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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Przemystawa Kopcia p.t:
,» WyKkorzystanie androgenezy i gynogenezy oraz poliploidyzacji do przywracania
plodnosci roslin miskanta olbrzymiego (Miscanthus x giganteus Greef et Du.)”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Przemystawa Kopcia zostata
wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. inz. Agnieszki Plazek w Katedrze Fizjologii
Roslin Wydziatu Rolniczo-Ekonomicznego Uniwersytetu im. Hugona Koltataja w Krakowie.
Promotorem pomocniczym byta Pani dr hab. Ewa Dubas.

I Przedmiot rozprawy oraz naukowe znaczenie

Gtéwnym celem podjetych badan przez mgr. Przemystawa Kopcia byla ocena
mozliwosci otrzymywania ptodnych ro$lin miskanta olbrzymiego (Miscanthus % giganteus
Greef et Du.), ktéry jest z natury nieplodnym triploidem, gtéwnie z powodu niezgodnosci
mieszancowe;.

Strategia badan obejmowata analize mozliwosci uzyskiwania plodnych roslin
miskanta olbrzymiego, poprzez otrzymanie haploidow metodami kultur in vitro androgenezy i
gynogenezy oraz poliploidyzacje poprzez uzycie substancji zaburzajacych kariokinezg. Takie
podejscie otrzymywania ptodnych ro$lin miskanta olbrzymiego, wymienionymi metodami,
bylo bardzo trudne i bardzo ryzykowne w uzyskaniu pozytywnego efektu badan. Natomiast
wyniki przeprowadzonych bardzo szczegétowych badan podstawowych dotyczacych kultur:
in vitro: androgenezy i gynogenezy, a takze cytogenetyki gametofitu meskiego i zenskiego,
kariotypu miskanta w kilku aspektach oraz studia nad poliploidyzacja tej triploidalnej ro$liny,
przyczynily si¢ niewatpliwie do poglebienia wiedzy o biologicznej naturze miskanta
olbrzymiego.

II Struktura pracy

Praca jest obszerna z bardzo szczegétowymi opisami poszczegélnych etapéw badan,
liczy 135 stron maszynopisu, w tym 19 stron spisu literatury, z okoto 217 pozycjami w j.
polskim i angielskim. Dziesi¢¢ stron przeznaczone zostalo na strony tytulowe, wstep,
streszczenia w j. polskim i angielskim oraz spis tresci. W pracy zamieszczono 32 ryciny
(wykresy, diagramy, obrazy preparatéw mikroskopowych cytogenetycznych) oraz 23 tabele.

Uklad pracy jest typowy dla prac eksperymentalnych, praca jest staranne opracowana
edytorsko.

Przeglad literatury, (19 stron), podzielony jest na cztery czesci. Dotyczg one
charakterystyki miskanta, specyfiki przebiegu mejozy u poliploidéw, procesu androgenezy in
vitro 1 gynogenezy in vitro oraz metod uzyskiwania polipoidoéw. Przeglad literatury obejmuje
zagadnienia $cisle zwigzane tematyka pracy i jest prawidlowo udokumentowany.

Rozdzial material i metody (21 stron) jest podzielony na cztery czesci. Wpierw Autor
opisuje material roslinny i jego pochodzenie. Po czym nastepuje szczegétowy opis metod
wykorzystanych w prowadzonych tzw. badaniach wstepnych: w analizie przebiegu
mikrosporogenzy u miskanta olbrzymiego, w okresleniu markera morfologicznego, dtugosci
pedu skorelowanego z rozwojem gametofitu meskiego, w analizie zywotno$ci ziaren pytku, w
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analizie przebiegu megasporogenezy, indukcji tworzenia kalusa oraz stymulacji do rozwoju
pedow z tej tkanki. Kolejng cze$¢ tego rozdzialu zajmuje opis metod stosowanych w
badaniach zasadniczych: indukcji androgenezy in vitro, indukcji gynogenezy in vitro, kulturze
pakow kwiatowych, w kulturze zalazni i poliploidyzacji miskanta olbrzymiego oraz w
analizach cytogenetycznych Ostatnig czesécig tego rozdziatem jest opis stosowanych metod
statystycznych w analizie uzyskanych wynikow.

Rozdzial wyniki zawiera 42 strony tekstu wraz z rycinami i tabelami, diagrami i
wykresami oraz obrazami preparatow cytogenetycznych. Ta czg$¢ pracy doktorskiej jest
podzielona na osiem czesci. Uklad tresci w rozdziale wyniki jest uporzadkowany zgodnie z
opisem stosowanych metod. W pierwszym podrozdziale omdéwiono wyniki badan nad
przebiegiem mikrosporogenezy, doborem fazy rozwojowej gametofitu meskiego, okresleniem
zywotnosci ziaren pylku. W dalszej czes$ci nastepuje prezentacja wynikow badan nad
megasporogenza i rozwojem gametofitu zenskiego. Znaczng czg$¢ tego rozdzialu zajmuje
opis uzyskanych wynikow z badan nad czynnikami wplywajacymi na proces androgenezy w
kulturze pylnikow in vitro oraz gynogenezg in vitro w kulturze pakéw kwiatowych oraz
izolowanych zalazni. Rozdziat konczy oméwienie wynikéw badan nad polipolodyzacja roslin
1 tkanki kalusowej miskanta olbrzymiego.

Dyskusja (15 stron) jest prowadzona zgodnie z ukladem wynikéw. Doktorant wykazuje w
tym rozdziale szerokg znajomo$¢ przedmiotu. Na koncu pracy zamieszczono trzynascie
wnioskow.

IIT Ocena merytoryczna

W pracy podjeto sie bardzo waznego zagadnienia, szczego6lnie dla hodowli, a
posrednio dla uprawy miskanta olbrzymiego, przelamania bariery jego nieptodnosci. Brak
rozmnazania plciowego pozbawia wazng energetyczng rosling nie tylko fatwego namnazanie
materiatu siewnego, ale takze mozliwo$ci poszerzania zmiennosci genetycznej tego gatunku.

Wyniki badan miaty da¢ odpowiedz czy zastosowane w dysertacji technologie
biotechnologiczne doprowadza do uzyskania roslin zdolnych do wytwarzania nasion. Byt to
bardzo ambitny i trudny do zrealizowania cel. Miskant olbrzymi to ro$lina triploidalna z
nieparzystg liczba chromosomow i jest nieptodny ze wzgledu na brak réwnowagi genetycznej
i zaburzen w parowaniu chromosomoéw w mejozie zenskiej lub meskiej.

Podejscie Autora do pokonania bariery sterylnosci wykorzystujace androgeneze lub
gynogeneze in vitro oraz polipolidyzacja miskantusa wydaje si¢ bardzo zlozone i
skomplikowane w realizacji. Chociaz w literaturze te trzy metody wskazywane sa jako
techniki mogace umozliwi¢ otrzymywanie plodnych roslin miskanta olbrzymiego. Dla
realizacji wyznaczonego celu Doktorant podjal si¢ badan nad optymalizacja wskazanych
metod Kkultur in vitro, przeprowadzit szczegélowe eksperymenty nad stymulujacg do
podzialéw gametofitow: meskiego i zenskiego oraz testowal rézne substancje antymitotyczne
w celu uzyskania heksaploidalnych roslin. Te bardzo pracochlonne badania, pod wzglgdem
metodycznym, byly przeprowadzone poprawnie.

Najpierw uzyskano material roslinny z dwoch klonéw miskanta olbrzymiego w
odpowiedniej kondycji fizjologicznej, jako dawcodw pylnikoéw, pakéw i zalgzni lub tworzenia
tkanki kalusowej. Nastepnie nastgpilo wprowadzenie, (badania wstepne), do przedstawienia
wynikow badan zasadniczych nad przelamania bariery sterylnosci miskanta olbrzymiego.
Doktorant zaprezentowal wyniki szeregu przeprowadzonych eksperymentéw nad poznaniem
przebiegu mikrosporogenezy, okresleniem stadium rozwoju mikrospory, oznaczenia
zywotnosci ziaren pytku metodami, ktore wskazywaly na istnienie czgsci funkcjonalnych
ziaren pylku miskanta olbrzymiego. Ten bardzo interesujacy fragment pracy byt czesciowo
opublikowany z wspdtautorstwem Doktoranta.



Wykazana niejednakowa wielko$¢ ziaren pytku wskazuje na réznicowanie liczby
chromosomoéw, czyli cytologicznie niezbalansowanych, co mogto by¢ przyczyna trudnosci w
indukcji i przebiegu androgenezy in vitro. W badaniach nad stymulacja androgenezy in vitro
w kulturze pylnikéw selekcjonowano pylniki z mikrosporami w fazie péznojednojadrowej, z
roslin po wstepnym traktowaniu i wykladano na dziewi¢é réznych pozywek, ktoérych sktad
byl modyfikowany przez Doktoranta.

W badaniach tych brakuje analizy nad wyznaczeniem odpowiedniej fazy rozwoju
mikrospor w pylnikach ro$lin miskanta olbrzymiego, rozwijajacych si¢ w warunkach z
ktorych byt pobierany materiat biologiczny. Doktorant uznat za danymi literaturowym, fazg
poznojednojadrowa rozwoju mikrospor za podatng do zmiany kierunku rozwoju mikrospory z
generatywnego na wegetatywny. Duzym utrudnieniem w prowadzeniu kultury pylnikéw bylo
szybkie ciemnienie tkanek pylnika prawdopodobnie wywolane migdzy innymi stresem
izolacji, a zadne z zastosowanych substancji nie powstrzymalo proces nadmiernego
wytwarzania zwigzkow polifenolowych. Nasuwa si¢ pytanie czy w pylnikach wyktadanych na
pozywki i w ciemniejgcych pylnikach byly zywotne mikrospory. Wydaje sig, ze efekt
ciemnienia i wysychanie pylnikoéw wskazywalo na zamieranie mikrospor. Doktorant nie
wspomina, czy kazdorazowo analizowana byla zywotnos¢ mikrospor w pylnikach
wykladanych na pozywki oraz w trakcie ciemnienia tkanki pylnika (po paru dniach).

Badania nad indukcja gynogenezy in vitro u miskanta olbrzymiego poprzedzone byty
analiza przebiegu megasoprogenzy, co bylo wprowadzeniem do wskazania na trudnosci z
ktérymi trzeba sie bedzie zmierzy¢ w przypadku miskanta olbrzymiego. Tylko w nielicznych
zalazkach obserwowano prawidtowy przebieg tego procesu rozwojowego. Doktorant wysuwa
wniosek, ze nieprawidlowosci w rozwoju megaspor i woreczkéw zalazkowych s3
spowodowane wystepowaniem zaburzen mejozy czgstych u triploidalanych roslin.
Prawidlowy rozwdj nielicznych woreczkéow zalazkowych miskanta olbrzymiego stwarzat,
wedlug Autora, szanse na pozytywna indukcje podziatlu komoérki gametofitowej. Takze tutaj
wystepowalo ciemnienie izolowanych zalazni w krétkim czasie po ich izolacji. Ten fakt
wskazuje, jak trudng rosling jest miskant olbrzymi w eksperymentalnych pracach kultur in
vitro. Stosowanie substancje zapobiegajacych wytwarzania substancji fenolowych nie bylo
skuteczne.

Badania nad gynogenza prowadzono w kulturze in vitro pagkéw kwiatowych jak i
zalazni. Jednakze nie uzyskano roslin miskanta olbrzymiego poprzez gynogenz¢ mimo
stosowania wielu wariantéw pozywek i rodzajow stymulacji. Natomiast z komorek
somatycznych pakéw kwiatowych poprzez inicjacj¢ tkanki kalusowej Doktorant uzyskal
rosliny, ktére okazaly sie triploidami. Moze to by¢ jeszcze jedna technologia mikropropagacji
roslin miskanta olbrzymiego w kulturze in vitro pakéw kwiatowych alternatywna do
uznawanej za najbardziej wydajng metod¢ kwiatostanowa. Chociaz mozna si¢ bylo
spodziewac¢, tworzenia tkanki kalusowej i regeneracji roslin z tkanek somatycznych pakow , a
nie komorki generatywnej w kulturze pakéw kwiatowych. Proponuje zweryfikowaé Tytul
tabeli 16, gdyz obecny moze by¢ blednie zrozumialy, czy to byl kalus z komorek
somatycznych :” liczba kalus6w embriogennych na podiozach indukujacych gynogeneze...”.

Doktorant przeprowadzal takze badania nad podwojeniem liczby chromosoméw
roslinom uzyskanym w Kkulturze in vitro z wykorzystaniem niedojrzatych kwiatostanow jak
i wytworzonej tkanki kalusowej, stosujac substancje antymitotyczne: kolchicyne, oryzaline,
trifluralin, a takze kofeine w réznych stezeniach i réznym czasie traktowania roslin tymi
zwigzkami. Uzyskane miode wytworzone pedy po badaniach cytometrycznych w znaczacej
czesci posiadaty triploidalang liczbe chromosoméw. Tylko kilka nowych pedéw byla
miksoploidalna, a dwa pedy byty heksaploidalne, ktére zamieraty po paru tygodniach. Posrod
stosowanych zwigzkéw kofeina byta najmniej toksyczng dla eksplantatow, ale tez nie byla
skuteczna w podwojeniu liczby chromosomoéw. Miskant olbrzymi posiada 57 chromosoméw,



a uzyskanie roslin o heskaploidalnj liczbie (114) chromosoméw co moze by¢ wyjatkowo
trudne. Chociaz takie doniesienia w literaturze si¢ znajduja.

Doktornat czesto wspomina o wplywie genotypu na procesy biologiczne: androgenze i
gynogeneze, ale w badat tylko dwa klony miskanta olbrzymiego. Wlasciwie nie obserwowano
i nie udokumentowano roznic reakcji obu genotypéw wprowadzonych badaniach. Koncowe
wnioski sa konstruowane na podstawie uzyskanych wynikéw i wymagaja weryfikacji.

Whniosek 6 nalezatoby uscisli¢ w drugiej czgéci zamiast ,,Gamety....... niepodatne na
indukcje..”, ale gamety miskanta nie byly podatne na stymulacj¢ tylko na zastosowane w
badaniach czynniki indukujgce. We wniosku 7 mozna opusci¢ stowo  ,moga” gdyz
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stwierdzono wystepowanie komoérek o roznej ...”. Wniosek 11 dotyczy tylko reakcji na
badane stezenia tych zwiazkéw. Wniosek 12 tylko w stosowanym stgzeniu ,,...obnizaly...”.
Whiosek 13 wymaga weryfikacji - uzyskuje si¢ heksaploidalne pedy, czyli podwojenie jest
mozliwe.
IV Uwagi szczegélowe
Doktorant nie ustrzegl si¢ od pewnych niescistosci w pracy i czasami zdarzaty si¢ potknigcia
w tekscie, przytaczam niektére z nich:
Str. 22. ...w obrebie jednej rosliny uprawnej moga... - powinno by¢ w obrgbie jednego
gatunku rosliny uprawnej moga... . Ponadto nalezy unika¢ okreslen, ktére nie sa naukowymi
np.: str. 25 - ‘niedojrzale ziarna pylku” zamiast ,mikrospora”. Ostatnie zdanie na tej
stronie tez nie jest klarowne; str. 26 ‘antymitotyk™ — zamiast substancja antymitotyczna; str.
29 W kulturach tkankowych presji antymitotykéw...”-?, str.33 i 57 ,,wykonano rozgniot”
lub ,.preparaty rozgnitowe”- zamiast preparaty rozgniatane; str. 35 tytut podrozdziatu 4.2.5
.....1 jego regeneracji,, regeneracji czego?; str. 36 ,,...umieszczano 10 kaluséw..”- czy byly to
eksplantaty kalusowe, czy odrebne fragmenty ?; str.36 ,,powstanie korzeni indukowano przez
4 tygodnie..” — wytworzenie korzeni trwato....; a ,,ukorzenione pedy ,, - to roslina; str.44
..ziemia ogrodowa”- zazwyczaj ogrodnicza, chyba, ze byla pobrana z ogrodu.

W ocenie catosci chciatam podkresli¢ dobry poziom merytoryczny. Cele pracy byly
ambitne. Przygotowano i wykonano zalozenia eksperymentalne. Praca jest starannie
opracowana.

V. Wniosek Koncowy

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgr. Przemyslawa
Kopcia pt. ., Wykorzystanie androgenezy i gynogenezy oraz poliploidyzacji do przywracania
ptodnosci roslin miskanta olbrzymiego (Miscanthus x giganteus Greef et Du.)” wykonana w
Katedrze Fizjologii Ro$lin Wydziatu Rolniczo-Ekonomicznego Uniwersytetu im. Hugona
Koltgtaja w Krakowie, jest wartosciowa, zawiera udokumentowane wyniki i $wiadczy o tym,
ze Doktorant zna doskonale tematyke zwigzang z metodami i technikami stosowanymi w
biologii eksperymentalnej i potrafi je wykorzysta¢ w badaniach.

Stwierdzam, ze oceniana praca spelnia wszystkie kryteria stawiane rozprawa
doktorskim przez Ustawe z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, okreslone w artykule 13 Ustawy (Dz.U. Nr 65,
poz. 595 z p6z. zm.) i wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Rolniczo-Ekonomicznego Uniwersytetu
Rolniczego im. Hugona Kollgtaja w Krakowie o dopuszczenie mgr. inz. Przemystawa Kopcia
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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