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Gwalttowny rozwd] przemyshi od wielu lat powoduje wzrost zapotrzebowania na
energie elektryczng. Do tej pory pochodzila ona glownie ze spalania wegla kamiennego
1 brunatnego lub ropy naftowej, czyli nieodnawialnych Zrédel. Jednak nadmierna eksploatacja
tych surowcow kieruje uwage przedsi@biorcéw, a co za tym idzie naukowcow, na
poszuk_iwanie alternatywnych rozwiazan pozyskiwania energii. Najwigkszy potencjat pod tym
wzgledem wydaje si¢ posiadaé biomasa pochodzenia roslinnego. Do .najbardziej znanych
gatunkéw wysokoencergetyeznych naleza: Salix viminalis var. gigantea, Sida hermaphrodita,
Helianthus tuberosus, czy gatunki z rodzaju Populus, a wiréd traw wymienia si¢ glownie
Spartina  pretinata, Andropogon gerardi oraz gatunki z rodzaju' Miscanthus.
W przypadku tych ostatnich sa spelnione wymagania stawiane gatunkom
wysokoenergetycznym: szybki przyrost biomasy (ro§liny typu C4) i male wymagania
glebowe. Jednak Miscanthus x giganteus, ktory byl obiektem badawczym w przedioZon_ej
rozprawy doktorskiej, jest mieszancem miedzygatunkowym, ktéry powstal w wyniku

krzyzéwki M. sacchariflorus z M. sinensis, allotriploidem zawierajacym w jadrach



komoérkowych 57 chromosoméw. Gatunek ten jest rozmnazany jedynie wegetatywnie
(podziat klaczy), co utrudnia selekcje pozadanych cech uzytkowych. W zwiazku
Z powyzszym wybor tematu rozprawy doktorskiej jest wysoce zasadny i1 wpisuje si¢
w problematyke upraw gatunkéw Wysokoenergetycmych, ktora jest podejmowana
w ostatnich latach na calym $wiecie.

Rozprawa liczy 135 stron 1 napisana zostala w jezyku polskim oraz uzupelniona

streszczeniem w jezyku angielskim. Uklad pracy i jej opracowanie, sposéb prezentacji
i analiza wynikéw zostaly zrealizowane przez doktoranta w sposéb prawidlowy.
Dwustronicowy wstep 1 przeglad literatury liczacy 19 stron to de facto wstep z krdtkim
wprowadzeniem, w ktérvm doktorant przedstawia istotno§¢ proponowanych badan oraz
opisuje obiekt badawczy, pochodzenie, biologic i mozliwosci wykorzystania Miskanta
olbrzymiego. W dalszej czgsci wstgpu szezegdlowo opisana jest specyfika przebiegu mejozy
roslin  poliploidalnych  oraz  oméwiony zostat przebieg  proces  andro-
1 gynogenezy oraz warunki, ktére inicjujg ten proces w kulturach in vitro. Wstep konczy
omowienie metod otrzymywania poliploidéw.
Uwagi do te] cz¢§ci pracy: W wyniku przebiegu mejozy powstaja 4 komorki haploidalne,
spory, ktére daja nie jak sugeruje doktorant poczatek gamet, ale z ktérych rozwijéjq si¢
gametofity (chociaz bardzo silnie zredukowane u rosdlin okrytonasiennych}. Uzyto zbyt
duzego skrétu myslowego. Pﬁnadto przy opisie metod wykorzystywanych do otrzymania
haploidéw na drodze gynogenezy w mojej opinii zabraklo przykladu kultur izolowanych
komérek jajowych , techniki rzadko wykorzystywanej, ale stosowanej takze w Polsce. Czy
doktorant méglby wskazaé o§rodek lub badacza, ktéry dysponuje umiejetnosciami
regeneracji roslin tg technika?

Cel pracy przedtawiono na 2 stronach, podajac cel nadrzedny, a nastepnie

uszczegdlowiono go w postaci powigzanych w spdjna calodé celéw czastkowych.



Zaplanowany ciag eksperymentéw miat prowadzi¢ do uzyskanie osobnikow Miscanthus x
giganfeus zdolnych do rozmnazania plciowego. Badania zaplanowano w kilku etapach:
badania wstepne, ktdre mialy z jednej strony wskazaé gdzie lezy przyczyna sterylnosci
Miskanta, a z drugiej oszacowaé szanse uzyskania roslin haploidalnych na drodze andro-
i gynogenezy. Ponadto okreslono fazy rozwoju gametofitu meskiego na podstawie cech
morfologicznych, co umozliwilo pobicranie materialu wyjéciowego w okredlonej fazie
rozwojowej. Natomiast badania zasadnicze miaty na celu uzyskanie osobnikéw haploidalnych
1 ich poliploidyzacj¢ w celu przywrécenia plodnosci. Zamieszezony na koncu tego rozdziatu
schemat obrazuje caty zakres zaplanowanych badan.
W tym miejscu nasuwa si¢ jednak pytanie c¢zy podwojone haploidy uzyskane na drodze
androgenezy/gynogenezy, a nastgpnie poliploidyzacji beda charakteryzowaly si¢ tak
intensywnym przyrostem biomasy? Cecha ta wynika bowiem ze zjawiska heterozji .i jest
" nastepstwem krzyzowki pomiedzy M. chifiskim i M. cukrowym.

Material i metody zamieszczono na 21 stronach. Opisy metod sa szczegdtowe
i mozliwe do odtworzenia. Skiad pozywek, warunki wstepnego traktowania materiahl do
indukeji andro- i gynogenezy oraz poliploidyzacji przedstawiono w tabelach.
Uwagi do tej czgdel rozprawy: W badaniach Zzywotnosci pytku zastosowano szereg metod
barwienia pytku, jednak metody te wskazujg raczej na prawidtowo wyksztalcone i uwodnione
ziarna pylku. Najbardziej miarodajna wydaje si¢ metoda oceniajaca aktywnos$é peroksydaz
(mozna bylo dodétkowo wykona¢ test tetrazolinowy). Jednak najlepszg metoda wydaje sie
zbadanie kielkowania pylku. Analizujac dorobek publikacyjny doktoranta stwierdzitam
jednak, ze takie badanie zostalo wykonane, a jego wyniki zostaly zamieszczone w publikacii,

ktorej pan Kope¢ jest wspotautorem.



Kolejna uwaga dotyczy zastosowanej nomenklatury. Eksplantaty do badan pobrano z 3 stref
wiechy: dolne;j, .érodkowej i gomej, czy nie lepiej byloby nazwa¢ je proksymalna,
centralng i dystalna?

Do tej czesei pracy mam takze kilka uwag edytorskich. Uwazam, ze sposéb przedstawienia
sktadu pozywek do poszczegdlnych typdw kultury powinien by¢ ujednolicony 1 przyjaé forme
wzorowang na tab. 6 str. 48, ktora jest najczytelniejsza. Podobnie warunki wstepnego
traktowania materialu w kulturach pylnikowych, zalazni 1 pakéw kwiatowych powinny by¢
przedstawione lacznie w 1 tabeli, poniewaz zastosowano identyczne warunki szoku
termicznego (temperatura i czas).

Najobszerniejsza czegscig rozprawy jest opis 1 analiza uzyskanych wynikow, ktore
przedstawiono na 43 stronach, zebrano je w formie 11 tabel i 10 wykreséw a dla lepszego ich
zilustrowania zamieszczono dokumentacij¢ fotogaficzng, ktora obeymuje 20 plansz ze
zdjeciami. Opis wynikéw jest bardzo precyzyjny i dobrze koreluje z danymi zamieszezonymi
w tabelach 1 na wykresach, jedynie dane z tabeli 23 zostaly niewlasciwie opisane. Doktorant
podaje, ze 510 kaluséw poddano poliploidyzacji, wliczajac w to kontrolg, kida nie By&a
poddawana tej procedurze.

Warto podkresli¢, ze przeprowadzone badania wykonane zostaly  bardzo strannie,
a frekwencja prob i ilosé powtorzen jest imponujaca i nie pozostawia zadnych watpliwosei, co
do ich rzetelnoéei. Doktorant dysponuje dobrym warsztatem zardwne w dziedzinie biologit
komérki, jak i1 technik in vifro, o czym $wiadczy chociazby uzyskana efektywnosc
regeneracji z pakow kwiatowych dla Miscanata, wyzsza niz w badaniach prowadzonych
wczesnie] przez innych badaczy.

Material badawczy stanowily 2 zréznicowane genetycznie klony Miscanta olbrzymiego, jak
wynika z przeprowadzonych 1 opublikowanych badan (doktorant jest wspolautorem tej

pracy). W rozprawie jednak brak odniesienia, czy uzyte w badaniach klony reprezentuja



oba klony (Hornmum i Harvey) pochodzace z niezaleznych sprowadzen do Europy
z Japonii; czZy zrozmicowanie jest nastgpstwem  diugoletniej propagacji w kulturze
in vitro i wynika ze zmiennosci somaklonalnej. Czy ktéry$ z zastosowanych w badaniach
klonéw odpowiada klonowi MG1 uzytemu w badaniach przez dr Glowackq? Doktorant
pbdkreéla ogromny Wpl’yw genotypu na indukcje androgenezy i gynogenezy, z czym si¢
w pelni zgadzam. Czy doktorant nie rozwazal mozliwosci zastosowania w badaniach
oceniajacych wplyw tego czynnika klonéw sprowadzonych z INinois, ktére powstaly
z nowych przekrzyzowan ?

W wynikach nie uwzgledniano czynnik topofizycznego, ktéry u wielu gatunkéw moze mieé
wplyw na efektywnosci indukeji kalusa i regeneracje pedéw. Czy doktorant nie obserwowal
jego wplywu na regeneracje?

Do indukeji androgenezy zastosowano ponad 96 rodzajow traktowan materiatu, co daje duza
doze informacji dla przyszlych badaczy podejmujacych ten interesujacy temat. Jestem
przekonana, ze¢ w dobie poszukiwania alterantywnych zrédel energii uprawa Miskanta oraz
ulepszanie jego cech uzytkowych bedzie niejednokrotnie.. podejmowana. Jednak
w przedstawione] do oceny rozprawie doktorskiej uzyto jedynie pozywek zawierajacych
w swoim skladzie 2,4-D i kinetyng, wezeéniej stosowanych do indukcji androgenezy
u kukurydzy, gdzie okazaly si¢ bardzo efektywne. Dlaczego doktorant nie pokusil sig
0 przetestowanie przynajmniej 1 podloza zawierajacego BAP? W Eadaniach wstepnych i
wezesSniej prowadzonych przez innych badaczy stwierdzono pozytywna reakcje tkanki
Miskanta na obecno$é tego regulatora wzrostu w podlozu indukujacym kalus. Réwniez do
indukcji androgenezy u ﬁbéz wykorzystywana jest BAP np. u pszenicy (Zheng).

Na koniec uwagi edytorskie. Na str. 59 blednie wskazano numer ryciny. przedstawiajacej

zywotno$¢ pytku i nie zacytowano w tekscie zdjeé 11d i e.



Sugerowalabym takze zmiane tytuléw tabeli 16, 17 1 18 na ,,Wplyw skladu pozywki
indukujacej na efektywnos$¢ odpowiednio; w tab. 16 -powstawania tkanki kalusowej na pakach
kwiatowych, w tab. 17- regeneracji ziclonych pedéw i w tab. 18- powstawania tkanki kalusowej
na eksplantatach kwiatostanowych”. Na rycinie 19 przedstawiono zdjecie ukazujace regeneracje
-peddw, material umieszczony jest w magencie, jednak w teks'cie mowa ¢ szalkach. Numeracja
ryciny 21 (tekst} dotyczy zdjecia oznakowanego jako 20 str.76. W opisie rycin 14 i 21
sugerowalabym pomina¢ nazwy substancji uzytych w celu ograniczenia ;:iemnienia tkanek,
poniewaz sa one podane przy kazdym ze zdje¢. Wyniki dotyczace analizy liczby chromosomdw w
komorach kalusa poddanych poliploidyzacji przedstawiono na ryc. 30, w tekscie jednak jest
biédnie oznaczona jako 25, podpis tej ryciny jest niezrozumialy.

Zauwazyltam takze bledy stylistyczne: na str. 61 sformulowanie, nieprawidlowo rozwiﬁiqtym
gametofitom oraz degenerujacym, | zmigenitabym na niepraWidiowo rozwinigtym  oraz
degenerujacym gametofitom, w zdaniu na str.84 ,Wysoka przezywalnoscia wyrdznity sie
procedury, w ktdrych oddzialywano na roliny .. , sformutowatabym: Wysoka przezywalnoécia
wyrdznialy si¢ rosliny, ktére poddano procedurom... Ponadto na str.85, doktorant rozpoczyna
zdanie od cyfry, co nie jest poprawne jgzykowo.

Interesujaca czgscia rozprawy doktorskiej jest rozdzial Dyskusja liczacy 16 stron.
Napisany jest w sposob jasny i logiczny, a uzyskane wyniki doktorant skonfrontowal
z danymi opublikowanymi przez innych badaczy dla roznych gatunkéw Miskanta jak i innych
traw. Jedynie watek dotyczacy syntezy antocyjanéw przez tkanke kalusowa indukowana
w warunkach $wietlnych =zostal pominiety, najprawdopodobniej z powodu braku
bezposredniego zwiazku z tematem rozprawy doktorskiej. Wiadomo jednak, ze biqsynteza tej
grupy. zwigzkéw stanowi zasadniczy element odpowiedzi roéliny na stres, jakim w tym
przypadku moglo by¢ duze natezenie $wiatla. Ponadto na str. 110 doktorant wspomina o
szoku genowym zwigzanym z poliploidyzacja komoérek, jednak w opisie omytkowo podaje,

ze do tego zjawiska moze dochodzié przy haploidyzacji Miskanta, a nie poliplotdyzacji.



Rozprawe doktorska wiencza wnioski, ktére doktorant stawia po przeanalizowaniu
usyskanych wynikow.

Dobér literatury uwazam za dobry, w przygotowaniu wstepu 1 dyskusji wynikow
wykorzystano 217 pozycji literatury. Na podkreslenie zastuguje fakt wykorzystania do
opracowania rozprawy nie tylko pismiennictwa najnowszego, ale takre starszych pozycji.
Jednak brakuje w moim odczuciu publikacji prof. Anny Majewskiej—Sawki i prof. Marii
Goski, ktore od lat zajmuja si¢ trawam z rodzaju Miskant.

Podsumowanie

Doktorant wykazal si¢ bardzo dobra; znéjomoéciq literatury oraz bogatym warsztatem
badawczym. Sposob zaplanowania doswiadczen i ich wykonanie $wiadczy o tym, ze autor
jest dojrzalym eksperymentatorem i. poszukuje rozwigzan probleméw, na jakie natrafia
podczas realizacji badan. Wspomniane przeze mnie powyzej krytyczne uwagi nie obnizaja
ogblnej oceny rozprawy.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze praca doktorska pana mgr Przemystawa
Kopcia speinia kryteria stawiane rozprawom doktorskim wg Ustawy z dnia 14.03.2003 r
o stopniach naukowych 1 tytule nmaukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki,
okreslone w artykule 13 Ustawy (Dz. U. 2003 nr 65, poz. 595, z pézn. zm., nowelizacja Dz.
U. 2011 nr 84 poz. 455, Dz. U. 2014, poz. 1198). Ponadto dorobek naukowy doktoranta
uzasadnia jego starania o nadanie stopnia naukowego doktora nauk ro]nipzych
w dyscyplinie agronomia. Whnioskuje do Rady Wydzial Rolniczo-Ekonomiczny
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona KoHataja w Krakowie o przyjecie dysertacii

1 dopuszczenie pana mgr Przemystawa Kopeia do dalszych etapow pr%ewodu doktorskiego.
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