Prof. dr hab. Bozena Pawlowska Krakow, 24.01.2022
Katedra Roslin Ozdobnych i Sztuki Ogrodowej

Wydzial Biotechnologii i Ogrodnictwa

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Koltataja w Krakowie

RECENZJA

rozprawy doktorskiej spec. Petra Berko
pt. Kultura komérek macierzystych wlosnikéw korzeniowych ogérka jako alternatywa
dla korzeni wlosnikowych

wykonanej w Katedrze Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin
Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
pod kierunkiem naukowym dr hab. Wojciecha Burzy, prof. SGGW
w ramach projektu MNiSW (N N302 655040) realizowanego w latach 2011-2014
oraz programu Erasmus Mundus IAMONET-RU

Podstawa opracowania recenzji

Podstawa formalna do wykonania recenz;ji jest pismo Dyrektora Instytutu Nauk Ogrodniczych
dr hab. Dariusza Wrony, prof. SGGW z dnia 2 grudnia 2021 roku (znak INO w 84/21),
z prosba o jej wykonanie.

Opis formalny rozprawy

Przedstawiona rozprawa jest oryginalnym opracowaniem liczacym 144 strony, posiada uklad
typowy dla tego rodzaju prac. Zasadnicza jej czesé jest poprzedzona streszczeniami w jezyku
polskim i angielskim, ktore zwigzle podsumowuja prace, oraz wykazem 55 skrotow
uzywanych w pracy, ktére mialy ulatwi¢ czytanie manuskryptu. Na korncu pracy,
w 5-stronicowym zataczniku, przedstawiono 7 tabel dokumentujacych szczegétowe wyniki.
Proporcje ilosciowe pomigdzy rozdzialami dedykowanymi wstepowi z celem pracy
(2 strony), przegladowi literatury (26 stron), metodyce (17 stron), wynikom (35 stron)
1 dyskusji (20 stron) sa wlasciwe i utrzymane z przewagg czgsci poswigconej wynikom.
W tekst wkomponowano 7 tabel oraz 6 tablic zdjgciowych zawierajacych 55 fotografii



mikroskopowych. W pracy zamieszczono 14 rysunkéw (schematow i wykreséw), z ktorych
8 pokazuje wyniki pracy, pozostale s3 cytowane za innymi autorami (publikacje umieszczono
w spisie literatury). Prace podsumowuje 8 wnioskow. Na zestawienie cytowanej literatury
sktada si¢ 177 pozycji, z czego 86% to publikacje w jezyku angielskim, ponad 80%
cytowanych prac wydano w ostatnich dwéch dekadach, ale tylko nieliczne z nich pochodzg z
ostatnich lat.

Do pracy dotaczono piyte CD zawierajacg wersj¢ elektroniczna manuskryptu oraz
streszczenia.

Tematyka i znaczenie naukowe badan

Przedstawiona praca dotyczy indukcji i utrzymania stabilnej kultury rodlinnych komérek
macierzystych w warunkach in vitro, jest to temat ciekawy i nowatorski w $wiecie rolin.
Gléwnym obiektem badan byty kultury in vitro ogérka (Cucumis sativus L.), ktory jest
obicktem  wieloletnich  eksperymentéw, skutkujacych  osiagnigciami, dokonanymi
w Katedrze Genetyki Hodowli i Biotechnologii SGGW w Warszawie. Najwazniejszym
zagadnieniem badanym w pracy byla indukcja i udoskonalanie metod indukcji komoérek
macierzystych z komorek wlosnikow ogorka, a w dalszej czgsci wykazanie przydatnosci
opracowanej procedury do inicjowania tego procesu u innych gatunkow uzytkowych. Podjeto
tez probg¢ utrzymania ustabilizowanej kultury komérek macierzystych ogorka
w bioreaktorach. Ponadto analizowano jej przydatnos¢ do zabezpieczenia w bankach genow
oraz zaproponowano procedurg efektywnej krioprezerwacji. Uwazam wybdr tematu pracy za
interesujacy, a zadania postawione do wykonania za poznawczo wazne oraz posiadajace
aspekt aplikacyjny.

Ocena merytoryczna rozprawy

W pierwszym rozdziale (Wstep i cel pracy) Doktorant w skrocie przyblizyl temat pracy,
sformutowat i wyjasnit hipoteze badawcza, oraz przedstawil cel badan z dokladnym
wypunktowaniem szesciu zadan szczegélowych, ktore realizowano w ramach kolejnych
eksperymentow.

Przeglad literatury przygotowany na podstawie zebranych publikacji, zostat przedstawiony
w kilku podrozdziatach tematycznych. Odnosi si¢ kolejno do charakterystyki korzenia jako
obiektu badawczego, rodzajéw kultur korzeniowych, kultur komérek macierzystych, dalej
produkcji biomasy roslinnej i metabolitéw produkowanych w bioreaktorach, w ostatniej
czgsci opisane sa podstawy krioprezerwacji materiatu roslinnego. W mojej ocenie,
zaprezentowana wiedza jest zwigzana z podjetymi badaniami, dotyka podjetych w pracy
tematow i wystarcza do przeprowadzenia zaplanowanych eksperymentow.

W rozdziale materialy i metody przedstawiono szczegotowo materiat roslinny do badan, tj.
roznigce si¢ pod wzgledem plci linie ogérka zwyczajnego oraz 7 gatunkéw/odmian roslin
uprawnych. Dalej, w miar¢ poprawnie opisana Jest metodyka badan. Ogélny schemat badan
z calg pewnoscia ulatwitby lepsze zrozumienie przeprowadzonych eksperymentow
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1 wykonanych analiz. Takiego graficznego zestawienia w moim odczuciu bardzo brakuje.
Zachecam Doktoranta do przygotowania schematu wyjasniajacego ukiad pierwszej,
kluczowej, czesci badan, z uwzglednieniem metodycznych szczegotow, podobnie jak zostato
to przygotowane dla procedury krioprzechowywania.

Podczas prezentacji zastosowanych pozywek, daje si¢ zauwazy¢ upodobanie Autora do
rozmaitych skrétow i symboli, ktére nie zawsze speiniajg zamierzone zadanie. Chociaz tabela
pokazujaca pozywki jest dosé przejrzysta, to rozwiklanie zastosowane] symboliki mozliwe
Jest dopiero po wnikliwym jej przestudiowaniu.

W tej czgsci pracy najbardziej starannie opisana jest metodyka krioprezerwacji, szkoda
Jednak, ze nie zawiera opisu wizualnej przezyciowej metody oceny, ktorag Autor zachwala
jako technicznie prostg i mato czasochionna, ale nie podaje szczegolow.

Najwigkszym mankamentem tego rozdziatu Jest praktycznie calkowity brak danych
dotyczacych ukladow doswiadczalnych: liczby powtérzen w eksperymentach, liczby
»eksplantatow” w powtédrzeniu, (wyjatkiem jest wspominamy rozdzial nt. krioprezerwacji
i kultur w bioreaktorach), czy tez liczby prob ocenianych technikami mikroskopowymi. Nie
znajdujemy tu takze informacji na temat przeprowadzonych analiz statystycznych.

Opis rezultatow badan zamieszczony w Wynikach utrzymany jest w porzadku
uwzgledniajacym obserwacje i analizy opisane w poprzednim rozdziale pracy. Pierwsza czesé
dotyczy osiagnieé w zakresie inicjacji, stabilizacji i proliferacji kultur komérek macierzystych
(iTKM) i jest przedstawiona dosé czytelnie. W tej czesci Autor odwoluje si¢ do zdjeé
zamieszczonych w postaci  solidnie przygotowanych tablic, ktore dokumentuja
zaobserwowane zjawiska. Mankamentem sq bardzo male fotografie, np. tablica 1 zawiera
12 zdje¢, ktére zajmujg pot strony (podczas gdy podpis pod tablicg to 2 strony tekstu).
Pomimo obszernych podpiséw pod tablicami nie zawsze Jest mozliwosé zweryfikowania
poprawnosci interpretacji, ze wzgledu na wielkogé fotografii, takze w wersji elektroniczne;j.
Najwigcej watpliwosci budza te z fluorescencji, gdzie prawdopodobnie podczas
fotografowania niewtasciwie dobrano kontrasty. Pozostaje z pelnym zaufaniem odnie$é si¢ do
interpretacji Autora, ktéry pracowat w zespole znawcow tematu, pod kierunkiem Promotora,
Wyniki dotyczace krioprezerwacji pokazano na siedmiu zdjeciach tablicy nr 6 (zastrzezenia
Jjak powyzej) oraz na rysunku ilustrujgcym dynamike przyrostu swiezej masy tkanki kultury
odtworzonej po rozmrozeniu 3 linii ogorka. Analizowano tez dynamike zmian zawartosci
ryboflawiny, a na wykresach pokazano wyniki pomiar6w wykonywanych co 3 dni, niestety
nie zamieszczono danych z analiz statystycznych. Mam tez zastrzezenia do pierwszego
akapitu rozdziatu 4.2 i przeczytanego tam zdania o »ustaleniu kryteriow selekcji tkanki do
zamrazania, optymalnego momentu jej pobrania z kultury iTKM ...”. O tym nie pisano
w metodyce, rowniez w rozdziale wyniki Autor nie pokazuje dowodow, ze przeprowadzit
badania, ktére pozwolityby wspomniane kryteria ustali¢. Skad zatem taki zapis? Ostatnia
czgs¢ przedstawionych rezultatow koncentruje sie na kulturach bioreaktorowych. Szkoda, ze
otrzymane wyniki nie zostaly poddane analizie statystycznej, zwlaszcza, ze jak wynika z tabel
w zalacznikach byly zebrane dane do ich przeprowadzenia. Interpretacja wynikéw, bez
dokumentacji statystycznej jest wielce subiektywna i nie moze by¢ uznana za wiarygodna.



Rozdziat Dyskusja zostat napisany z odpowiednia narracja, dotyka podejmowanych watkow
badawczych i konfrontuje je z literatura. Wedlug mnie ta czg$¢ pracy jest poprowadzona
wlasciwie, co $wiadezy o znajomosci zagadnien poruszanych przez Doktoranta.

Podczas czytania pracy, oprocz uchybien merytorycznych, zauwazytam wiele mankamentow,

najwazniejsze wskazuje ponize;.

- Praca jest napisana trudnym jezykiem, wiele bardzo zawilych, zlozonych zdan oraz
naduzywane ozdobniki nie utatwiaja czytania.

- Ogromna liczba skrotow sprawia, ze tekst czyta si¢ trudno.

- Skroty zaproponowane na poczatku pracy (plus dodatkowe, bo nie wszystkie ujeto w tej
czgsci) nie spehniaja zamierzonego zadania i powodujg, ze w niektorych miejscach tekst
Jest niezrozumiaty, bardzo skomplikowany. Zaproponowane przez Autora
upowszechnienie skrétéw i ich unifikacja, w takiej formie nie jest mozliwe. Mysle, ze
kwestia ta wymaga jeszcze wielu przemyslen.

- Wprowadzajac wiele podrozdziatéw do gtownych czgscei pracy Doktorant probowat kolejno
przedstawi¢ podnoszone kwestie, ale nie ustrzegt sie w tym porzgdkowaniu prostych
pomytek numerycznych.

- W tekscie dostrzegtam tez klopotliwe bledy, w tym ortograficzne, oraz okreslenia
niepoprawne w jezyku polskim, zaczerpniete bezposrednio z angielskiego.

- Muszg tez wytkna¢ matg dbatos¢ o szczegoly, np. niekonsekwentne przestawienie materiatu
roslinnego (brak nazwy polskiej lucerny), odmiana botaniczna powinna by¢ pisana
kursywa, w innym miejscu Autor myli chlorek sodu z chlorkiem wapnia, na stronie 72
przywotuje rys. 11, a ma by¢ 12.

Ponizej przedstawiam zadania dla Doktoranta, prosze, aby koniecznie odnidst si¢ do tych
kwestii podczas publicznej obrony:

1. Prosze opisa¢ roslinne komérki macierzyste, a takze poréwnac je z komorkami
macierzystymi u zwierzat. Prosze wyjasni¢ zasadno$é i poprawnos¢ zaproponowanego
terminu: ,,indukowane totipotencjalne komérki macierzyste”. Czym jest totipotencja,
czym sg komorki macierzyste? A totipotencjalne komérki macierzyste?

2. Proszg przedstawi¢ poprawny schemat pierwszego etapu badan, tego, ktory dotyczy
doswiadczen nad komérkami macierzystymi (w pracy rozdzialy metodyczne 3.1-3.9)

3. Proszg, aby Doktorant wykazat si¢ umiejgtnoscia przeprowadzenia analizy
statystycznej (prostej jednoczynnikowej chociazby), najlepiej na przykladzie swoich
wynik6w dotyczacych krioprezerwaciji i kultur biorekatorwych. Prosze zaprezentowaé
wyniki takich analiz wraz z wiasciwg interpretacja.

4. Dlaczego Doktorant zdecydowat si¢ na zastosowanie metody kapsutkowania
dehydratacji podejmujac krioprezerwacije, jakie sg zalety i wady tej metody.
Prosz¢ wyjasni¢ na czym polega ocena przezywalnosci metoda TTC i dlaczego nie
mogla by¢ przydatna w Pana eksperymentach oraz opisa¢ metode, ktorg sie postuzono.



Podsumowanie i wniosek koncowy

Mimo wskazanych w recenzji uchybien, rozprawa doktorska Pana Petra Berko jest ciekawym
opracowaniem naukowym. Doktorant podjal wazny problem badawczy, zaplanowat
i wykonal pracochtonne eksperymenty, wykazujac si¢ znajomoscia szerokiego warsztatu
badawczego, opanowal liczne techniki eksperymentalne (kultury in vitro, kultury
bioreaktorowe, krioprezerwacja, umiejetnos¢  korzystania z mikroskopéw $wietlnego,
odwréconego i konfokalnego). Udowodnit umiejetnos¢ prawidlowego realizowania zadan
badawczych, wykazal si¢ sprawnoscia dyskutowania otrzymanych wynikéw w oparciu
o aktualng wiedzg literaturowa.

Oceniajgc catoksztalt rozprawy doktorskiej Pana Petra Berko stwierdzam, ze spelnia ona
wymagane kryteria stawiane rozprawom doktorskim okrelone w Ustawie z 14.03.2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
Z pozniejszymi zmianami. Wobec powyzszego stawiam wniosek o dopuszczenie Pana Petra
Berko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



