Bydgoszcz, dnia 23 pazdziernika 2021 r.

Recenzja pracy doktorskiej
spec. Petra Berko

»Kultura komérek macierzystych wtosnikéw korzeniowych ogdrka
jako alternatywa dla korzeni wto$nikowatych”

Uwaga wstepna: nie dysponuje dokumentami, z ktérych mogtabym wnioskowac czy okreslenie ,spec.” przed
nazwiskiem Kandydata odpowiada polskiemu stopniowi magistra. Zaktadam zatem, ze Rada Naukowa
lednostki, dziatajgc na podstawie przepiséw obowigzujacych w 2013 r., uznata za prawnie uzasadnione
wszczecie przewodu doktorskiego spec. Petra Berko i przeprowadzenie jego kolejnych etapdw.

Wprowadzenie

Recenzowana praca dotyczy szerokiego i ciekawego zagadnienia jakim jest inicjacja

i utrzymanie ustabilizowanej kultury roslinnych komaérek macierzystych in vitro,

a w kolejnym etapie ich wykorzystanie w procesie syntezy metabolitéw wtérnych.
Zamierzenie to miesci sie w bardzo aktualnym nurcie badan swiatowych nad
poszukiwaniem alternatywnego i efektywnego sposobu pozyskiwania substanc;ji
biologicznie czynnych w stosunku do metody z uzyciem mikroorganizmow, w tym
bakterii Bacillus subtilis, Escherichia coli, Bacteroides thetaiotaomicron, Clostridium
acetobutilicum, grzybow Eremothecium ashbyii, Ashbya gossypii czy drozdzy Candida
famata.

Modelem badawczym w recenzowanej rozprawie byty kultury in vitro ogérka
(Cucumis sativus L.), gatunku bedgcego obiektem wieloletnich badan w Katedrze
Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie.

Celem doswiadczen przedstawionych w przedmiotowej pracy byto zainicjowanie
kultury in vitro komoérek macierzystych wtosnikéw korzeniowych (trichoblastéw)
ogorka poprzez ich odréznicowanie, a nastepnie nabycie ,kompetencji” do



rozpoczecia innej drogi rozwojowej niz pierwotnie zaprogramowana. Ocenie poddano
rowniez zdolno$¢ komérek macierzystych i ich pochodnych do syntezy ryboflawiny
i do regeneracji roslin ogdrka o prawidtowej morfologii.

Dane formalne o rozprawie

Recenzowana rozprawa zawiera dziesie¢ rozdziatéw: Streszczenie, Wykaz
stosowanych skrétow, Wstep i cel pracy, Przeglad literatury, Materiat i metody,
Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Spis literatury i Tabele szczegétowych wynikéw.

Streszczenie w wersji polskiej i angielskojezycznej zamieszczono na str. 7, pozostate
rozdziaty przedstawione sg na str. 22 -124. Czes$¢ opisowa uzupetniona zostata
materiatem ilustracyjnym obejmujgcym 14 rysunkoéw i 6 tablic z 55 fotografiami

z mikroskopu odwréconego, konfokalnego i elektronowego. Wsréd zamieszczonych
rysunkow 8 obrazuje wyniki omawianej rozprawy, a 6 pochodzi z publikacji innych
autorow. Pod rysunkami 1-6 brak adnotacji o zgodzie autoréw (wydawnictwa) na ich
wykorzystanie.

Ocena rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zawiera gtéwna teze, zgodnie z ktdra,
cyt. ,stworzono podstawy metodyczne otrzymywania oraz wykorzystania w
nowoczesnej biotechnologii roslin KKMWK (kultury komérek macierzystych
wtosnikéw korzeniowych) ogoérka....”

Stwierdzenie to wzbudza moje powazne watpliwosci, gdyz w zadnym punkcie pracy
nie udokumentowano pochodzenia kultury z trichoblastow, ani tez nie przedstawiono
dowodoéw odréznicowania tych komérek do ,,stanu macierzystosci”.

Z bardzo skomplikowanego tekstu Autora wnioskuje, aczkolwiek nie wiem czy
stusznie, ze synteza ryboflawiny i jej pochodnych jest cechg charakteryzujgca
wytacznie trichoblasty i powstajace w wyniku ich odréznicowania komarki
macierzyste ogorka. Nie jest to w zaden sposob poparte wynikami badan wtasnych,
ponadto pozostaje w sprzecznosci z badaniami innych autoréw wskazujacych na
synteze (obecnosc) ryboflawiny w komdrkach epidermy i kory pierwotnej korzenia.

Stan ,,odréznicowania” komorek obserwowanych i opisywanych przez Autora nie
zostat w zaden sposob zweryfikowany, np. poprzez ocene poziomu syntezy rRNA,
udokumentowang modyfikacje biatek histonowych czy zmiane struktury chromatyny
w jadrach komérkowych.



Te istotne braki pracy nie pozwalajg na jednoznaczne stwierdzenie, iz kultury
komadrkowe opisywane przez p. Petra Berko pochodzg rzeczywiscie z trichoblastéw.
Jest to — w mojej ocenie — bardzo powazny mankament.

Nie zgadzam sig ze stwierdzeniem Autora, ze ,,zagadnienie roslinnych i(P/T) KM
praktycznie nie jest szerzej znane w literaturze. Badania nad iTKM prowadzone w
KGHiBR nalezy uzna¢ raczej za wyjatek (Burza 2013).” Odnosze sie szczegétowo do
tej kwestii w punkcie ,,Spis literatury”.

Wyniki i ocena dokumentacji fotograficznej

W pierwszym zdaniu rozdz. 4. WYNIKI Autor stwierdza ,,Opracowano szybka

i wydajng metode inicjacji kultury.... przez faze krotkookresowej KPK na pozywkach
z regulatorami wzrostu”, (str. 68). Ponownie stwierdzam, iz nie znajduje dowodu na
inicjacje kultury komoérek macierzystych wtasnie z trichoblastéw, ani tez na
dedyferencjacje tych komoérek.

Dokumentacja fotograficzna jest nieprzekonywujaca i wielce watpliwa. Ponizej podaje
najbardziej jaskrawe przyktady:

Tablica 1 zawiera 11 zdjec z zespotami komdrek emitujacych zielona fluorescencje.
Brak odpowiadajgcych obrazéw z mikroskopu swietlnego uniemozliwia identyfikacje
sfotografowanych obiektéw. Interpretacja zdjec¢ zamieszczonych w opisie Tablicy
1D-H i 1J-L jest zatem niewiarygodna. Na podstawie zdjecia 1H nie sposéb stwierdzié¢
czy podziaty komorek sg ,,samoodnawiajgce czy réznicujgce”. Na fotografii 11 widze
dwie komérki potomne bezposrednio po podziale, jedna z gesta cytoplazma, druga

z dwiema wakuolami, a nie , kilkukomdérkowa strukture”.

Tablica 2E-F i 2H-I zawiera zdjecia na podstawie ktorych ponownie nie moina
stwierdzi¢ czy podziaty komérek sg symetryczne czy tez asymetryczne. Na fotografii
2G, wg Autora, ,uchwycono efekt odréznicowania”. Na jakiej podstawie
sformutowano takg teze?

Tablica 3G przedstawia, wg Autora, ,masowe odréznicowanie de novo do stanu
macierzystosci oraz podziaty samoodnawiajace”. Nie moge dokononaé weryfkacji
takiego stwierdzenia. Zdjecie 31 jest btednie zinterpretowane. W mojej ocenie
przedstawia asymetryczny podziat komérki (strzatka krotsza) i komaérke niepodzielong
z duza wakuolg i gestg cytoplazma na jednym biegunie (strzatka dtuzsza).

Tablica 5 — w odniesieniu do zdje¢ A, B, D, E, G, H, J ponownie stwierdzam brak
odpowiadajacych obrazéw z mikroskopu swietlnego i niemoznos¢ weryfikacji
zamieszczonych opiséw. Jak, wg Autora, ,udato sie zobrazowa¢ proces
odréznicowania de novo komdrek protodermy/egzodermy do stanu macierzystosci”?
Interpretacja obrazow Ci | z mikroskopu elektronowego jest wrecz kuriozalna. Te



zdjgcia, poza powigkszeniem, niczym sie nie réznig, zatem opis jest jedynie
nieprawidtowg interpretacja Autora. Na tak niewielkim powiekszeniu niemozliwe jest
zidentyfikowanie proplastydow czy kropli lipidowych (!).

Tablica 6 — Fotografie A, E, F, G s3 niemozliwe do oceny ze wzgledu na brak
odpowiadajacych obrazéw z mikroskopu $wietlnego.

Whioski

Whioski powinny by¢ najbardziej znamienita czescig rozprawy doktorskiej wiericzaca
»dzieto”. Nie powinny by¢ podsumowaniem wynikéw - jak w przypadku recenzowane;j
pracy - ale raczej przedstawia¢ wizje Autora co do mozliwego wykorzystania wynikéw
w badaniach podstawowych, badz tez w praktyce.

Niestety, w rozprawie p. Petra Berko ta cze$¢ jest zdecydowanie najstabsza
i niezrozumiata pod wzgledem jezykowym:

Whiosek 2, cyt. , Przeprowadzone badania cytologiczne i ultrastrukturalne
pozwolity na jednoznaczne przypisanie KKMWK do wiekszej rodziny nowej
generacji roslinnych kultur ge-iTKM pod zunifikowang nazwa TE(K/PK)ge-iT"KM”.
Nie ma takich dowodéw pracy.

Whiosek 3, cyt. ”Identyfikacja struktur PEM jako izolowanych symplastowo
zgrupowan TR(K/PK)re-iT'KM dowodzi embriogenicznego potencjatu kultury.
Obserwowane ttumienie petnej realizacji potencjatu morfogenetycznego jest
zapewne efektem wystepowania utrwalonej pamieci epigenetycznej
eksplantatu pierwotnego” jest niezrozumiaty.

Spis literatury

W pracy zacytowano dane ze 177 artkutéw naukowych, prac magisterskich,
doktorskich i streszczen konferencyjnych. Stwierdzam, ze niestety tylko 9 prac, tj.
5,1%, (w tym 2 prace magisterskie i 1 doktorska) pochodzg z ostatnich 5 lat (2016-
2020). Wiedza Autora w przedmiotowym temacie wydaje sie wiec nieaktualna, nie
poparta najnowszymi wynikami badan nt. macierzystych komarek roslinnych i
produkcji ryboflawiny przez mikroorganizmy.



Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa miata w swoim zatozeniu ciekawy

i przysztosciowy cel, jakim jest kultura in vitro macierzystych komarek roslinnych
- w tym przypadku odréznicowanych trichoblastéw ogoérka - jako alternatywnej
metody pozyskiwania substancji biologicznie czynnych.

Oceniam, ze praca, pomimo szczytnych i aktualnych zatozen, jest na niskim poziomie
naukowym pomimo bardzo dtugiego czasu realizacji (ponad 8 lat). Przedstawione
wyniki sg niewiarygodne i Zle udokumentowane, a interpretacja materiatu
zdjeciowego jest czesto niemozliwa ze wzgledu na brak czytelnych zdjec.

Praca napisana jest w sposéb mato przejrzysty, czesto wrecz niejasny, trudny do
czytania i stylistycznie niepoprawny. W opisach dominuje , przerost formy jezykowej”
nad skromng trescia.

Przyktad opisu do Rys. 14, cyt.” Odréznicowanie pierwotnie syntetyzujgcych RF2.pe.v
trichoblastow eksplantatu korzeniowego do stanu macierzystosci poprzedzajgce
pierwszy podziat TR(K) re-iT'"KM (pod dziataniem pozywki inicjalnej wzbogaconej o
sekretom uwalniany przez proliferujgce komérki w warunkach wspotkultury TR(PK)ge-
iT'KM oraz formowanie de novo kolejnych generacji TR(K) re-iT'KM z podejmujacych
synteze RF2.pe.v komoérek protodermy/egzodermy nowopowstajgcych ZS (pod
dziataniem pozywki proliferacyjnej wzbogaconej o sekretom uwalniany przez
proliferujgce TR(K) re-iT'KM)”, ktéry jest kompletnie niezrozumiaty.

Uzycie az 55 skrotéw (czesci z nich nie ujeto w spisie), w wiekszosci bardzo
skomplikowanych sprawia, iz lektura pracy jest nietatwa. Tym bardziej
nieuzasadniona wydaje sie propozycja Autora dotyczgca upowszechnienia i unifikacji
zastosowanego nazewnictwa/skrotow.

W tekscie znalaztam liczne btedy ortograficzne (np. nieporzgdany zamiast
niepozadany, jasno z6fty zamiast jasnozétty, etc.), niepoprawne i nieistniejgce

w j. polskim sformutowania (sekretom, odspojona ryzoderma, defektywne zarodki)
i rusycyzmy (u ogorka, u badanych linii, etc.). Interpunkcja rowniez pozostawia wiele
do zyczenia.

Nie otrzymatam pracy w wersji elektroniczne;j.

Biorgc pod uwage wszystkie powyzsze uwagi, w przewadze krytyczne, stwierdzam, ze
rozprawa doktorska spec. Petra Berko nie spetnia wymogow, ktére uzasadniatyby
przeprowadzenie kolejnych etapéw przewodu. Zalecam odrzucenie pracy na
obecnym etapie.
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