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Rodzina Cactaceae to niezwykle interesujaca grupa roslin, zaréwno pod wzgledem ich
biologii, a szczegélnie przystosowania do skrajnie suchego srodowiska, ale takze z uwagi na
walory dekoracyjne wielu gatunkéw. Znaczenie ekonomiczne tych roslin jest takze
niebagatelne, poniewaz produkcja kaktuséw stanowi wazng gataz produkcji ogrodniczej. To
sprawia, ze tematyka rozprawy doktorskiej jest interesujaca nie tylko z powodu zastosowania
biotechnologicznych metod uzyskiwania nowych odmian i ich rozmnazania, ale wpisuje sie¢ w
potrzeby rynku, gdzie odmiany o nowych dotad niespotykanych cechach sa szczegdlnie
pozadane przez hodowcoéw i kolekcjonerow. Przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej
badania sa nowatorskie, poniewaz promieniowanie jonizujagce nie byto do tej pory
wykorzystywane w celu wywotlania mutagenezy u kaktuséw z rodzaju Astrophytum,
Uebelmannia oraz Copiapoa i wprowadzaja nowy watek do reprodukcji tej grupy roslin,

wpisujac si¢ takze w zapotrzebowania rynku.

Rozprawa doktorska to monografia liczaca 136 stron o typowym ukladzie, na ktérag
sktadajg si¢: jednostronicowy wstep, przeglad literatury liczacy 51 stron,'hipoteza badawcza,
cel oraz zakres eksperymentow opisany na 1 stronie, materiaty i metody przedstawione na 5
stronach, wyniki (30 stron), dyskusja (13 stron), podsumowanie i wnioski ujete na

3 stronach oraz spis literatury (24 strony). Napisana zostala w jezyku polskim oraz
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uzupetniona streszczeniem w jezyku angielskim. Jej opracowanie, sposob prezentacji oraz

analiza wynikéw zostaly zrealizowane przez doktoranta w sposéb prawidtowy.

Czgs¢ pierwsza (teoretyczna) obejmuje zagadnienia z zakresu morfologii kaktusow
oraz hodowli rodlin zaréwno metodami tradycyjnych (hybrydyzacja i selekcja), jak
i mozliwosci wykorzystania nowoczesnych narzedzi jakimi sg transgeneza i mutageneza.
Szczegoblnie obszerna jest czes¢ dotyczaca mutagenezy, rodzajow i mozliwych konsekwencji
mutacji, co jest zrozumiate z uwagi na tematyke dysertacji. Kolejny watek opisany w czesci
teoretycznej dotyczy regeneracji roslin w kulturach in vitro. W tej czesci przegladu literatury,
omowione zostaly zagadnienia dotyczace regeneracji z pojedynczej komorki, co jest
niezwykle istotne w kontekscie mutagenezy i odtworzenia calego osobnika z komorki,
w ktérej nastgpita zmiana materialu genetycznego. Omodwiona zostala zaréwno droga
regeneracji poprzez organbgenezc; jaki i somatyczng embriogeneze. Kolejny rozdziat to
fizyczne i chemiczne czynniki mutagenne, gdzie opisano bezposrednie, jak i posrednie skutki
odziatywania réznego typu promieniowania, a takze chemicznych czynniki alkilujgce
komorke roslinng i jej materiat genetyczny. W tej czesci scharakteryzowano strukturg
chemiczna, lokalizacj¢ subkomodrkowa oraz funkcje réznych typdéw  barwnikow
wystepujacych w roslinach. Jednak ten opis umieszczono w pracy jako podrozdziat do
czynnikéw mutacyjnych, powinien by¢ on oddzielnym rozdziatem. W kolejnym rozdziale
wstepu doktorant przedstawia mozliwosci zmiany barwy u roslin, opisane zostaty szlaki
metaboliczne flawonoidéw oraz karotenoidow. W tym rozdziale zostaly zamieszczone
podpunkty dotyczace wykrywania mutacji na poziomie genetycznym
i biochemicznym. Niewatpliwie nastgpita pomytka i te tresci powinno by¢ zamieszczone

bezposrednio po opisie mutacji. Traktuje¢ to jako btad edytorski.

Uwagi merytoryczne do tej czgsci pracy:

W czesci dotyczacej charakterystyki rodziny Cactaceae w opisie kwiatu u Astrophytum
znalazto si¢ okreslenie owalne i migsiste co raczej dotyczy owocu. Dookreslenie krzyzowania
migdzygatunkowego jako wewnatrzgatunkowego to niewatpliwie pomykka powinno byc

wewnatrzrodzajowego. Podczas wymieniania sposobow ominigcia naturalnych barier
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niezgodnosci jako jedng z nich doktorant wymienia hybrydyzacje somatyczng czyli fuzja
protoplastéw, ale takze faczenie fragmentéw komorek, to wymaga doprecyzowania. Prosze
podczas obrony o rozwinigcie tego watku. Kolejne nieprecyzyjne okreslenie pojawiajace si¢
we wstepie to merystem katowy, takiego okreslenia nie ma. Autorowi zapewne chodzito o
merystem apikalny, ale zlokalizowany w paku pachwinowym, czyli katowym. Trudno mi si¢
zgodzi¢ takze z nazwaniem warstwy L1 w merystemie apikalnym naskorkiem to praskorka
lub protoderma. Blednie zostat takze podany czynnik fizyczny wykorzystywany podczas
bezwektorowej transformacji. Elekroporacja to metoda, a nie czynnik. Czy doktorant
moglby poda¢ w jaki sposéb podczas tej metody generowane sa pory w blonie
komorkowej umozliwiajace transfer T-DNA? W rozdziale Rodzaje mutacji
charakterystyka inwersji jest nieprecyzyjna. Prosze¢ o doprecyzowanie na czym polega
inwersja i jakie niesie za sobg konsekwencje? W rozdziale dotyczacym regeneracji
z pojedynczej komorki takze wkradt si¢ btad, komoérki zréznicowane to tkanki state i nie maja
zdolnosci do podziatow, natomiast merystemy wtdrne powstajag w wyniki ich odréznicowania.
W czgsci dotyczacej somatycznej embriogenezy blednie uzyto okreslenia wtorna SE, jako
posrednia SE. Prosz¢ o zdefiniowania obu proceséw. Zdanie ,,Chlorofile stanowig czgs¢
sktadowa biatka roslinnego, ktéry tworzy chloroplasty” to zbyt duzy skrét myslowy, bo co
prawda  chlorofil  wchodzi w  skltad ~wigkszych  komplekséw  barwnikowo-
biatkowych (fotosystemow) jednak to nie jedyny element budujacy chloroplasty. Mam takze
watpliwosci co do okreslenia barwy jaka nadaje likopen owocom, wg mnie pomaranczowo-
czerwona, a nie rozowo-czerwona jak podano w rozprawie doktorskiej.

Hipoteza badawcza zaktadata, ze promieniowanie X wplywa na kietkowanie nasion,
zmiany na poziomie morfologicznym, biochemicznym (zawartosci barwnikéw) i na poziomie
molekularnymi u wybranych gatunkéw z rodziny Cactaceae. Cel pracy przedstawiono
podajac cel nadrzgdny, a nastepnie uszczegdélowiono go w postaci powigzanych w spdjng
catos¢ celow czastkowych. Zaplanowany cigg eksperymentéw miat prowadzi¢ do
kompleksowej oceny zmian osobnikdéw u wybranych gatunku kaktuséw.

W rozdziale Materialy i metody precyzyjnie opisano procedure¢ sterylizacje nasion

oraz warunki prowadzenia kultury, analizy biochemiczne dotyczace oceny barwnikow,
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izolacj¢ DNA z siewek oraz analiz¢ SCoT. Na podkre$lenie zastuguje fakt, ze do badan uzyto
az 2,5 tys. nasion z kazdego gatunku, uzyskujac tacznie ponad 4300 siewek do dalszych
badan. W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie czy gdyby podzielono material wyjsciowego na
2 niezalezne eksperymenty to uzyskane osobniki mialyby podobne fenotypy w kazdym z
nich? Jaka jest opinia doktoranta na ten temat.

Zasadniczg czescig rozprawy jest opis i analiza uzyskanych wynikéw oraz dyskusja.
Wyniki przedstawiono w formie 13 rycin, 11 tabel oraz 4 plansz ze zdjeciami. Opis wynikéw
jest bardzo precyzyjny i dobrze koreluje z danymi zamieszczonymi w tabelach i na
wykresach. Wyniki dynamiki kietkowania wskazuja, ze promieniowanie X ma rozny wplyw
w zaleznosci od gatunku i tak w przypadku Astrophytum  poczatkowo nasiona
napromieniowane dawka 15 i 20 Gy kielkowaty szybciej, jednak w efekcie koncowym to
z nasiona kontrolnych uzyskano wiecej siewek. Natomiast w przypadku 2 pozostalych
gatunkoéw wyzszy odsetek siewek uzyskano z nasion napromieniowanych dawkami 25 i 50
Gy dla Copiapoa tenuissima oraz 15 i 20 Gy w przypadku Uebelmannia pectinifera. W
dyskusji podanych jest szereg przyktadéw hamujacego wplywu promieniowania X u innych
gatunkéw oraz przyczyn takiego oddziatywania. Prosz¢ podczas obrony o przedstawienie
swoich przemyslen na temat przypuszczalnych przyczyn stymulacji tego procesu po
zastosowaniu promieniowania.

Ocena barwy siewek zostata wykonana wg katalogu barw RHSCC i poparta analizg stezenia
barwnikéw roslinnych tj. antocyjandw, karotenoidéw i chlorofilu a i b. Doktorant stwierdzit,
ze wzrost dawki promieniowania przyczynia si¢ do pojawienia si¢ siewek pozbawionych
chlorofilu, co skutkuje pojawieniem sig¢ nie tylko osobnikéw kremowo-biatych, ale ujawnia
czerwone zabarwienie u Astrophytum (nie obserwowane w kontroli). Jednak brak wykonania
analiz biochemicznych dla tych siewek uniemozliwito oceng czy doszto do wzrostu stezenia
karotenoidéw, co byloby w moim odczuciu bardzo interesujace. Szkoda, ze nie postuzono sie
zmodyfikowana metodg Lichtenthalera (Nair and Chung, 2015), ktéra pozwala na 5-krotne
zmniejszenie masy probki do analiz w poréwnaniu do zastosowanych w pracy. Na uwage
zwraca takze fakt, ze w siewkach barwy brunatnej stwierdzono wyzsze stezenie chlorofilu
i karotenoidow po napromieniowaniu nasion dawka 15 Gy. Czym mozna to wytlumaczy¢?

Podczas analizowania cech morfologicznych siewek uzyskanych z nasion poddanych
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promieniowaniu jedynie w przypadku siewek Copiapoa stwierdzono istotny wzrost swiezej
masy, dhugosci pedu i korzenia po napromieniowaniu nasion dawka 25 Gy. Wynika to
najprawdopodobniej ze zwiekszonej zawartosci wody w tkankach (chociaz brak analizy
suchej masy uniemozliwia pelne wnioskowanie), czy doktorant moglby podaé
przypuszczalne przyczyny wzrostu pobierania wody przez te siewki. W przypadku
charakterystyki morfologicznej siewek Astrophytum zamieszczono w pracy jedynie oceng
zabarwienia, brakuje danych dotyczacych wielkosci siewek. Czy zostaly wykonane? Wyniki
zawartosci barwnikéw jak i cech morfologicznych powinny by¢ podane wraz z odchyleniem
standardowym, co pozwolitoby oceni¢ zréznicowanie w obrebie grup o tej samej barwie.
Analiza statystyczna wymaga weryfikacji, szczegélnie wynikow zawartych w Tab. 4 dla
karotenoidéw i chlorofilu a oraz w Tab. 9 dla dlugosci korzenia.

Bardzo istotnym elementem przeprowadzonych badan jest analiza molekularna. Przy pomocy
markeréw SCoT, doktorant stwierdzit bardzo wysoki poziom polimorfizmu, a analiza skupien
pozwolita ustali¢ duzy dystans genetyczny pomigdzy uzyskanymi genotypami. To pozwolito
na postawienie przez doktoranta wniosku, ze promieniowanie jonizujace moze by¢
wykorzystane w hodowli radiomutacyjnej do uzyskiwania nowych odmian kaktuséow. W
przedtozonej rozprawie doktorskie brak jednak informacji czy prowadzono dalszag hodowl¢
uzyskanych osobnikow, szczegolnie interesujgce wydaje si¢ jak rozwijaly si¢ siewki
pozbawione chlorofilu, czy ich hodowla ograniczyla si¢ jedynie do kultury in vitro, czy
dokonano préoby aklimatyzacji i szczepienia takich osobnikow na podkladki?

W rozdziale Dyskusja uzyskane wyniki doktorant skonfrontowal z danymi
opublikowanymi przez innych badaczy dotyczacych wplywy promieniowania jonizujacego
dla r6znych gatunkow nalezacych do rodziny Cactaceae jak i innych.

Dobor literatury uwazam za bardzo dobry, w przygotowaniu wstepu i dyskusji
wynikow wykorzystano az 310 pozycji literatury i 2 netografie. Jednak odnotowatam
kilkanascie btednie cytowanych pozycji literatury, dotyczy to zaréwno brakéw pozycji
w spisie, a cytowanych w tekscie i odwrotnie.

Na koniec uwaga edytorska, dotyczaca ryc. 4, brakuje wyjasnienia do nr 5
umieszczonego na schemacie. Zauwazylam takze kilka bledow  stylistycznych

1 gramatycznych np. okreslenie ilo$¢ gatunkéw, powinno by¢ liczba gatunkdw, ciezko jest
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wizualnie odrézni¢, zamiast trudno odrézni¢, czy state zmiany w odniesieniu do mutacji a

powinno by¢ trwate, a markery SCoT maja wiele zastosowan, a nie zainteresowan.

Podsumowanie

Recenzowang rozprawe doktorska pod katem merytorycznym oceniam pozytywnie.
Uwagi, ktére nasungly mi si¢ podczas analizy pracy, nie umniejszajag wartosci
zaprezentowanych wynikoéw. Doktorant wykazatl si¢ dobra znajomoscia literatury oraz
bogatym warsztatem badawczym (techniki in vitro, analizy biochemiczne i molekularne). W
zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze praca doktorska pana mgr inz. Piotra Licznerskiego
spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Artykule 14 rozdz. 2 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami) oraz Art. 179.2.
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 ‘roku (Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce) i Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
19 stycznia 2018 roku Rozdziat 1. Szczegdtowy tryp przeprowadzenia czynnosci w
przewodzie doktorskim. Wnioskuj¢ do Rady Naukowej Politechniki Bydgoskiej Wydziatu
Rolnictwa i Biotechnologii o przyjecie dysertacji i dopuszczenie pana mgr inz. Piotra

Licznerskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego o nadanie stopnia naukowego
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doktora nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.
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