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RECENZJA

pracy doktorskiej spec. Petra Berko
pt. Kultura komérek macierzystych wlosnikow korzeniowych ogérka jako alternatywa
dla korzeni wlosnikowatych

OPIS FORMALNY PRACY

Praca doktorska Pana spec. Petra Berko zostala wykonana pod kierunkiem Pana dr hab.
Wojciecha Burzy, prof. nadzw. SGGW w Katedrze Genetyki, Hodowli i Biotechnologii
Roslin Szkoty Giownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Przedstawione w niniejszej
pracy badania zostaly wykonane w ramach projektu badawczego MNiSW (N N302 655040)
oraz programu stypendialnego Erasmus Mundus IAMONET-RU.

Praca obejmuje 144 strony maszynopisu z wydzielonymi rozdziatami typowymi dla
prac naukowych z zakresu nauk przyrodniczych. Otwiera ja Streszczenie w j. polskim i
angielskim oraz Wykaz stosowanych skrétéw, szczegdlnie przydatny w niniejszym
opracowaniu ze wzgledu na zlozono$¢ zastosowanej terminologii.

W rozdziale Wsigp i cel pracy Autor zasygnalizowal problem badawczy,
jednoznacznie sformutowat cel podjetych badan oraz hipoteze badawcza. Dla
zweryfikowania postawionej hipotezy podzielono planowane badania na sze$¢ precyzyjnie
okreslonych etapow.

Przeglqgd literatury (26 stron) stanowi syntetyczny opis istniejacego stanu wiedzy nt.
(1) budowy korzenia ze szczegdlnym uwzglednieniem struktury merystemu korzeniowego
oraz roznicowania si¢ whosnikow korzeniowych; (2) specyfiki roznych typoéw kultur in virro
w kontekscie syntezy zwiazkow biologicznie czynnych, w tym na skale przemystowa; (3)
funkeji i sposobow produkeji ryboflawiny oraz (4) krioprezerwacji materiatu biologicznego.
Tresci przedstawione w tym rozdziale uwazam za wiasciwie dobrane i wyczerpujace w
kontekscie tematyki pracy doktorskiej.

Materialy i metody zostaly przedstawione na 17 stronach maszynopisu. Materiaty
roslinne zostaly opisane w sposob systematyczny i kompletny. Natomiast mam zastrzezenia
co do kompletnosci danych odnosnie pozostalych materialow i zastosowanych procedur, do
czego szczegotowo odniose sie w dalszej czescei recenzji.
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Wyniki stanowia zasadnicza cze$¢ pracy i obejmujg 35 stron. w tym 4 tabele, 3 ryciny i
6 bardzo starannie zestawionych i opisanych tablic z dokumentacja fotograficzna. Elementem
wynikow jest takze 6 tabel wynikow szezegolowych zestawionych w wyodrebnionym.
ostatnim rozdziale pracy. Rezultaty badan sa przedstawione z reguly czytelnie, cho¢ w czgsci
opisowej. na poczatku wybranych sekcji tematycznych znajduja si¢ informacje metodyczne,
ktore sa badz powtdrzeniem z rozdzialu Materialy i metody, badZ takimi elementami
metodyki, ktéore w poprzedzajacym wyniki rozdziale si¢ nie znalazly. O ile w kontekscie
zlozonosci poszezegdlnych eksperymentéw pewne (syntetyczne) wprowadzenie metodyczne
moze mie¢ swoje uzasadnienie, o tyle niewypunktowane w stosownym rozdziale detale
metodyczne juz nie.

Dyskusja stanowi wiasciwe uzupetnienie i komentarz do sekcji opisujacej wyniki
przeprowadzonych eksperymentow. sytuujac je w szerszym kontekscie prac prowadzonych
przez inne zespoly jak i wezesniejszych, unikatowych badan z tego zakresu prowadzonych w
zespole Promotora. Jest dobrze skonstruowana, dojrzale i jednoczesnie ciekawie napisana,
obejmuje 20 stron i jedna rycine.

Whnioski to zbiér o$miu punktéw stanowigcych nie tylko synteze przeprowadzonych
eksperymentéw i uzyskanych wynikéw, ale takze uwzgledniajacych szerszy kontekst badan
przedstawiony w dyskusji.

Spis literatury obejmuje 177 pozycji z zakresu badan opisanych w pracy doktorskiej,
$wiadczacy o bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym Autora do prowadzenia badan. Jest on
réwniez bardzo wartosciowym zestawieniem pismiennictwa dotyczacego m.in. komorek
macierzystych oraz systemow roslinnych kultur in vitro i ich wykorzystania do syntezy
zwigzkow biologicznie czynnych.

Catos¢ zamyka rozdziat Tabele szczegdlowych wynikow w ktdrym znajduja sig
zestawienia dla kultury indukowanych z syntetyzujacych ryboflawing primordiow
korzeniowych totipotencjalnych komérek macierzystych, przedstawiajace m.in. przyrost
$wiezej masy, poziom akumulacji ryboflawiny, czy wplyw predkosci mieszania na tempo
proliferacji tkanki. W sumie jest to 6 tabel z duza liczbg danych, ktdre nie zostaly przywolane
w tekscie.

Generalnie, praca napisana jest poprawnie jezykowo, choé Autor nie ustrzegl si¢
trudnych w odbiorze zdan wielokrotnie ztozonych, btedow fleksyjnych oraz nierozrozniania
rzeczownikow policzalnych od policzalnych (np. na str. 71 w przypisach do tabeli 4 pisze
‘ilosé kolb’ zamiast liczba kolb).

MERYTORYCZNA OCENA ROZPRAWY

Temat pracy doktorskiej Pana Petra Berko dotyczy bardzo ciekawego zagadnienia jakim jest
indukcja komorek macierzystych u roslin. Zagadnienie szeroko eksplorowane w kontekscie
komérek zwierzecych, ale mniej znane w odniesieniu do komorek roslinnych. Przedstawione
w niniejszej pracy nowatorskie badania zostaly starannie zaplanowane i wykonane, a

uzyskane wyniki dobrze zinterpretowane. Wnosza one nie tylko nowa wiedze na temat
mozliwosci indukeji totipontencjalnych komoérek macierzystych u rodlin ale takze maja
znaczacy potencjal aplikacyjny zwiazany z wykorzystaniem opracowane] platformy
biotechnologicznej do przemystowej produkeji substancji biologicznie aktywnych. Dobor
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materialu badan, jak i zastosowanych metod badawczych, jest kompleksowy i ogolnie nie
budzi moich zastrzezen. Najwazniejszymi, moim zdaniem. osiagnieciami wynikajacymi z
opisanych badan byto: (1) udoskonalenie podstaw metodycznych dla indukeji i kultury
komérek macierzystych wlosnikow korzeniowych ogérka; (2) wykazanie przydatnosei kultur
TR(PK)-iTKM ogérka do inicjowania TR(K)-iTKM gatunkéw pokrewnych; (3) opracowanie
efektywnej procedury krioprezerwacji dla otrzymanych kultur iTKM ogérka oraz (4)
opracowanie podstaw prowadzenia iTKM w warunkach kultury bioreaktorowej. O ile waga
naukowa przedstawionych badan, w moim odczuciu jest bez watpienia znaczaca, mam pewne
zastrzezenia do ich przedstawienia, ktore szczegélowo zostaly wypunktowane w dalszej
czesci recenzji.

UWAGI, KOMENTARZE I PYTANIA
Rozdzial Przeglqd literatury

1) Rozdziat ten jest przygotowany kompleksowo i starannie i praktycznie wyczerpuje temat.
Brakuje mi w nim jednak akapitu/podrozdzialu w sposéb systematyczny zestawiajacy
informacje nt. typéw komorek macierzystych u roslin i ich whasciwosci w odniesieniu do
zwierzecych komorek macierzystych.

Rozdzial Materialy i metody

1) Autor prowadzit badania z wykorzystaniem bardzo duzej liczby réznorodnych pozywek,
ktére umiejetnie zestawit w tabeli 3. Jednak z uwagi na brak przypisow do wszystkich kodow
zastosowanych w tabeli, tabela nie jest w pelni czytelna np. nie podano co oznaczaja cyfry
przy kodach literowych, staje si¢ to dopiero jasne po wnikliwym przestudiowaniu zawartosci
tabeli. Takze sugerowatabym bardziej precyzyjny opis zastosowanych pozywek w tekscie
(sekcja 3.2) tzn. pokazujgcy réznice jakosciowe miedzy poszczegdlnymi wariantami, co w
kontekscie prowadzonych eksperymentéw jest bardzo istotne. W obecnej postaci opis
sprowadza si¢ wlasciwie tylko do podstawowych informacji ogélnych o pozywkach i
odestaniu czytelnika po szczegoly do tabeli. —

2) W sekeji 3.3 Autor pisze o interwatach w jakich byly pasazowane kultury natomiast nie ma
informacji na czym pasaz polegal. Ponadto podane interwaly to 14 dni podczas gdy z lektury
wynikéw dowiadujemy sig, ze kultury pasazowano takze w innych przedzialach czasowych.
Informacje wymagaja uporzadkowania.

3) W sekeji 3.7 pojawiaja si¢ terminy: kultura krétko- i dlugookresowa, dla ktérych nie
podano wyjasnienia. TakZze nie jest jasne, w ktorym momencie z korzeni zarodkowych
pobierano eksplantaty do inicjacji kultury: tuz po izolacji zarodkéw z nasion? Z lektury tekstu
wynika, ze raczej nie, ale precyzyjnego toku postepowania nie przedstawiono. A jak to
wygladalo w przypadku gatunkéw z ktérych nie izolowano zarodkéw (cebula, lucerna,
burak). Przejrzysty schemat ideowy obrazujacy zawilosci metodyczne obejmujace
przygotowanie eksplantatow korzeniowych oraz inicjacje kultur TR(K/PK)-iTKM bylby
bardzo pomocny.
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4) Sekcja 3.10.2 — prosze doprecyzowaé na czym polegala wizualna metoda oceny
przezywalnosci komérek po krioprezerwacji i w jaki sposéb zbierano dane liczbowe z tej
analizy.

5) Sekeja 3.11 — prosze uscisli¢ jaka byla objetosé pozywki w bioreaktorze (Autor podaje w
teksécie dwie rozne wartosci: 2L 1 1L) oraz jaka objetos¢ stanowito inokulum.

6) Nie podano informacji o tescie TTC, do ktorego Autor odnosi si¢ w wynikach - sekcja
421

7) Niedopatrzeniem w tej czesci pracy jest brak podstawowych informacji nt. organizacji
ukladéw eksperymentalnych tj. ile powtorzen biologicznych testowano w poszczegdlnych
eksperymentach czy ile eksplantatow pierwotnych testowano w poszczegdlnych wariantach
pozywkowych. Jedyna informacja o powtérzeniach biologicznych zostata podana dla
do$wiadczen obejmujacych krioprezerwacje kultur iTKM (sekcja 3.10.3). Takze Autor nie
zamiescil informacji nt. statystycznej analizy danych. Prosze o stosowne wyjasnienia.

Rozdziat Wyniki

1) Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw Autor wskazat optymalne warunki
inicjacji, stabilizacji i proliferacji kultur iTKM. Mysle, Zze cennym uzupelnieniem opisu
wynikéw tej czesci eksperymentow (sekcje 4.1.1., 4.1.2 oraz 4.1.4) bylby schemat
uwzgledniajacy najwazniejsze parametry/elementy wymienionych etapow na tle standardowej
metody opracowanej wezesniej w zespole Promotora.

2) W sekcji 4.1.2 Autor wskazuje na linie charakteryzujace si¢ najwyzszym nominalnym
tempem przyrostu $wiezej masy/zdolnoscia do syntezy i akumulacji RF. Czy te wnioski
znajduja potwierdzenie w analizie statycznej? Pobodnie w sekeji 4.3.1 1 4.3.2 Autor
wnioskuje o optymalnych parametrach predkosci wytrzgsania kultury w bioreaktorach na
podstawie wartosci nominalnych, bez przeprowadzenia stosownej analizy statystycznej
wynikow.

3) Sekcja 4.2 — jak w praktyce prowadzono selekcje homogenicznych agregatow do
kapsulkowania? Jakie agregaty klasyfikowano jako mate a jakie Sredniej wielkosci?

4) Rycina 13 — z czego wynikaja stosunkowo duze wartosci bledu standardowego dla
zawartosci RF w kulturach poddanych krioprezerwacji? Dlaczego dla przyrostu $wiezej masy
nie wyznaczono btedu standardowego?

5) Rozdzial ten jest ilustrowany bardzo starannie przygotowanymi tablicami z mikro- 1
makrofotografiami. Brakuje mi jednak fotografii kolbek z kulturami pokazujacymi etap
inicjacji, stabilizacji i proliferacji iTKM. Na podstawie jakich przestanek na Tablicy 3/fot 1
Autor wskazal, ze jeden z agregatow dwukomorkowych charakteryzuje wystgpowanie
podziatéw samoodnawiajacych a drugi réznicujacych — moim zdaniem oba agregaty sa albo
efektem podziatu asymetrycznego (podziaty réznicujace) albo jeden z nich (wskazany dhuzsza
strzatkg) pokazuje komorke niepodzielona.

Rozdzial Tabele szczegolowych wynikow

1) Z zasady materiaty ilustracyjne (tj. tabele, ryciny, schematy) powinny by¢ czytelne, bez
positkowania sie tekstem z czgsci opisowej dla szczegdtowych wyjasnien — zatem wszelkie
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skroty zastosowane w tabelach tego rozdzialu powinny by¢ wyjasnione w przypisach do
kazdej tabeli. Ponadto przy prezentowaniu danych liczbowych powinno sie stosowaé pewng
konsekwencje w podawaniu liczby miejsc po przecinku.

PODSUMOWANIE

Przedstawiona mi do oceny prace doktorska Pana Petra Berko, mimo wskazanych powyzej
uwag, oceniam pozytywnie. Jest ona wartosciowym opracowaniem, ktore spelnia wymagania
ustawowe stawiane pracom doktorskim. Wskazuje na bardzo dobre przygotowanie
teoretyczne Autora w zakresie prowadzonych badan oraz na umiejetno$é samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, ktorej odzwierciedleniem jest wlasciwe sformutowanie hipotez
naukowych i celow badawczych, prawidlowe zaplanowanie eksperymentdw, zastosowanie
odpowiednich metod badawczych oraz wieloplaszczyznowa analiza otrzymanych wynikow i
ich wnikliwa dyskusja. Przedstawione badania cechuja si¢ wysokim poziomem naukowym i
wnosza nowe informacje nt. indukowanych totipotencjalnych komoérek macierzystych u
roslin. Otrzymane wyniki sa oryginalne, bez watpienia nowatorskie, maja duza wartosé
poznawcza, a w dalszej perspektywie rowniez potencjalne mozliwosci aplikacyjne.

Podsumowujac uwazam, ze zlozona dysertacja spetnia wszelkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki o (Dz.U. z 2003 r. Nr 65
poz.595, wraz z péz. zm.) jak rowniez zapisy Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. z 2018r.
poz. 1668) i wnioskuj¢ o dopuszczenie Pana spec. Petra Berko do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

fpe (Mehefys

dr hab. inz. Ewa Grzebelus, prof. URK
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