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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Sandry Cichorz
pt. ,Charakterystyka cytogenetyczna i molekularna
wybranych gatunkow z rodzaju Miscanthus Anderss.”

Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska sktada sie z trzech artykuléw
prezentujgcych oryginalne wyniki badan naukowych i opublikowane w jezyku angielskim
w czasopismach naukowych rozpowszechniajacych wyniki z zakresu dziedziny i dyscyplin
zwigzanych z naukami o roélinach, w tym agronomig i ro$linami uprawnymi oraz
biotechnologia. Sg to uznane czasopisma naukowe, o czym $wiadcza ich rézne wskazniki
bibliometryczne. Prezentowane artykuly sg udostepnione publicznie, pobierane i cytowane
przez innych autoréw, z wyjatkiem jednego artykutu, ktory z faktu opublikowania w 2018
roku oczywiscie nie mogt by¢ jeszcze zacytowany. Zestawienie wskaznikéw dokumentuje
ponizsza tabela.

Tytul artykutu Rok Czasopismo Wskazniki Cytowania
czasopisma artykutu
Miscanthus: genetic diversity 2014  Molecular [F=1,876 WoS =11
and genotype identification Biotechnology SJIR=Q2 Scopus =16
using ISSR and RAPD markers MNiSW =25 GoogleScholar = 28
ResearchGate = 21
Miscanthus: inter- and 2015  ActaBiologica IF =0,625 WoS =3
intraspecific genome size Cracoviensia SJR=Q3 Scopus =4
variation among M. X giganteus, series Botanica MNiSW =20 GoogleScholar = 3
M. sinensis, M. sacchariflorus ResearchGate = 2
accessions
Miscanthus x giganteus: 2018  Industrial Crops [F=3,181 WoS =0
regeneration system with and Products SJR=Q1 Scopus =0
assessment of genetic and MNiSW =40 GoogleScholar = 3
epigenetic stability in long-term ResearchGate = 0

in vitro culture

Mgr inz. Sandra Cichorz jest wspétautorem w kazdym z zalgczonych artykuléw,
wymieniona zawsze jako pierwsza w spisie autoréw oraz jako autor korespondencyjny,
co sugeruje jej znaczacy wklad w powstanie publikacji. Do rozprawy dolaczone zostaty
oSwiadczenia wszystkich wspétautoréw o ich wktadzie w wykonanie badan oraz
przygotowanie publikacji. Podany opis wktadu mgr inz. S. Cichorz jest zgodny z informacjg



zawartg w klauzulach opublikowanych artykutéw, jest komplementarny z opisem wktadu
pozostalych wspoétautoréw oraz informuje o szacowanym wkladzie procentowym na
poziomie 75%, 50% oraz 70% w kolejnych pracach. Informacje te potwierdzaja wiodgcg role
mgr inz. S. Cichorz we wszystkich etapach prowadzonych badan tj. w planowaniu,
prowadzeniu materiatu rodlinnego, przeprowadzaniu eksperymentéw i wykonywaniu analiz,
opracowywaniu wynikow, interpretacji wynikéw oraz przygotowaniu tekstow publikacji.

Rozprawa oprocz wymienionych artykutéw zawiera opis merytoryczny przyblizajacy
problematyke badawcza w oparciu o przeglad literatury $wiatowej, skrécony opis
wymienionych artykutéw, wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan oraz uzasadniajgcy
dobor artykutéw wchodzacych w sktad rozprawy. Rozprawa zostata opatrzona wykazem
zrédet finansowania badan, spisem tresci, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz
spisem wykorzystanej literatury.

Analiza jednoznacznie wskazuje, Ze przedstawiona rozprawa spetnia wymagania formalne.

Opis czeSci merytorycznej rozprawy

Cze$¢ merytoryczna rozprawy obejmuje, poza streszczeniami w jezyku polskim
i angielskim, 13-stronicowy przeglad literatury, sformutowane cele badan, o$mio-stronicowy
opis wykorzystanych materiatéw i metod, skrétowe omoéwienie wynikéw kazdej
z prezentowanych publikacji, podsumowanie wszystkich wynikoéw i osiem wnioskow.
Opracowanie zakorczone jest wykazem 86 publikacji praktycznie w catosci anglojezycznych
iw znaczacej czesci opublikowanych w ostatnich latach. Cato$¢ obejmuje 42 strony i jak
wspomniano powyzZej jest uzupelnieniem omawiajacym trzy publikacje zamieszczone
W rozprawie.

Przeglad literatury jest §ci$le zwigzany z tematyka rozprawy i przedstawia rézne
zagadnienia dotyczace rodzaju Miscanthus. Autorka omawia taksonomie, pochodzenie
i wystgpowanie gatunkéw Miscanthus, ich znaczenie dla czlowieka i wykorzystanie jako
zrédia surowca energetycznego oraz w celach dekoracyjnych. Nastepnie omawia historie
hodowli form uprawnych miskanta. Podrozdzialy te stanowig warto$ciowe przyblizenie
dotychczasowej wiedzy ogoblnej przydatnej do scharakteryzowania obiektu badan i mozna je
uzna¢ za wspdllne wprowadzenie do wszystkich trzech artykutéw ujetych w rozprawie.
Kolejne podrozdziaty poswigcone s specyficznym zagadnieniom tematycznie nawigzujgcym
do poszczegblnych artykutéw. Omawiajg one zréznicowanie rodzaju miskanta, w tym na
poziomie molekularnym i cytogenetycznym, metody rozmnazania, szczegdlnie M. x giganteus
z uwzglednieniem kultur in vitro, zmienno$¢ indukowang w trakcie kultur in vitro
i molekularne metody jej oceny. Podrozdziaty te uwypuklajg dotychczasowsg wiedze oraz
aspekty wymagajace gtebszego poznania ukierunkowujgc czytelnika na problemy badawcze,
ktére zostaty podjete przez Autorke.

Rozdziat Material i metody opisuje obiekty badan, uktady doswiadczalne, metody
eksperymentalne i procedury analityczne, a takze metody analizy uzyskanych danych
eksperymentalnych. Poszczegblne podrozdzialy szczegdélowo opisujagce materialy
Iwymienione metody sg zgodne z tekstami zawartymi w trzech artykutach igczac tresci
wspoélne. Dzieki temu Doktorantka unikneta zbednych powtérzen przy omawianiu
poszczegoblnych artykutdw, a tekst jest syntetyczny i przejrzysty.



Kolejny rozdziat podzielony na trzy czesci opisuje skrétowo cele i uzyskane wyniki
przeprowadzonych badan ujete w trzech dotaczonych artykutach. Kazda z nich przedstawia
wyniki wraz z interpretacja wskazujgc na najwazniejsze aspekty i znaczenie osiggnietych
rezultatdbw. Po$wiecenie odrebnego podrozdzialu kazdemu artykutowi jest w pehni
uzasadnione. Wynika ono z faktu, Ze pomimo prowadzenia badan na tych samych obiektach,
kazdy artykul dotyczy innego zagadnienia badawczego i ich odrebny opis utatwia zapoznanie
sie z petnymi tekstami publikacji. Dwa ostatnie rozdzialy stanowig podsumowanie badan oraz
wypunktowane najwazniejsze wnioski.

Caly tekst czeSci merytorycznej zostal przygotowany w sposdéb czytelny, z jasng
strukturg rozdzialéw oraz z zastosowaniem prostych i estetycznych styli edytorskich
nadajgcych catosci przejrzysty uktad, w ktérym czytelnik moze sie latwo zorientowadé.
Autorka zwrdcita uwage na reguly redakcyjne tekstu unikajgc np. wiszacych wyrazéw czy
wierszy co podkreSla staranno$¢ przygotowania rozprawy napisanej poprawnym jezykiem.
Natomiast recenzent dopatrzyt sie bledéw jezykowych w opublikowanym artykule z roku
2015, np., niewtasciwie odmieniona forma czasownika nieregularnego czy bledy literowe
zmieniajgce znaczenie wyrazu. Zadaniem wydawnictwa bylo skorygowanie oczywistych
btedéw jezykowych na etapie sktadu publikacji, nie zdejmuje to jednak odpowiedzialno$ci
Z autorow.

Ocena merytoryczna rozprawy

Podjeta problematyka badawcza dotyczy gatunkéw z rodzaju Miscanthus, traw
o duzych walorach dekoracyjnych i charakteryzujgcych sie bardzo szybkim wzrostem,
pomimo matych wymagan glebowych. Dzieki tej wlasciwo$ci, miskant stal sie pozadang
ros$ling z przeznaczeniem do produkcji biomasy stanowigcej surowiec energetyczny jak
rowniez dla innych zastosowan przemystowych. Uprawe tej rosliny w Europie i Polsce
rozpoczeto zaledwie 25-35 lat temu, stagd wiedza o niej, a w szczegblnodci w zakresie
doskonalenia odmian jest mocno ograniczona. Wyzwaniem dla nauki i praktyki jest uzyskanie
nowych odmian przystosowanych do zréznicowanych warunkéw Kklimatyczno-glebowych
oraz jednocze$nie zapewniajacych wysokg produkcje biomasy o pozadanych parametrach
energetycznych. Doktorantka wskazuje w rozprawie wtasnie na stabo rozwiniete programy
hodowli odmian miskanta jako gléwny czynnik motywujacy do poznania genetycznych
i cytogenetycznych roznic wystepujacych pomiedzy gatunkami oraz w obrebie gatunkéw tej
ro$liny. Wiedza o zréznicowaniu genetycznym jest niezwykle istotna dla okre$lenia
mozliwosci doskonalenia, doboru metod tworzenia nowych kombinacji genetycznych oraz
reprodukcji. Chociaz przedstawiony przeglad literatury w tym zakresie jest wyczerpujacy
uwazam, ze wartoSciowe byloby zamieszczenie takze opisu szczegotowych celéw hodowli
tworczej tj. omawiajgcego konkretne cechy wymagajgce poprawy w dostepnych materiatach,
aby na obecng chwile i w przyszto$ci nowe odmiany zaspokajaly potrzeby produkcji na cele
energetyczne w warunkach europejskich i w Polsce.

W rozprawie zaprezentowane zostaty wyniki badan podstawowych nad poznaniem
zmiennoSci w rodzaju Miscanthus. Cytogenetyczny aspekt badania réznorodnosci wynika
z faktu wystepowania gatunkéw o rdéznym stopniu ploidalno$ci oraz z wystepowania
gatunkow bedacych mieszancami powstatymi na drodze hybrydyzacji form diploidalnych
i tetraplodalnych, jak M. x giganteus. Istniejg zatem bezptodne tri- i pentaploidalne formy,
ktére wymagaja rozmnazania wegetatywnego. Z tego tez wzgledu zréznicowanie genetyczne
moze by¢ bardzo niewielkie pomiedzy dostepnymi materiatami, a zmienno$¢
niewystarczajgca dla tworzenia nowych odmian. Szczegétowa wiedza obejmujgca



charakterystyke molekularng i cytogenetyczng moze utatwi¢ dobér komponentéw
rodzicielskich dla przysztych programéw hodowli. Stagd uwazam, ze cele badan postawione
przez Doktorantke sa w pelni uzasadnione i wazne. Odrebnym zagadnieniem jest mozliwo$é
efektywnego rozmnazania wegetatywnego. Doktorantka cze$¢ swojej pracy poswiecita
sprawdzeniu réznych warunkéw prowadzenia kultur in vitro miskanta celem opracowania
efektywnej metody mikrorozmnazania. Optymalizacja metody wigze sie zwykle z okre$leniem
takze ewentualnych skutkéw ubocznych, do ktérych mozna zaliczy¢ zmiany genetyczne
i epigenetyczne pojawiajgce sie¢ w trakcie prowadzenia kultury. Dlatego dodatkowe cele
majgce okresli¢ czy zmiany takie zachodza, a je$li tak to z jakg czesto$cig, s3 w petni
uzasadnione i cenne.

W efekcie sformutowania celéw, Doktorantka zrealizowata badania z uzyciem kolekcji
18 obiektéw trzech gatunkéw Miscanthus, ktére dotyczyly: 1) oceny zmiennosci
miedzygatunkowej i wewnatrzgatunkowej na poziomie cytogenetycznym, 2) analogiczne
badania na poziomie DNA oraz 3) optymalizacji mikrorozmnazania oraz okreélenia zmian
genetycznych i epigenetycznych w kulturach in vitro M. x giganteus. Wyniki tych badan
opublikowane w trzech artykutach sg ze sobg logicznie powigzane i stanowig spéjny zbiér
opisany trafnie dobranym przez Doktorantke wspélnym tytutem.

Dob6r materiatu do badan byt uzasadniony znaczeniem poszczegélnych gatunkéw,
w tym faktem, ze M. x giganteus jest mieszaficem M. sinensis i M. sacchariflorus, i wszystkie te
trzy gatunki zostaly ujete w badaniach. Najliczniej reprezentowany byt miskant chinski przez
12 odmian, natomiast miskant olbrzymi przez cztery kolny, a miskant cukrowy przez dwa
ekotypy. Nalezy zatem zauwazy¢, ze poszczegdlne gatunki byly reprezentowane przez
znacznie rézng liczbe obiektéw, co zapewne wynikato z dostepnej, ale ograniczonej kolekcji,
jednak powodowato, ze dwa z badanych gatunkdéw, a zwtaszcza miskant cukrowy, byly stabo
reprezentowane. Zatem, polemizowatbym czy sktad wykorzystanej kolekcji pozwala na
badanie zréznicowania genetycznego jezeli takson reprezentowany jest tylko przez dwa
obiekty. Moim zdaniem naleZy raczej méwié¢ o réznicy pomiedzy wybranymi formami niz
uogolnia¢ i wycigga¢ wnioski ekstrapolowane na caty gatunek, gdyz badane dwa obiekty nie
musza by¢ reprezentatywne. Nalezy sie rowniez spodziewad, Ze rozszerzenie badanej kolekcji
0 kolejne obiekty prowadzitoby do wykazania wigkszej zmiennosci, bowiem brak jest
podstaw aby zaktadaé, ze wybrane dwa obiekty miskanta cukrowego charakteryzujg sie
wartoSciami skrajnymi definiujgcymi zakres zmiennoéci w obrebie tego gatunku. Tym samym
ujecie dodatkowego jednego czy wiecej obiektéw w danym taksonie w znaczacy sposéb
mogtoby wplynag¢ na wuzyskane i przytaczane w pracy wartoéci wspétczynnikow
podobienistwa genetycznego. Powyzsza uwaga nie umniejsza znaczeniu uzyskanych wynikéw
lecz raczej zwraca uwage na konieczno$¢ bardziej krytycznej interpretacji. Nalezy przyzna,
ze krytyczna dyskusja wynikéw pod tym wzgledem jest widoczna w zamieszczonych
artykutach, co juz niekoniecznie zostalo przywotane w opisie merytorycznym. Biorac pod
uwage cele badan, dobdr obiektéw uwazam za wtasciwy, gdyz badana kolekcja obejmuje te
formy, ktére sa dostepne dla przysztych prac hodowlanych.

Dobér metod wykorzystanych w badaniach byl adekwatny to stawianych celéw.
Obejmujg one liczenie chromosoméw i pomiary iloSci DNA z uzyciem cytometrii
przeptywowej jak réwniez metode posSrednia szacowania ploidalno$ci na podstawie
charakterystyki aparatéw szparkowych. S3 to metody powszechnie wykorzystywane
i wtasciwe. Ocena zmienno$ci genetycznej byta wykonana na podstawie rozdziatu produktéw
amplifikacji DNA uzyskanych metoda RAPD i ISSR. Niewatpliwie obie metody sg spotykane w
literaturze do oceny zmiennosci genetycznej. Metoda ISSR uwazana jest za bardziej
informatywng i wiarygodna, chociaz jest juz coraz rzadziej stosowana. Natomiast metoda
RAPD historycznie byla powszechnie wykorzystywana, a obecnie rzadko, co wynika z matej



wiarygodno$ci  otrzymywanych wynikéw oraz niskiego poziomu wykrywanych
polimorfizmoéw, ktére dodatkowo pozostajg niescharakteryzowane. Wykorzystanie markeréw
RAPD nie mozna zatem uzna¢ za niewtasciwe, ale z pewnoscig sg inne systemy markerowe
czy techniki oparte o sekwencjonowanie dostarczajagce znacznie wiecej informacji.
Popularno$¢ tych ostatnich szczeg6lnie ro$nie wraz z postepem technologicznym i chociaz
koszt sekwencjonowania jest juz przystepny moze by¢ on zbyt wysoki do oceny duzych
kolekcji. Stosujac uZyte systemy markerowe na pewno mozna wskazaé powtarzalne
iwiarygodne markery, jednak ocena wynikéw (wyboér markeréw) pozostaje zwykle
subiektywna, zwtaszcza gdy detekcja produktéw amplifikacji odbywa sie wizualnie (np. przy
uzyciu elektroforezy w agarozie). Stad tez krytycznie nalezy interpretowac niewielkie réznice
we frekwencji alleli identyfikowanych markerami RAPD czy ISSR uznajac, Ze mogg by¢
przeszacowane. Z kolei niewielkie réznice polimorfizmu miedzy produktami amplifikacji
mogg pozostawac niewykryte. Wykrywanie ewidentnych réznic miedzy badanymi obiektami
na podstawie obecnosci lub braku produktéw amplifikacji pozostaje skutecznym sposobem
okreSlania rdznic genetycznych, a uzyskanie powtarzalnych wynikéw w niezaleznych
reakcjach z niezaleznie izolowanym DNA podnosi wiarygodno$é uzyskanych wynikéw. Stad
uwazam, ze zastosowane procedury analityczne mozna uznac za przeprowadzone poprawnie,
a wyniki pozwalajg na okreslenie réznic genetycznych bedacych celem badan. Ocena zmian
epigenetycznych oparta o wykorzystanie enzyméw restrykcyjnych czulych na metylacje
cytozyny jest takze wilasciwa metoda chociaz informuje tylko o czeSci mozliwych zmian.
Podobnie jak w przypadku metod RAPD i ISSR niewykrycie réznic miedzy badanymi
obiektami nie oznacza, Ze takich réznic nie ma. Metody i dobor zwigzkéw wykorzystanych w
prowadzeniu kultur in vitro uwazam za w pelni poprawny. Reasumujgc, uwazam, ze dobér
materiatu jak i metod byt odpowiedni do zrealizowania postawionych cel6w, a doswiadczenia
byly zaplanowane w spos6b ograniczajagcy bledy analityczne i interpretacyjne.
W opracowaniu uwage zwracaja, chociaz nieliczne, nieprecyzyjne lub potoczne okres$lenia,
np. ,pomiar stopnia ploidalnosci” (str. 18) w odniesieniu do metod posrednich oceny
ploidalno$ci czy ,ptodne nasiona” (str. 19).

Chociaz wyniki badan byly juz przedmiotem pozytywnych recenzji przed ich
opublikowaniem w czasopismach, chciatbym wyrazi¢ poglad, ze wyniki analiz RAPD i ISSR
wskazujgce na nieco wieksze podobienistwo obiektu M. floridulus do M. x giganteus niz do
pozostatych dwéch badanych gatunkéw nie jest dla mnie przekonywujgcym argumentem aby
uznac, ze obiekt ten zostat Zle sklasyfikowany i powinien by¢ oznaczony jako M. x giganteus,
nawet jesli ma takg samga liczbe chromosoméw i podobna budowe kwiatostanu. Brak innych
przedstawicieli kwestionowanego gatunku w badaniach oraz brak wynikéw uzyskanych
komplementarnymi i bardziej dokladnymi metodami uniemozliwia moim zdaniem tak
jednoznaczne stwierdzenie. Potwierdza to przeprowadzona dyskusja w artykule na
podstawie wynikéw innych autoréw wskazujaca, ze jednoznaczna klasyfikacja tego gatunku
pozostaje problematyczna. By¢ mozZze znane sa Doktorantce inne przestanki podpierajgce
postawiony wniosek, ktére nie zostaly w pelni przedstawione z uwagi na ograniczong
objeto$¢ artykutu.

Inne kwestie, ktére bylyby ciekawe do przedyskutowania dotyczg znaczenia
wykrytych zmian genetycznych i epigenetycznych w trakcie prowadzenia kultury in vitro.
Autorka konkluduje, ze w kulturach in vitro miskant zachowuje stabilno$¢ genetyczng
pomimo, ze wykryte zostaly polimorfizmy DNA i zmiany metylacji. Poziom zmiennoSci jest
oczywiScie okreSleniem wzglednym, zastanawiam sie zatem jak znaczace zmiany musiatyby
wystgpi¢ aby postawiony w rozprawie wniosek nr 8 byt przez Autorke przeformutowany
i brzmiat, ze w dlugoterminowych kulturach in vitro miskanta zachodzg zmiany genetyczne
lub epigenetyczne.



Za najwazniejsze osiagniecia przedstawione w rozprawie uwazam:

1. Okreslenie stopnia ploidalnosci i wielkoSci genoméw obiektéw w badanej kolekcji
miskanta oraz wykazanie zmienno$ci miedzygatunkowej oraz réznic w obrebie
gatunkow.

2. Potwierdzenie, na poziomie wielkosci genomu, mieszaricowego pochodzenia
posiadanych klonéw M. x giganteus jako efektu hybrydyzacji miskanta chifskiego
i cukrowego.

3. Wykazanie zréznicowania odmian miskanta chifiskiego pod wzgledem ploidalnosci,
wielko$ci genomu jak i polimorfizméw DNA.

4. Wskazanie markeréw ISSR przydatnych do okre$lenia réznic genetycznych miedzy
obiektami z rodzaju Miscanthus.

5. Wykazanie duzego podobienstwa genetycznego klonéw miskanta olbrzymiego
mogacego sugerowac, ze klony te majg wspélne zrédto pochodzenia.

6. Zoptymalizowanie sktadéw pozywek do indukcji kalusa, regeneracji i ukorzeniania
pozwalajgce na efektywne mikrorozmnazanie miskanta olbrzymiego.

7. Wykazanie, Ze istnieja zmiany genetyczne oraz epigenetyczne miedzy ro$linami
miskanta olbrzymiego otrzymanymi w wyniku mikrorozmnazania in vitro oraz
scharakteryzowanie wybranych miejsc metylacji.

Ponadto, uwazam ze wyniki analizy markerami ISSR i RAPD potwierdzaja wniosek
wyciggniety na podstawie badan cytogenetycznych dotyczacy mieszancowego pochodzenia
miskanta olbrzymiego. Prositbym o ustosunkowanie sie Doktorantki czy taki wniosek jest
uzasadniony, gdyz nie dopatrzytem sie w opracowaniu dyskusji omawiajgcej tacznie wyniki
analiz molekularnych i cytogenetycznych pod tym katem.

Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa jest wartoSciowym dzielem naukowym opracowujacym
wazny problem badawczy. Cato$§¢ badan jest logicznie zaplanowana i konsekwentnie
zrealizowana z zastosowaniem wtasciwych metod pozwalajacych na osiagniecie zaktadanych
celéw i weryfikacje stawianych hipotez, a uzyskane wyniki poszerzaja dotychczasowa wiedze.
Przedstawione uwagi recenzenta maja charakter polemiczny i nie wplywaja znaczaco na
pozytywng oceneg rozprawy. O wartosci uzyskanych wynikéw $wiadczg takze wielokrotne
cytowania zamieszczonych w rozprawie artykutéw przez innych autoréw. Przedstawiona
rozprawa niewgtpliwie dokumentuje takZe wiedze mgr inz. Sandry Cichorz w dyscyplinie
agronomia oraz umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Konkludujgc, uwazam Ze praca doktorska mgr inz. Sandry Cichorz stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, a rozprawa speinia kryteria stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. W zwigzku z powyzszym, stawiam wniosek
do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin - Panstwowego
Instytutu Badawczego w Radzikowie o dopuszczenie mgr inz. Sandry Cichorz do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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