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Tematyka badan i jej znaczenie

Kluczowym problemem $wiatowej gospodarki jest uczynienie jej bardziej
energooszczedng 1 przyjazng dla klimatu i §rodowiska. Szereg dzialan w tym kierunku zostato
poczynionych przez Komisj¢ Europejska, ktéra zjednej strony narzuca rygor wdrazania
gospodarki niskoemisyjnej, z drugiej za$ poszukuje racjonalnych pod wzgledem kosztow
sposobow realizacji tego zadania. Droga osiggni¢cia 80-procentowej redukcji emisji gazéw
cieplarnianych do 2050 r. (w stosunku do poziomu z roku 1990) wiedzie m.in. poprzez
pozyskiwanie energii ze zrédet odnawialnych, w tym z biomasy. Obiektem badan rozprawy
doktorskiej Pani mgr Sandry Cichorz sa trawy z rodzaju Miscanthus, ktore obok krzewow
idrzew ftatwo odrastajacych po S$cigciu (np. wierzba, topola), bylin (np. $lazowiec,
topinambur) i innych traw wieloletnich (np. proso rézgowate) sa zroédlem biomasy dla
pozyskiwania energii odnawialnej. Maja one takze szereg innych zastosowan m.in.
w przemysle celulozowym, budowlanym i1 chemicznym, a dzigki walorom dekoracyjnym
znalazty réwniez zastosowanie w ogrodnictwie. Niewielka wiedza o zréznicowaniu
genetycznym komponentéw rodzicielskich uzywanych do krzyzowan utrudnia prowadzenie
prac hodowlanych nad poszerzaniem puli genetycznej tych roslin. Dodatkowo, w przypadku
najczesciej uzywanego jako zrodlo biomasy miskanta olbrzymiego (naturalnego mieszanca
pomigdzy diploidalnym miskantem chifskim a tetraploidalnym miskantem cukrowym), jego
sterylno§¢ praktycznie uniemozliwia wprowadzenie nowych cech na drodze hodowli
krzyzéwkowej. Wykorzystanie kultur in vitro w przypadku tej grupy ro$lin jest wiec
kluczowe nie tylko dla intensyfikacji klonalnego rozmnazania, lecz takze dla poszerzenia
dostgpnosci  technik  stosowanych wcelu modyfikowania ich puli genetycznej
1 wyprowadzania nowych genotypoéw. Podjeta w niniejszej pracy problematyka badawcza
skupiona na poznaniu zroznicowania genetycznego w obrebie genotypow Miscanthus
zgromadzonych w kolekcji IHAR-PIB Oddziat w Bydgoszczy oraz opracowaniu systemu
regeneracji in vitro jednego z klonow M. x giganteus wpisuje si¢ w problemy wspomniane
powyzej. Uzyskane wyniki maja znaczenie poznawcze i stanowig podstaw¢ do prowadzenia
dalszych badan nad poszerzaniem puli genetycznej traw z rodzaju Miscanthus 1 zabezpieczaniem
ich biordznorodno$ci. Znajomo$¢ zrdznicowania genetycznego populacji pozwala takze na
wlasciwe zarzadzanie jej zasobami genowymi.
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Opis formalny rozprawy

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Sandry Cichorz sklada si¢ z trzech
spojnych tematycznie publikacji, ktore ukazaty si¢ w latach 2014-2018 w czasopismach
notowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR), tj. Molecular Biotechnology, Acta
Biologica Cracoviensia Series Botanica 1 Industrial Crops and Products. Sumaryczny
piecioletni wspotczynnik wplywu tych czasopism wynosi 6,11, co odpowiada 85 punktom
MNiSW. Kazda z publikacji ma trzech wspétautorow. We wszystkich pracach Doktorantka
jest pierwszym 1 korespondencyjnym autorem. Z zataczonych do dokumentacji o$wiadczen
wspotautorow artykutdéw wynika jednoznacznie dominujaca rola Pani mgr S. Cichorz
w przeprowadzeniu badan, wykonaniu analiz oraz opracowaniu i interpretacji wynikow.
Ponadto wyraznie podkreslony jest Jej znaczacy udzial w przygotowaniu publikacji do druku.
Procentowy udzial Doktorantki w powstaniu artykutldéw wynosi: 75%, 70% 1 50%.
Zestawienie powyzszych prac nie budzi watpliwosci. Stanowia one bowiem zwartg
wieloaspektowa charakterystyke zroznicowania genetycznego w obrebie genotypow rodzaju
Miscanthus zgromadzonych w kolekcji polowej oraz w kulturze in vitro Instytutu, w ktérym
prowadzone byly badania. Publikacje stanowigce dysertacj¢ zostaly poprzedzone 50-
stronicowym podsumowaniem, na ktore sktadajg si¢: streszczenie w jezyku polskim
1 angielskim, przeglad literatury, przedstawienie zalozen pracy, hipotez oraz cel badan,
omoéwienie wyboru materiatu roslinnego i metod badawczych, omodwienie wynikow
przedstawionych w poszczegdlnych publikacjach. Podsumowanie uzyskanych wynikow,
wnioski i spis literatury zamykaja czg$¢ opisowa dysertacji. Opracowanie jest przygotowane
bardzo starannie, napisane poprawna, tadng polszczyzna.

Cele rozprawy, metodyka badawcza i osiagniete rezultaty

Glownym celem badan podjetych przez Panig mgr Sandre Cichorz bylo cytogenetyczne
imolekularne  scharakteryzowanie zroéznicowania genetycznego w obrebie rodzaju
Miscanthus oraz opracowanie systemu kompleksowej regeneracji w kulturze in vitro
wybranego klonu miskanta olbrzymiego wraz z oceng (epi-)genetycznej stabilno$ci
otrzymanych roslin. Materiat roslinny, na ktory sklada si¢ 18 genotypoéw reprezentowanych
przez 4 klony M. x giganteus, 2 ekotypy M. sacchariflorus i 12 odmian M. sinensis, pochodzi
z kolekcji polowej IHAR-PIB, Oddziat w Bydgoszczy i od 25 lat stanowi podstawe badan nad
produktywnos$cia plantacji energetycznych w Polsce. Zrealizowanie zalozonych celow byto
mozliwe dzigki zastosowaniu odpowiednich metod badawczych.

W pierwszej publikacji wchodzacej w sktad rozprawy Doktorantka wykorzystujac
markery molekularne ISSR i RAPD opracowala wiarygodne i powtarzalne profile DNA
pozwalajace na identyfikacje osobnicza i gatunkowg roslin zrodzaju Miscanthus oraz
oszacowanie zroznicowania w obrgbie badanych genotypow. Wykorzystujac cytometri¢
przeptywowa okreslita wzgledng zawarto$¢ jadrowego DNA oraz ploidalnos¢ roslin.
Doktorantka przetestowata w pracy 38 starterow ISSR 1 26 starterow RAPD, z ktorych
kolejno: 15 1 11 generowalo czytelne profile rozdziatow elektroforetycznych. Ostatecznie
wskazane zostaty 4 startery (jeden starter ISSR i trzy RAPD), ktérych uzycie pozwala na
identyfikacj¢ genotypéw miskanta zgromadzonych w kolekcji. Zastosowane metody
badawcze ujawnity btedne opisanie jednego z osobnikow (tj. M. floridulus), ktéry ostatecznie
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zostat zaklasyfikowany jako M. x giganteus. O wysokiej wartosci wynikow badan
opublikowanych w niniejszej pracy i aktualno$ci podejmowanych zagadnien moze $wiadczy¢
liczba cytowan publikacji, ktora wg Google Scholar wynosi 27, za§ wg Scopus 16. Druga
publikacja jest kontynuacja oceny zrdznicowania gatunkowego w kolekcji polowej miskanta.
Doktorantka oszacowujac wspoétczynnik korelacji pomigdzy zawartos$cig jadrowego DNA,
ploidalnoscia, liczba chromosoméw i1 dlugos$cig aparatow szparkowych wykazala, Zze ostatni
parametr nie moze by¢ wykorzystywany do identyfikacji ploidalnosci roslin z rodzaju
Miscanthus. Badania pokazaly bowiem brak statystycznie istotnych roznic w wielkosci
aparatow szparkowych pomiedzy diploidalng odmiang M. sinensis a dwoma triploidalnymi
klonami M. x giganteus. Szybka ipowtarzalng ocen¢ ploidalno$ci miskantow zapewnia
cytometria przeplywowa.

W ramach badan przedstawionych w trzeciej publikacji Pani mgr Sandra Cichorz
wprowadzita do kultury in vitro prawie 2400 eksplantatow pochodzacych z niedojrzatych
kwiatostanow klonu ‘Germany’ miskanta olbrzymiego. Stosujac szereg roslinnych
regulatorow wzrostu (BAP, TDZ, TIBA, 2,4-D, CPA, DIC, ABA), rozne ich stgzenia
1 kombinacje wytypowata optymalne warunki kultury, ktore stymuluja formowanie tkanki
kalusowej, pedow i korzeni. Opracowana procedura regeneracji ros$lin droga organogenezy
zapewnia ukorzenianie na poziomie 97% 1 aklimatyzacj¢ z 93% efektywnoscig. Obszerna
cze$¢ tej pracy poswiecona jest ocenie (epi-)genetycznej stabilnosci regenerantdw uzyskanych
w wyniku prowadzenia krétko- 1 dlugoterminowej kultury pedéw (odpowiednio: 12-18
pasazy/2-letnia kultura; 42-48 pasazy/8-9-letnia kultura). Kontrole stanowily 4 osobniki
pochodzace z kolekcji polowej. Badania z wykorzystaniem markerow molekularnych ISSR
1RAPD wykazaly wysoka warto§¢ wspotczynnika podobienstwa — genetycznego
analizowanych roslin, co wskazuje na znikome réznice migdzy nimi. Wykorzystujac technike
MS-ISSR wykazano, ze calkowita liczba zmetylowanych loci nieznacznie rdzni si¢
w regenerantach pochodzacych z obu typow kultur, ijest wyzsza 02% w ro$linach
otrzymanych w kulturach in vitro w stosunku do ros$lin donorowych. Dziesi¢¢ prazkow
wykazujagcych odmienny status metylacji poddano klonowaniu i1 sekwencjonowaniu, a
tozsamo$¢ o$miu z nich potwierdzono za pomocg SCAR-PCR wykazujac ich homologi¢ do
sekwencji innych roslin jednoli$ciennych.

Najwazniejsze osiagniecia i uwagi

Za najwazniejsze wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej uwazam:

1) Opracowanie warunkow prowadzenia molekularnej identyfikacji traw zrodzaju
Miscanthus, ktore zaowocowaly wskazaniem trzech starterow RAPD 1 jednego ISSR
wystarczajacych do weryfikacji przynaleznosci gatunkowej i osobnicze;j.

2) Cytogenetyczne i1 molekularne opisanie zréznicowania w obregbie kolekcji miskanta
utrzymywanej w [HAR-PIB, Oddziat w Bydgoszczy. Wiedza ta podnosi przydatno$¢
kolekeji w kierunku prowadzenia poglebionych badan podstawowych i1 wykorzystania
w praktyce, jak rowniez lepszego zarzadzania jej zasobami genowymi.

3) Wykazanie, ze wielko$¢ aparatow szparkowych nie jest precyzyjnym parametrem
w okreslaniu stopnia ploidalnosci roslin z rodzaju Miscanthus.

4) Wykazanie, ze prowadzone przez wiele lat kultury in vitro pedow zapewniajg utrzymanie
stabilnosci (epi-)genetycznej klonu ‘Germany’ miskanta olbrzymiego, co ma znaczenie np.
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w opracowywaniu warunkow dhugoterminowego gromadzenia jego biordznorodnosci
z wykorzystaniem nowoczesnych narzedzi strategii ex situ.

Uwagi i pytania, ktore nasunety si¢ podczas czytania pracy:

1) Zamiast hipotezy naukowe]j zostala umieszczona krotka informacja na temat miskanta
olbrzymiego i chinskiego. Zgodnie z definicja hipoteza jest zalozeniem, ktére wymaga
sprawdzenia. Prosze Doktorantke o przygotowanie prawidlowo postawionej hipotezy.

2) Zaréwno w opracowaniu jak i w publikacji numer 3 Doktorantka pisze o embriogenicznym
kalusie, z ktorego w dalszej kulturze na pozywee regeneracyjnej pozyskiwata pedy. Na
jakiej podstawie Doktorantka twierdzi, ze otrzymala embriogeniczny kalus?

3) Prosze o syntetyczne scharakteryzowanie/porownanie procesu regeneracji roslin droga
somatycznej embriogenezy 1 organogenezy.

4) Doktorantka wspomina, ze wciggu 6 miesigcy od zaindukowania kultury in vitro
otrzymano lacznie 7000 roslin. Nie jest jednak doprecyzowane, czy wspomniana
wydajnogé regeneracji dotyczy najlepszej kombinacji uzytych regulatorow wzrostu, czy
raczej -jak si¢ wydaje- catego przeprowadzonego doswiadczenia. Proszg o informacjg ile
rodlin mozna otrzymaé w optymalnych warunkach kultury z jednego inicjalnego
eksplantatu klonu ‘Germany” miskanta olbrzymiego? Jak ta efektywnos¢ regeneracji in
vitro wyglada na tle regeneracji innych genotypow miskanta, ktorych kultury opisano
w dostepne;j literaturze?

Whniosek konicowy

Podsumowujac catoksztalt rozprawy doktorskiej wysoko oceniam wybdr celu pracy,
aktualnos¢ podjetej problematyki badawczej oraz konsekwencje w realizacji jej zatozen.
Opublikowane artykuty stanowiace dysertacje wpisuja si¢ w wysoki merytoryczny poziom
prac, ktore sa od szeregu lat wykonywane w polskich laboratoriach. Doktorantka wykazala sie
znajomoscia technik molekularnych oraz specjalistycznych metod analizy statystycznej,
posiadla réwniez umiejetnosé prowadzenia kultur in vitro. Ponadto wykazata sig zdolnoscig
klarownego opracowywania uzyskanych rezultatow, wilasciwe; interpretacji wynikow oraz
poprawnego wyciggania iformufowania wnioskoéw. Uzyskane rezultaty daja podstawe
prowadzenia dalszych badan oraz ich aplikacyjnego wykorzystania.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi
stawiane tego typu opracowaniom, okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65, poz. 595 z dnia 16.04.2003 r. z pézn. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Roglin — PIB w Radzikowie o dopuszczenie Pani mgr Sandry
Cichorz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wrzgledu na warto$é merytoryczng pracy oraz fakt, ze wyniki badan stanowiace
dysertacje zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach miedzynarodowych, ajedna
z nich jest licznie cytowana, wnioskujg o wyréznienie niniejszej rozprawy.
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