zmian w jego
srodowisku, np. w wyniku osuszania mokradet, pozyskiwania torfu, moze zanieczyszczenia
srodowiska, czy zbyt czesto wystepujacej samopylnosci, a moie wreszcie z zupetnie innych
przyczyn?

Dwie nastgpne czesci przegladu literatury poswiecone zostaty dwém ,sztandarowym”
metodom rozmnazania roslin w warunkach in vitro, najczesciej poprzez embrio- lub organogeneze
(bezposrednig lub posrednig), na pozywkach statych lub ptynnych, albo poprzez przedtuzenie
zywotnosci tkanek lub organéw w wyniku zamrozenia do temperatury przynajmniej ciektego
azotu (cho¢ lepiej do temperatury ciektego helu). Sadze, ze w ostatnich latach mikrorozmnazanie
poprzez kultury protoplastéw stato sie troche mniej popularne. Autor przedstawit obydwie
kwestie, moze nieco lakonicznie, ale i tak zamiescit wszystkie niezbedne informacje.

Zabrakto mi jednak informacji o skutecznosci w przypadku fiotka mokradtowego,
najstarszej i najprostszej metody rozmnazania poprzez odrosty korzeniowe, ukorzenianie
oddzielonych peddéw bocznych, czy metodg posrednig — poprzez hodowle pagkéw bocznych na
podtozach sterylnych. Rozumiem, ze zastosowanie tylko takich metod mogtoby nie wystarczy¢ na
przygotowanie rozprawy doktorskiej, ale na przyktad juz poréwnanie zmian genetycznych w
rodlinach uzyskanych w taki niewyszukany sposéb oraz w roslinach z warunkéw in vitro i po
krioprezerwacji mogtoby przynies¢ bardzo ciekawe wyniki.

Najwiecej uwagi poswiecit Autor zagadnieniom zwigzanym ze stabilnoscig
(niestabilnoscig?) genomu badanych roslin po przebyciu ktérejkolwiek z eksperymentalnych
metod mikropropagacji badZ prezerwacji, ewentualnie w zestawieniu z naturalnymi procesami
rearanzacji genomu (poszczegélnych chromosoméw lub ich czesci, az do punktowych mutacji),
zdarzajacych sie w roélinach w trakcie ich rozwoju ontogenetycznego. Akceptuje takie podejscie
zwtaszcza, ze jest ono zgodne z celem pracy, a ponadto jest zgodne z ogdlnym trendem rozwoju
metod badawczych w eksperymentalnej biologii, gdzie obserwujemy obecnie prawdziwy ,boom”
nowych, coraz skuteczniejszych metod biologii molekularnej, a wtasciwie to metod badania
struktury DNA. Rosngca skutecznos$é i mozliwos$¢ automatyzacji, a takze opracowanie bibliotek



wynikow uzyskanych tymi metodami jest bowiem najskuteczniejszym czynnikiem ich propagacji.

Autor sformufowat dwa gtéwne Cele przeprowadzonych badan, zagrozonego wyginieciem
gatunku fiotka mokradtowego oraz trzeci cel, ktéry uznatem za pomocniczy. Po pierwsze jest to
opracowanie protokotu efektywnego mikrorozmnazania w warunkach in vitro, a po drugie
zbadanie czy zywe tkanki i organy badanych roslin zdolne sg przezy¢ zamrozenie w temperaturze
ciektego azotu i nastepnie z sukcesem przezy¢ powrot do temperatur pokojowej, co umozliwitoby
umiesci¢ najcenniejsze okazy w banku tkanek. Przy okazji, czy Autor zbadat, albo wie, ze
krioprezerwacja spoczynkowych nasion jest nieefektywna? Obydwa cele uznaje za klasyczne w
pracach nad opracowywaniem technik ratowania zagrozonych genomoéw. Cel trzeci natomiast
stanowi rodzaj weryfikacji ,stopnia inwazyjnosci genetycznej” wczesniej zastosowanych metod, a
wiec zbadanie i poréwnanie wptywu tych metod na czestosc i zasieg zmian w genomie badanych
roslin, na wszystkich poziomach od zmian w catym genomie (ploidalnos¢), poprzez zmiany w
strukturze chromosomoéw, az do zmian mutacyjnych. Wczesniej publikowane prace innych
autoréw skupiaty sie na celu pierwszym, czasami na obydwu, natomiast stabilnos¢ genomu
zaczeto powszechnie bada¢ dopiero w ostatnich latach, wraz z gwattownym rozwojem metod
molekularnych. Oczywiscie z duzym uznaniem przyjmuje osiggniecia Autora w kwestiach
opanowania bogatego zestawu metod molekularnej analizy DNA. Zastanawiam sie jednak nad
konsekwencjami, w przypadku, gdyby okazato sie, ze metody mikrorozmnazania sg skuteczne, czy
nawet bardzo skuteczne, niestety jednak powodujg liczne zmiany w genomie, a wiec de facto
zregenerowane rosliny sg istotnie rézne od roslin matecznych. W skrajnym przypadku mogtyby
zostaé uznane za nowg jednostke systematyczna. Czy w tej sytuacji uznalibysmy, ze nalezy raczej
zrezygnowac ze stosowania tych metod i pogodzi¢ sie z nieuchronnym wyginieciem gatunku. A
moze nalezy uzna¢, ze ratujemy zmieniony genom i zwigzang z nim bioréznorodnos¢, jednak za
cene pogodzenia sie z formalng utrata danego gatunku.

Oczywiscie akceptuje wszystkie sformutowane cele i przyznaje, ze sprowokowaty mnie (a ja
sam tej prowokacji chetnie sie poddatem) do zastanowienia sie nad tym problemem, za co

Autorowi dziekuje.

Materiat i metody

Czesc¢ pierwsza tego rozdziatu dotyczy pochodzenia roslin matecznych. Tu chciatem zapytaé
Autora o to, jakie moga by¢ jego zdaniem gltéwne przyczyny stanu zagroienia fiotka
mokradtowego? Czy chodzi tu moie o melioracje i w konsekwencji kurczenie sie powierzchni
mokradet, czy moze o globalne zmiany klimatyczne, ktore w strefie umiarkowanej moga
skutkowa¢ stepowieniem. A moze za ten stan jest odpowiedzialne zanieczyszczenie srodowiska,
albo zanieczyszczenie doptywajgcych do mokradet wéd, moze zabiegi chemiczne stosowane w
rolnictwie, a moze .... jeszcze inne czynniki.

W czesci drugiej opisano sposdb przygotowywania eksplantatow (segmentéw miodych
lisci i ich ogonkow). Wymienione eksplantaty byty hodowane na pozywkach statych
przygotowanych na bazie wariantéw pozywki MS, zmodyfikowanych pod wzgledem sktadu
gtownych hormondéw roslinnych. Regeneranty otrzymywano droga bezposredniej organogenezy
lub za posrednictwem kalusa. Poniewaz nie byta to embriogeneza, regeneraty wymagaty
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ukorzenienia. Dlatego dla porzadku zapytam czy Autor wyprébowat (a wiec czy takie zjawisko
jest mozliwe dla fiotka mokradtowego) mozliwo$¢ rozmnazania go z catych roslin, na przyktad
poprzez odrosty korzeniowe, czy rozwdj pedéw bocznych po dekapitacji, na przyktad w celu
poréwnania zmian genomowych w takich roslinach i w regenerantach, takie tych po
krioprezerwacji. Dalej Doktorant opisat metody badania wyjsciowego materiatu roslinnego, jako
wzorca dla otrzymywanych z niego eksplantatéw i roslin potomnych, a byly to analizy
histologiczne oraz cytometria przeptywowa, dla oznaczenia wyjsciowej ploidalnosci. Nastepny
podrozdziat dotyczyt zastosowanych w pracy réinych technik krioprezerwacji materiatu
roslinnego. Jak domyslitem sig, Autor przyjat generalnie stuszne zatozenie, ze dla krioprezerwacji
krytycznymi momentami s3: zamrazanie, a nastepnie roztapianie materiatu. Napotkatem jednak
publikacje, z ktérych wynika, ze czas przebywania materiatu roslinnego w warunkach gtebokiego
zamrozenia, cho¢ teoretycznie nie powinien, jednak niekiedy ma wptyw na procent
przezywajacych tkanek. Wyglada zatem tak, jakby szybkos¢ procesow biochemicznych (a moze
biofizycznych) nie spadata do zera w temperaturze LN. Aby to sprawdzi¢, nalezatoby dla
bezpieczeristwa wydtuzy¢ czas mrozenia tkanek, na przyktad do miesigca, albo dtuzej, gdyby to
byto mozliwe. Stosuje sie takze zamrazanie do temperatury ciektego helu, ale wiem, ze pod
wzgledem technicznym jest to bez pordéwnania trudniejsze anizeli stosowanie temperatury LN.
Ostatni rozdziat ,metodyczny” zawiera opisy zastosowanych przez autora metod cyto- i
histochemicznych, a takie molekularnych. W tymze podrozdziale Autor opisat kolejno: metode
otrzymywania preparatdw ziaren pytku, okreslanie ich wymiaréw oraz ocene zywotnosci, kolejne
etapy analizy ISSR, z wykorzystaniem szesciu roznych starteréw o powtarzalnych sekwencjach, dla
roslin réznego pochodzenia, w celu poréwnania struktury ich DNA ze strukturg DNA z roslin
wzorcowych, np. matecznych, wreszcie pomiar wielkosSci genomu w cytometrze przeptywowym.

Wyniki
W trakcie badan pan mgr Piotr Zabicki uzyskat nastepujace wazniejsze wyniki:

1. Materiat mateczny réinego pochodzenia (liscie i ogonki lisciowe) wykazywat zréznicowany
udziat komérek o réznej ploidalnosci: 2C i 4C w lisciach i 2C do 8C w ogonkach lisciowych, przy
czym w lisciach komorki o podstawowej ploidalnosci stanowity od 75 do prawie 78%, za$ w
ogonkach lisciowych od 64 do 67%. S3 to rdznice niewielkie, ale ze wzgledu na charakterystyczna
dla tej metody duza liczbe analizowanych jader — statystycznie istotne. Prositbym jedynie o
wyjasnienie, czy frakcje jader 4C sg to jadra komodrek znajdujacych sie w fazie S cyklu
komérkowego, gdzie nastapita juz replikacja DNA, a komérka nie przystapita jeszcze do podziatu
mitotycznego. Rozumiem, ze méwimy o organach budowanych w zasadzie przez komorki state,
niezdolne do podziatu mitotycznego, ale nawet w miodych lisciach moina znalei¢ skupiska
komérek o cechach merystematycznych. Czy wigc s3 to komérki w fazie S, czy tez sg to komarki
dojrzate, niedzielgce sie, ale zawierajace podwdjng ilo$¢ materiatu genetycznego?

2.Autor zbadat (tab. 1 i suppl. 1) i poréwnat efektywnos¢ regeneracji pedéw na 10 pozywkach MS
o roznych sktadach hormonalnych. Eksplantaty lisciowe charakteryzowaty sie wyzsza
efektywnoscig bezposredniej organogenezy (wtasciwie to pedogenezy) w poréwnaniu z ogonkami



lisciowymi. Tidiazuron okazat sie wyraznym stymulatorem organogenezy. Wyniki te Autor
udokumentowat bardzo efektownymi fotografiami makro, a takie zdjeciami preparatéw
histologicznych oraz tkanek obserwowanych w mikroskopii konfokalnej. Dopiero w suplemencie 2
Autor ujawnit szczegotowe, bardzo interesujgce wyniki na temat przezywalnosci pagkow
przybyszowych po odcieciu z eksplantéw. Wynika z nich, ze opracowat sktad hormonalny pozywki,
na ktorej paki te przezywajg nawet w 90%.

3. Doktorant miat szczedcie, ze trafit na gatunek podatny na ukorzenianie peddw
zregenerowanych w warunkach in vitro, a takie na aklimatyzacje do warunkéw naturalnych. Z
doswiadczenia mojego zespotu wiem, ze na przyktad pedy roslin bobowatych ukorzeniajg sie i
aklimatyzujg niezwykle trudno. W kazdym razie, w recenzowanej pracy okoto 90% roslin
wytworzyto korzenie i nastepnie zaaklimatyzowato sie na poletkach doswiadczalnych. Jest to
imponujacy wynik, ktéry moze mie¢ znaczenie dla pozytywnej weryfikacji miokrorozmnazania,
jako metody ochrony gatunkowej fiotka mokradtowego. Uprawa roslin z tak dobrym wynikiem na
poletku doswiadczalnym pozwala mi zapytaé, czy w trakcie jej trwania Autor doszedt do
whniosku, ie fiotek mokradtowy faktycznie wymaga bardzo wilgotnego podtoia, czy tylko
wymaga takich warunkow, ktére przeciez mogg oznaczac niedobdr tlenu i wystapienie w strefie
korzeniowej stresy hipoksji. Czy zatem jest on ,mokradtowy”, bo wymaga takich warunkéw, czy
tez je wytrzymuje?

4. Autor wykazat, ze roéine metody krioprezerwacji charakteryzujg sie skrajnie roing
efektywnoscig, ktérej miernikiem jest podejmowanie przez zamrozone i rozmrozone tkanki
przejawow aktywnosci rozwojowej, np. regeneracji kalusa lub peddw. To jednak jest tylko czesé
sukcesu, poniewaz okredlit On, ze niektére warianty zamrazania pozwalajg uzyskiwac¢ setki
zregenerowanych pedow, co jak na metode prowadzong w S$cisle laboratoryjnej skali jest
swietnym wynikiem. Wyniki tabelaryczne zostaty uzupetnione przez efektowne fotografie. Jednak
przyznam sie do cienia niepewnosci, zwigzane]j z krotkim czasem przebywania tkanek w stanie

zamrozonym.

5. Doktorant uzyskat wynik wskazujacy, ze chasmogamiczne kwiaty rozwijajgce sie na roslinach z
naturalnego srodowiska nie réznia sie budowa anatomiczna od kwiatéw z roslin zregenerowanych
w warunkach in vitro. Podobnie, kwiaty w obydwu grupach roslin zawierajg ziarna pytku
nieréznigce sie wielkoscia ani poziomem zywotnosci.

6. Rosliny uzyskane metodami in vitro wykazywaty dobrg zgodno$¢ genetyczng z roslinami
macierzystymi, co wykazano na podstawie analizy markeréw ISSR. Zgodnos¢ ta byta szczegdlnie
duza u rodlin poddanych krioprezerwacji, co wykazano zaréwno metodami numerycznymi i analizg
wynikéw tabelarycznych, metodami graficznymi, takimi jak analiza gtéwnych koordynat, analiza
dendrograméw czy analiza sasiedztwa, a takze analizujagc bardzo podobne lokalizacje i
intensywnosci prazkéw po elektroforezie markerdow ISSR.



7. Jadra komdrek 2C z roslin ze stanowisk naturalnych, z regenerantéw oraz z roslin po
krioprezerwacji nie réznig sie statystycznie pod wzgledem ilosci zawartego w nich DNA.

Podsumowujac stwierdzam, ze doktorant przeprowadzit kompletne badania. zmierzajagce do
wszechstronnej oceny przydatnosci metod mikrorozmnazania w warunkach in vitro, a takze
krioprezerwacji, zastosowanych do ochrony na terytorium Polski gatunku Viola stagnina,
wykazujac przy tym, ze obydwie metody nie wprowadzajg zaburzen w genomie tych roslin albo
tez zaburzenia te sg znikome i nieistotne statystycznie, a wiec metody te mogg byé bezpiecznie
zastosowane. Wyniki te sg przyktadem obiektywnej i uzasadnionej naukowo metodologii badan w
zakresie ochrony s$rodowiska lub ochrony bioréznorodnosci. W moim przekonaniu oceniana
rozprawa zawiera wiele wartosciowych wynikow, w zupetnosci wystarczajgcych na bardzo dobra

rozprawe doktorska.

Dyskusja

Pan mgr Piotr Zabicki odnidst sie do wynikéw swoich badan w trzech grupach zagadnien:
mikrorozmnazanie, krioprezerwacja oraz zbadanie, czy zastosowane metody, majace w zatozeniu
poméc zagrozonemu gatunkowi, nie zaburzg jego genetycznej (genomowej) struktury poprzez
wprowadzenie przypadkowych zaburzen do struktury DNA i zamiast poméc ochranianym
rodlinom, sprowadza na nie dodatkowe niebezpieczeristwo. Tak przeprowadzong dyskusje
uwazam za rzetelng i wystarczajgco wszechstronng i zwiekszajacg zaufanie czytelnika (takze
recenzenta) do przedstawionych wynikdw badan.

Podsumowanie

Autor podsumowat wyniki swojej pracy, formutujgc podsumowanie, a nastepnie koricowe
wnioski. Nie miat z tym zadnego problemu ze wzgledu na dostatek ciekawych i wartosciowych
wynikow, stad réwniez i ja nie miatem zadnych probleméw z zaakceptowaniem, zaréwno
podsumowania, jak i wnioskéw. Jedyne, co moge w tym momencie zrobi¢, to zachgci¢, aby
Doktorant zamiescit wsréd wnioskéw koricowych punkt, z ktérego bedzie wynikato, ze opisana
metoda powinna by¢ z powodzeniem zastosowana przynajmniej dla innych gatunkdéw z rodzaju
Viola, umieszczonych w Polskiej Ksiedze Gatunkdw Zagrozonych, a takie informacja, ze niniejsza
rozprawa stanowi pierwsze w literaturze, tak catosciowe opracowanie programu ochrony
zagrozonego gatunku. A juz na sam koniec, znajac polskie realia kontaktow z Ministerstwem
Ochrony Srodowiska, zachecam jednak Autora do $mielszych planéw anizeli tylko umieszczenie
zregenerowanych i zaaklimatyzowanych roslin w ogrodzie botanicznym. Zamykanie zagrozonych
roslin w kolekcjach ogroddéw botanicznych jest bowiem dziataniem podobnym do zamykania w
rezerwatach Indian, czy ostatnich przedstawicieli innych pierwotnych populacji, oficjalnie w celu
ochrony przed wyginieciem .....

Spis literatury

Nie mam uwag, co do doboru cytowanych publikacji, ktérych autor zebrat wystarczajacy liczbe,
zwtaszcza, ze znakomita wigkszo$¢ cytowanych pozycji przeszta wezesniej pozytywng weryfikacje
w redakcjach poszczegolnych czasopism.



Whiosek koncowy

Wyrazam zdecydowang opinie, ze przedstawiona przez pana Piotra Zabickiego rozprawa

doktorska doskonale, wpisuje sie w wysitki botanikéw w kierunku opracowania i weryfikacji

“metod ochrony zagrozonych gatunkow roslin, zwtaszcza tych opartych o nowoczesne metody
badawcze, postugujgce sie coraz bardziej réznorodnymi technikami, takimi jak krioprezerwacja,
czy przede wszystkim metody badari molekularnych. W tym znaczeniu mgr Zabicki w swojej
rozprawie wytyczyt nowe drogi badawcze i pokazat nowe cele przysztych badan.

Przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie kryteria wymagane dla dysertacji doktorskiej, a
wieloscig przedstawionych wynikow i merytoryczng waga wiekszosci z nich, plasuje ja w szeregu
tych najlepszych. Wnioskuje wiec o dopuszczenie Pana mgr Piotra Zabickiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Doceniam aktualny charakter tematu rozprawy, jej logiczny zamyst i zatozone cele, a
takie uzyskanie wielu, cennych wynikéw, postugujacych sie licznymi i, co najwazniejsze,
réznorodnymi technikami badawczymi. Powtdrze to, co napisalem wczesniej, ze mgr Zabicki w
swojej rozprawie wytyczyt nowe drogi badawcze i pokazat nowe cele przysztych badan, w
najskromniejszym zakresie dotyczacych innych zagrozonych gatunkéw z rodzaju Viola. Waine
jest tei i to, ze niniejsza rozprawa jest w literaturze naukowej pierwszym tak wszechstronnym
podejsciem do zagadnienia ochrony gatunkowej. Daje mi to podstawy do ztozenia wniosku o
wyrdznienie pracy, z nadzieja, ze te tak potrzebne badania bedg w przysztosci kontynuowane.
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