INSTYTUT FI1ZJOLOGII ROSLIN
im. Franciszka Gorskiego
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

POLISH ACADEMY OF SCIENCES
The Franciszek Gorski

prof. dr hab. inz. Edyta Skrzypek ] Krakow, 11.08.2023
Zakfad Bictechnologii

Instytut Fizjologii Roslin im. £, Gérskiego

Polskiej Akademii Nauk

ul. Niezapominajek 21

30-230 Krakow

Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Piotra Licznerskiego pt. ,Wplyw promieniowania
jonizujgcego na barwe siewek oraz zmiany biochemiczne i molekularne u wybranych
gatunkow kaktusow” wykonanej na Wydziale Rolnictwa i Biotechnologii Politechniki
Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich, pod kierunkiem dr hab. lustyny Lemy-

Ruminskiej, prof. Uniwersyteiu Kazimierza Wielkiego

Podstawa formalno-prawna przygotowania recenzji

Podstawy prawng wykonania recenzji rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Piotra
Licznerskiego pt. ,Wptyw promieniowania jonizujacego na barwe siewek oraz zmiany
biochemiczne i molekularne u wybranych gatunkéw kaktusow” jest Uchwala nr
23/2022/2023 Rady Naukowej Dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo Politechniki Bydgoskiej

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich z dnia 16 czerwca 2023 roku o powotfaniu mnie na recenzenta.

Ocena problematyki badawczej

Rozprawa doktorska Pana mgr inZz. Piotra Licznerskiego dotyczy okreslenia roli
promieniowania jonizujacego na barwe siewek oraz zmiany biochemiczne | molekularne
u wybranych gatunkdw kaktusdw.

Kaktusy powszechnie rozmnaane sg poprzez ukorzenianie sadzonek. Jednak niektdre
gatunki maja trudnoscl w rozmnaianiu wegetatywnym oraz maty rozmiar nasion i ich niska
ywotnosé uniemozliwiajaca uzyskanie poiadane] liczhy roslin. Zardwno rozmnaizanie
wegetatywne kaktusow jak i rozmnazanie z nasion, ze wizgledu na ich ograniczong produkcje
i dostepnodé, jest niewystarczajace aby pokryc zapotrzebowanie rynku na kaktusy czy

wykorzystad je w programach reintrodukcji. W zwiazku z tym techniki in vitro sa
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dodatkowymi narzedziami wykorzystywanymi w celu zaspokajania popytu. Poniewaz wiele
gatunkow kaktusow jest zagrozonych wyginieciem i chronionych, mikrorozmnazanie in vitro
stato sig, od czasu pracy Mausetha w 1976 r., podstawowym narzedziem stuzacym do
zachowania zasobdw genetycznych.

Opisywane w literaturze metody mikrorozmnazania kaktusow w kulturach in vitro
skupiajg sie gtownie na doborze odpowiednich regulatordw wzrostu roélin, ich kombinacji
i stezen, giownie cytokinin i auksyn w podiozu hodowlanym araz doborze rodzaju
eksplantatu w celu pobudzenia ich wzrostu i rozwoju. Wiekszosé procedur jest wysoce
specyficzna | niepozwalajgca na szerokie zastosowanie do wszystkich cztonkow rodziny
Cactaceae. W zwigzku z tym prowadzone obecnie badania koncentruja sie przede wszystkim
na opracowaniu protokotdw mikrorormnazania dla duzej liczhy gatunkdw kaktusdw,
rozmnazanych w celach komercyjnych. Techniki kultur tkankowych powinny mief réwniez
duzg wartosc dla ochrony | zachowania zasobdw genetycznych kaktusow.

Wocelu rozmnaZania wymagajgeych roslin kaktusowych wiaczenie mutantdw do
hodowli moze rowniez przyczyni¢ sie do wytworzenia nowych odmian i zwiekszenia ich
réznorodnosci. Mutacje s3 bowiem obok zmiennosci somaklonalne] Zrddfem wiekszosci
zmiennosci genetycznej. Hodowla mutacyjna roslin, zwana takie hodowly odmianows,
wykorzystuje promieniowanie fizyczne lub $rodki chemiczne do wywotania spontaniczne;
zmiennosci genetycznej roslin w celu opracowania nowych odmian roélin. Mutageneza jest
wainym narzedziem w wytwarzaniu odmian roélin ozdobnych. Do chwili obecnej w bazie
danych odmian zmutowanych, administrowane] wspdlnie przez Organizacje Narodow
Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa oraz Miedzynarodows Agencje Energii
Atomowej, zarejestrowano ponad 3200 odmian.

W zwigzku z tym uwazamn, Ze podjecie badan majacych na celu okredlenie wplywu
promieniowania jonizujacego na barwe siewek oraz zmiany biochemiczne | molekularne

u wybranych gatunkdw kaktusow jest wysoce uzasadnione.

Ocena poszczegalnych rozdziatow
Oceniana praca zawiera wszystkie elementy typowe dla rozpraw doktorskich oraz speifnia
wymagania formalne | merytoryczne stawiane tego typu opracowaniom. Obejmuje ona 136
stron druku, z czego tekst uzupetniajg 43 ryciny i 13 tabel, ktdre rzetelnie obrazuja wykonane
doswiadczenia. Autor cytuje w pracy 310 pozycji literatury, co swiadczy o dociekliwodci
| zaangazowaniu w prace naukowg. Recenzowana dysertacja zostala napisana starannie
i przejrzysicie.

Rozprawe dokiorska otwiera ,Spis tresci”, po ktorym Autor umiescit krotki , Wstep”,
a nastepnie LAnalize literatury”. W przegladzie literatury liczacym 49 stron Autor

wprowadzit czytelnika w zagadnienia zwigzane z przeprowadzonymi badaniami. Przeglad
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literatury zostat opracowany starannie | wnikliwie, poczawszy od charakterystyki roglin
z rodziny Cactaceae, poprzez tradycyjne i obecnie stosowane metody hodowlane,
omowienie czynnikéw mutagennych, mozliwosci zmiany barwy, po wykrywanie mutacji na
poziomie biochemicznym i genetycznym.

W dalszej czedci Autor przedstawit hipoteze badawczg oraz cel i zakres pracy.
Korespondujg one z tematem pracy, zaloieniami metodycznymi oraz wnioskami.
Szczegotowe cele pracy sformutowano logicznie i przejrzyicie oraz znalazly one
odzwierciedlenie w kolejnych podrozdziatach rozdziatu ,Wyniki”. Przedstawiony przez
Doktoranta cel pracy jest ambitny i wskazuje na wykonanie pomiardw, obserwacji i analiz
przy uzyciu réznorodnych technik biochemicznych, molekularnych i statystycznyeh.

~Materiat i metody” badar wykorzystywane w pracy zostaly wiasciwie dobrane do
celu pracy i przedstawione w logicznym porzadku. Doktorant, jako materiat do badan wybrat
nasiona trzech gatunkodw kaktusdw: Astrophytum spp. ‘Purple’, Copiapoa tenuissima Ritt.
oraz Uebelmannia pectinifera Buining, uzyskane z hodowli wilasnej (Astrophytum spp.
‘Purple’, Copigpoa tenuissimg Ritt.) oraz zakupione w niemieckiej firmie Kakteen Koheres
(Uebelmannia pectinifera Buining.). Na poczatku Autor opisuje technike napromieniowania
nasion promieniowaniem X, procedure dezynfekcji nasion oraz metode ich kietkowania
i sposab oceny dynamiki kietkowania. Nastepnie Autor przedstawia metody biochemiczne,
5posob ekstrakcji barwnikow, analizy molekularne i statystyczne.

Rozdziat ,Wyniki” jest podzielony na 3 crzedci: dynamika kietkowania nasion
w warunkach in vitro poddanych dziataniu promieniowania X, ocena barwy siewek i stezenia
barwnikow roslinnych poddanych dziataniu promieniowania X oraz analiza molekularna
siewek kaktuséw uzyskanych w warunkach in vitro z nasion poddanych dziataniu
promieniowania X.

Uzyskane wyniki, obejmujace 30 stron, przedstawione s w sposéb uporzadkowany
I przejrzysty, wykazujgc zrealizowanie zatozonego celu. W pierwsze] czesci Autor omowit
dynamikg kietkowania badanych gatunkéw kaktuséw w zaleznoséci od zastosowanej dawki
promieniowania X w ciggu 57 dni prowadzenia kultury. Doktorant wykazal zréznicowana
reakcje badanych gatunkdw na dawki napromieniowania. W przypadku nasion Astrophytum
spp. ‘Purple’ promieniowanie X w dawce 25 i 50 Gy przyspieszato kietkowanie o 3-4 dni
W poréwnaniu z nienapromieniowanymi nasionami, ale zmniejszato liczbe kietkujacych
nasion o ok. 22%. Matomiast nasiona kaktusow z gatunkdéw Copiapoa tenuissima Ritt.
i Uebelmannia  pectinifera  Buining  kietkowaty jeden dzied wczesniej niz
nienapromieniowane, jednakize wyzsze dawki promieniowania (25 i 50 Gy} stymulowaty
kietkowanie nawet powyiej 17% w porownaniu do nasion nienapromieniowanych.

W kolejnej czesci rozdziatu ,Wyniki” Doktorant przedstawia ocene barwy za pomoca

katalogu barw RHSCC oraz analize zawartosci barwnikow (chlorofili, karotenoiddw
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i antocyjanow) metods  spektrofotometryczna  w  kaktusach  uzyskanych  po
napromieniowaniu nasion. Doktorant udowodnit, ze liczba siewek bezchlorofilowych
gatunkéw Astrophytum spp. ‘Purple’ i Copiapoa tenuissima Ritt. wzrastafa wraz z wiekszymi
dawkami promieniowania X. Wsréd siewek bezchlorofilowych przewazaly siewki o barwie
pomaraficzowe], a pozostafe miaty barwe kremowo-biats i czerwona., Natomiast wérdd
siewek chlorofilowych dominowaly siewki o barwie brunatnej. Wykazat takie, ze zawartodé
barwnikow w tych siewkach malata wraz ze wzrostem dawki promieniowania X, Natomiast
w przypadku Uebelmannia pectinifera Buining wiekszos¢ siewek miafa barwe brunatna,
a wraz ze wzrostem promieniowania X odnotowano spadek siewek zielonych.

W dalszej czesci Doktorant zaprezentowat wyniki analiz molekularnych opierajacych
sie na markerach 5CoT, wykazujac bardzo wysoki polimorfizm w siewkach badanych
gatunkow kaktusow poddanych promieniowaniu X, warunkujacy zroznicowanie siewek
w obrebie populacji. Wyniki te potwierdzity obserwacje morfologiczne, dotyczace
wystepowania w obrebie jednego gatunku odmiennych form rdinigeych sie kolorem.
Rowniel za pomocy analizy danych metoda érednich pofgczen — UPGMA Doktorant wykazat
duly dystans genetyczny form uzyskanych po zastosowaniu promieniowania ¥ w obrebie
wszystkich badanych gatunkow kaktusow.

W rozdziale ,Dyskusja”, liczacym 12 stron, Doktorant przedstawit umigjetna
i wyczerpujacg analize wiasnych wynikéw na tle cytowane] literatury, co s$wiadczy
o wnikliwym zapoznaniu sie z podjety tematyka badan. Autor poruszyt zagadnienia
dotyczace indukowania mutacji za pomocg promieniowania jonizujgcego i wplywu jego
dawki na kietkowanie nasion. Zwrdcit uwage na zaburzenia procesu syntez barwnikow pod
wptywem promieniowania X. Autor poruszyi rdwnie? zagadnienie wykorzystania markerdw
molekularnych w ocenie zréznicowania roslin uzyskanych w wyniku hodowli mutacyjnej.

Fan mgr inz. Piotr Licznerski podsumowaf wyniki badan w rozdziale ,Podsumowanie
i wnioski” formie 5 punktéw. Doktorant wykazat, ze promieniowanie X w znacznym stopniu
zwigkszyto liczbe kietkujacych nasion i nieznacznie przyspieszyfo proces kietkowania nasion
badanych gatunkéw kaktusdow oraz spowodowato powstanie bezchlorofilowych siewek.
Zastosowanie promieniowania X spowodowslo powstanie czerwone] barwy siewek
i Astrophytum spp. ‘Purple’ i pomarariczowo-brunatnej u Copiapoa tenuissima, ktére dotad
nie wystepowaty. Doktorant udowodnit réwniez istotny wphyw promieniowania X na barwe
siewek, zréZnicowane stezenie barwnikdw i zmiany morfologiczne siewek kaktusdw. Wykazat
takie zroznicowanie genetyczne siewek badanych gatunkow kaktuséw przy pomocy markera
SCoT i analizy UPGMA. Rozdziat zamyka stwierdzenie, iz promieniowanie jonizujace mozie
byé wykorzystane w hodowli mutacyjne] w celu uzyskiwania nowych odmian kaktuséw.
W mojej opinii, wyprowadzone wnioski 53 w petni uzasadnione | adekwatne do uzyskanych

wiynikow,




Rozprawe zamvykajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim zawierajace glowne
informacje na temat zrealizowanego problemu badawczego.

WartosE przedstawionej do oceny dysertacji oceniam wysoko. Rozprawa doktorska
obejmuje obszerny zakres badarh w pefni oryginalny i nowatorski. lest on opracowany
| zaprezentowany w sposob usystematyzowany i przejrzysty. Rozprawa stanowi oryginalny
wktad Autora w ciggle jeszcze nierozpoznany zakres hodowli mutacyjnej i w mojej opinii jest
wynikiem realizowanej od lat pasji do hodowli kaktusow. Wyniki badan moga miec charakter
aplikacyiny z uwagi na powstanie w wyniku zastosowania promieniowania X barwnych form
kaktusow. Badania te stwarzaja rdwniez szanse na zaproponowanie nowych strategii
hodowli kaktusdw przy wykorzystaniu technik in vitro i biologii molekularnej.

Z osiggnie¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej, wediug mnie, na szczegdlne
podkredlenie zastuguje:

- wskazanie dawek promieniowania X, ktére stymulujg kietkowanie nasion badanych
gatunkow kaktusaw

- uzyskanie siewek o zréznicowanych barwach badanych gatunkéw kaktusow

- potwierdzenie zroZnicowania genetycznego siewek badanych gatunkow kaktusow

- wykazanie, Ze promieniowanie jonizujace moie byé¢ wykorzystane w hodowli mutacyjnej

w celu uzyskiwania nowych odmian kaktusow.

Uwagi i pytania

1. W pracy przedstawiono charakterystyke maorfologiczna Copigpoo tenuissima Ritt.
i Uebelmannia pectinifera Buining, dlaczego w opisie zabrakio takiej charakterystyki
dla Astrophytum spp. ‘Purple’? Czy wszystkie siewki przeznaczono do analiz
biochemicznych bez okreilenia ich masy i diugosci?

2. Na jakiej podstawie dobrano dawki promieniowania X? Czy anomalie rozwojowe
obserwowano tylko u dwdch siewek Uebelmannio pectinifera Buining poddanych
promieniowaniu X w dawce 25 Gy?

3. W dysertacji brakuje informacji na temat dalszych etapdw regeneracji roslin, co stato
sig z siewkami kaktusow, czy zostaly zaaklimatyzowane do warunkdw naturalnych
I prowadzone s3 dalsze prace hodowlane?

4, W rozdziale ,Dyskusja” mozna byto bardziej rozwinac watek dotyczacy polimorfizmu
1 markerow molekularnych wykorzystywanych do ceny uzyskanyeh form roslin
w hodowli mutacyjnej. Wiemy, iz odmiany roglin wyrdzniaja sie swoistymi cechami,
odrebnymi od innych, tak zwanymi markerami np. morfologicznymi, cytologicznymi,
biochemicznymi czy genetycznymi. W zwigzku 2z tym wykorzystujac swaje

doswiadczenie w twodrczej hodowli kakiusdw, ktére z markerdw uwaia Pan za




najbardziej miarodajne oraz czy dysponujac odpowiednim zapleczem badawczym
i Srodkami opieratby Pan proces selekeji wytacznie na markerach genetycznych?

5. W zwigzku z tym, i uzytecznosé markerdw zalezy m.in. od typu prowadzonych
badan, czym obecnie kierowathy sie Pan przy doborze najdogodniejszego markera
genetycznego do swoich badan?

6. Przy publikowaniu wynikow pracy prosze zwrécié uwage na cytowania literatury oraz
opracowanie statystyczne wynikdw. W opracowaniu wynikow dotyczacych dynamiki
kietkowania nasion brakuje analizy statystyczne], co uniemozliwia stwierdzenie
istotnych roznic w kietkowaniu nasion poddanych promieniowaniu X (Ryc. 27-29).
Zarowno w metodyce jak i w wynikach brakuje informacii wediug jakiego testu
statystycznego ocenianoc  istotnos¢  rédinic pomiedzy  badanymi  obiektami,
a zazhaczone tymi samymi literami grupy jednorodne wymagajg weryfikacji, np.
tabela 4, 6.

Whiosek koncowy
W oparciu o przeprowadzong ocene rozprawy doktorskie] mgr inz. Piotra Licznerskiego
pt. ,Wplyw promieniowania jonizujgcego na barwe siewek oraz zmiany biochemiczne
i molekularne u wybranych gatunkdw kaktuséw” wykonanej na Wydziale Rolnictwa
i Biotechnologii Politechniki Bydgoskiej im. Jana i ledrzeja Sniadeckich, pod kierunkiem dr
hab. Justyny Lemy-Ruminskiej, prof. Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego, stwierdzam, ie
praca stanowl oryginalne osiagniecie naukowe | wnosi do dyscypliny rolnictwo | ogrodnictwo
nowe aspekty naukowe. Przedioiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce
(Dz. U. z 2023 r. poz. 742 2 pdin. zm.}.

W zwigzku z powyiszym przedkiadam Radzie Naukowej Dyscypliny rolnictwo
i ogrodnictwo Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich wniosek o dopuszczenie

Pana mgr ini. Piotra Licznerskiego do dalszych etapdw postepowania dektorskiego.
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