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Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kotataja w Krakowie

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Moniki Poniewozik
pt. Rozmnazanie Paphiopedilum insigne (Wall. ex Lind.) Pfitzer w kulturach in vitro,

wykonanej w Zaktadzie Roslin Ozdobnych i Dendrologii Instytutu Produkcji Ogrodniczej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, pod kierunkiem naukowym dr hab. Pawta Szota
oraz promotora pomocniczego dr inz. Marzeny Parzymies

Podstawa opracowania recenzji

Podstawa formalng jest pismo Przewodniczacej Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwa
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, prof. dr hab. Barbary Kotodziej, z dnia 29
pazdziernika 2021 roku, z prosba 0 wykonanie recenzji rozprawy i Stwierdzenie czy
odpowiada ona wymogom stawianym rozprawom doktorskim (ustawa z dnia 14.03.2003 r o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz. U. z
2003 r. Nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami).

Opis formalny rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Moniki Poniewozik sktada si¢ z 4
spojnych tematycznie, angloj¢zycznych publikacji, ktore ukazaty si¢ w latach 2020 1 2021, w
czasopismach notowanych w bazie JCR. Dwie z nich opublikowano w Acta Scientiarum
Polonorum Hortorum Cultus, jedna zostata przyjeta do druku w Horticultural Science,
czwartg opublikowano w czasopi$mie mdpi Plants. Sumaryczny wspotczynnik Impact Factor
za przedstawione prace wynosi 6,114, a lgczna liczba punktow wg Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego na dzien opublikowania prac ksztattuje si¢ na poziomie 280.
Artykuty stanowigce rozprawe sg 3-4 autorskie, a udziat Doktorantki w ich powstanie wynosi
55-60% 1 jest potwierdzony deklaracjami wspotautorow, ktore przygotowano oddzielnie dla
kazdej pracy. We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem,
uczestniczyta we wszystkich etapach ich powstawania, od opracowania koncepcji 1 hipotezy
badawczej, poprzez prowadzenie do$wiadczen i obserwacji oraz analiz chemicznych, po
opracowanie wynikow 1 tworzenie manuskryptu. Zatem Jej znaczacy udziat w
przedstawionych pracach nie budzi zastrzezen.

Obok kopii opublikowanych artykutow do niniejszego opracowania dolaczono
dwustronicowe streszczenie pracy (w jezyku polskim i angielskim) oraz zamieszczony na 38
stronach opis badan. Obejmuje on nastepujace rozdzialy: wprowadzenie, cel badan, materiat i
metody, wyniki wraz z dyskusja oraz wnioski, a na koniec spis literatury. Jest poprowadzony
wlasciwie 1 napisany jasnym, zwigztym jezykiem. Odwoluje si¢ do wynikow badan
opublikowanych w czterech pracach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, stanowigc
przejrzysta i zrozumialg cato$é.



Na zakonczenie opracowania Doktorantka przedstawia wiasny dorobek naukowy, poza
rozprawg doktorska, tj. wspotautorstwo w 2 pracach z 2019 roku zamieszczonych w Acta
Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus, oraz w 4 artykutach naukowych w czasopismach
wymienianych w czgéci B wykazu MNiSW (w latach 2015-2020), a takze w 9 rozdziatach w
monografiach (w 4 jest samodzielnym autorem). Znajduje si¢ w tej czesci spis 16 konferencji
(w tym jedna zagraniczna), na ktorych Doktorantka prezentowata wyniki badan w latach
2015-2019. W grudniu 2015 roku ztozyta do NCN projekt badawczy w ramach konkursu
Preludium 10, ktéry nie uzyskat finansowania.

Przedstawione dane wskazuja, ze mgr Monika Poniewozik jest obiecujgcym miodym
naukowcem, ktory chetnie publikuje i prezentuje wyniki badan na konferencjach. Lacznie
liczba zgromadzonych punktow MNiSW (wraz z cyklem publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej) wynosi 403, a IF 7,16.

W ostatniej cze$ci przedstawionego opracowania Doktorantka wykazuje swoje
zaangazowanie w popularyzacje nauki (artykuty popularnonaukowe, wyktady), w dziatalno$¢
dydaktyczng (prowadzita 11 przedmiotéw dla studentow Ogrodnictwa, Zielarstwa i Terapii
Roslinnych, Architektury Krajobrazu) oraz w dziatalno$¢ organizacyjng i promocjg¢ Uczelni.

Ocena merytoryczna rozprawy
Przedmiot badan i jego znaczenie

Paphiopedilum insigne (Wall. ex Lind.) Pfitzer jest storczykiem rosnagcym na stanowiskach
naturalnych w Indiach, ze wzgledu na wyjatkowa dekoracyjno$é kwiatdw i sposob wzrostu
moze by¢ wykorzystany w ogrodnictwie ozdobnym na catym $wiecie. Najlepiej sprawdzi si¢
jako ro$lina doniczkowa charakteryzujgca si¢ bardzo dlugim zimowym kwitnieniem
trwajagcym nawet 3 miesigce. Oryginalne duze kwiaty z labellum w ksztalcie sabotka, 0
trwato$ci do 2 miesiecy, pretendujg tez ten gatunek do uprawy na kwiat cigty. W ostatnich
latach posrod roslin kwitngcych uprawianych w pojemnikach do zastosowania we wnetrzach,
bardzo popularne sa storczyki. Ale Paphiopedilum insigne jest wcigz mato znane, na co
wplywa wysoka cena roslin i niewielka ich dostepnos¢ na rynku, zwigzana gtownie z niska
efektywnos$cia rozmnazania. Z tego wzgledu tematyka podjeta w przedstawionej rozprawie
doktorskiej jest jak najbardziej aktualna, a uzyskane wyniki dostarczaja nowych informacji
naukowych o wszystkich etapach rozmnazania klonalnego tego gatunku. Maja tez duze
znaczenie praktyczne i moga by¢ wykorzystne w laboratoriach komercyjnych, przyczyniajac
si¢ do rozpowszechnienia Paphiopedilum na rynku kwiaciarskim. Ten naziemny,
niewymagajacy i tatwy w uprawie w warunkach domowych storczyk ma szans¢ dotaczy¢ do
epifitycznych falenopsisow zalewajacych ostatnio rynek doniczkowych roslin kwitnacych.
Drugim waznym aspektem aplikacyjnym przeprowadzonych badan jest wykorzystanie
osiagnie¢ tej pracy w ochronie zagrozonego W naturze rodzaju Paphiopedilum insigne.
Badania z tego zakresu prowadzg naukowcy z zespotu prof. Deb z Nagaland University w
Indiach, ktérych kilka prac zostato tu zacytowanych.

Cel rozprawy i zastosowane metody badawcze

Postawiona przez Autorke pracy hipoteza badawcza zaktada ze zastosowanie technik in vitro
przyczyni si¢ do zwigkszenia wspotczynnika rozmnazania Pahiopedilum inisgne. Bedzie to
mozliwe poprzez dobor pozywek odpowiednich dla wzrostu i rozwoju podczas kolejnych
etapow rozmnazania klonalnego tego storczyka, a takze zaproponowanie podloza do
skutecznej aklimatyzacji ro$lin.



Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie technologii rozmnazania Paphiopedilum
insigne, z zastosowaniem techniki in vitro, pozwalajacej na uzyskanie duzej liczby roslin
potomnych, dobrej jakosci. W pierwszej opublikowanej pracy zaproponowano materiat
ros$linny do inicjacji kultur in vitro i testowano metody dezynfekcji powierzchniowej
skutkujgce uzyskaniem jatowych kultur oraz wysokiej wydajnosci kietkowania nasion.
Analizowano tez wplyw wybranych substancji dodawanych do pozywki na cechy
morfologiczne protokormow.

W drugiej pracy badano dziatanie regulatorow wzrostu, szczegdlnie cytokinin oraz substancji
naturalnych w pozywkach na wspoétczynnik namnazania i parametry morfometryczne pedow.
Kolejny problem badawczy (3 publikacja) dotyczyt okre$lenia wpltywu zwigzkow
antyoksydacyjnych dodawanych do pozywek (kwasu askorbinowego oraz wegla aktywnego)
na wzrost i rozwoj pedoéw, przy czym dodatkowo analizowano w tym etapie zawartos¢
zwigzkow fenolowych w lisciach P. insigne, postugujac si¢ metoda spektrofotometryczng.
Ostatnig prac¢ poswigcono finalnym etapom rozmnazania klonalnego, tj ukorzenianiu pedow
i badaniu wplywu nastgpczego auksyn podczas ukorzeniania oraz rodzaju podiloza podczas
adaptacji roslin do warunkéw ex vitro na wydajno$¢ tych proceséw. Przeprowadzono tez
analiz¢ stanu fizjologicznego zaaklimatyzowanych roslin, wykonano analize¢ fluorescencji
chlorofilu (fluorymetr Opti-Sciences OS 30p+), oznaczono wzgledng zawarto$¢ wody w
tkankach (Barrs 1968), deficyt wysycenia wodg (Stocker 1929), aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych — peroksydazy (Nakano i Asady 1981) i katalazy (Wiloch i in. 1999) w
lisciach aklimatyzowanych roslin.

Analizy statystyczne uzyskanych wynikéw przeprowadzono z uzyciem programu Statistica
(13.1, 2017).

Dobor materiatu roslinnego 1 zastosowanie metod badawczych uwazam za odpowiedni,
pozwalajacy zrealizowaé postawione cele. Doswiadczenia zaplanowano starannie, z
odpowiednia iloscig powtorzen. Doktorantka wykazata si¢ znajomoscig technik in vitro i
rozmaitych metod analitycznych, ktorych wykorzystanie znaczaco podniosto wartosé
uzyskanych wynikow.

Osiggniecia badawcze

W publikacji pierwszej Doktorantka wykazata, ze podczas inicjacji, zastosowanie do
odkazania zamknietych torebek nasiennych pozwala na uzyskanie sterylnej kultury in vitro
nasion sabotka. Czysto$¢ kultur nie zalezy od sposobu odkazania torebek, ale sposob ten ma
wplyw na efektywnos$¢ kietkowania nasion. Najlepiej rozwijaja si¢ protokormy, gdy nasiona
pochodzg z torebek zdezynfekowanych powierzchniowo w 96% alkoholu etylowym, potem
opalanych w ogniu. Kietkowaniu nasion sprzyja tez zastosowanie pozywki dwufazowej z
faza ciekla z wody sterylnej albo ptynnej pozywki 25% Murashige i Skooga albo roztworu
GA; (400 mg-dm™). Rozwdj protokormow w rozety jest stymulowany poprzez umieszczenie
ich na pozywkach 50% MS z 1 mg-dm™ BA + 5 mg-dm™ kinetyny lub 2 mg-dm™ tidiazuronu.
W drugiej publikacji dotyczacej opracowania pozywki do namnazania pgdow rozetowych
sabotka, jako najwydajniejszg i ekonomiczng Wskazano pozywke ze zredukowanym do
potowy sktadem makro- i mikroelementow wg MS. Otrzymanie wysokiego wspotczynnika
gwarantuje wzbogacenie tej pozywki w cytokining BA w stezeniu 0,5 mg~dm’3. Co wigcej
udowodniono, ze na etapie namnazania pedow cytokinina ta moze by¢ zastapiona 1 g-dm™
hydrolizatu kazeiny. Natomiast obecnos¢ 1 mg Kinetyny w pozywce wplywa na polepszenie
jakosci ro$lin, co moze by¢ korzystne w ostatniej fazie namnazania pedow, przed
ukorzenianiem.

W trzeciej pracy podjeto probe ograniczenia syntezy zwigzkéw fenolowych przez namnazanie
rosliny, bowiem substancje te czegsto ograniczajg wydajno$¢ mikrorozmnazanie in vitro
storczykow. Badano wplyw wegla aktywnego i kwasu askorbinowego dodawanego do
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pozywek na parametry morfometryczne i zawarto$¢ 0-dihydroksyfenoli w lisciach
Paphiopedilum insigne. Udowodniono, ze kwas askorbinowy w stezeniu 10 mg:dm™ lub 1 2
g:dm™ wegla aktywnego w pozywce w najwickszym stopniu redukuja zawarto$ci o-
dihydroksyfenoli w lisciach storczyka. Jesli chodzi o morfologie peddéw, stwierdzono, ze
kwas askorbinowy w stezeniu 20 mg-dm™® pozwala na uzyskanie dobrej jakosci rozet
lisciowych. Natomiast dodatnie do pozywki 2 g-dm™ wegla aktywnego pozwala na uzyskanie
najwyzszego wspolczynnika namnazania, a 1 mg-dm™ tej substancji w pozywce stymuluje
formowanie korzeni przybyszowych sabotka.

Badania prowadzone w ramach publikacji 4 dedykowane byty etapowi ukorzeniania pedow i
aklimatyzacji uzyskanych in vitro ro$lin. Do ukorzeniania in vitro wskazano pozywke z 1
mg-dm™ IAA, gwarantujaca 100% ukorzenianie, co wiecej wysoki procent roélin
zaaklimatyzowanych (ktore na tej pozywce ukorzeniano). Badania wykazatly, ze
aklimatyzacja ro$lin zalezy od rodzaju zastosowanego podtoza, najlepsze jest gotowe podtoze
do storczykow (Compo Sana), ewentualnie z dodatkiem torfu. RoS$liny aklimatyzowane w
podtozu do storczykéw wykazuja najlepsze parametry fizjologiczne, o czym $wiadcza
otrzymane wyniki fotochemicznej wydajnosci kwantowej fotosystemu II (F./Fn), wzglednej
zawarto$ci wody (RWC) i deficytu wysycenia woda (WSD). Zastosowane podioza wptywaty
tez na zmiany aktywnosci enzymow stresu oksydacyjnego.

W przedstawionej pracy doktorskiej Autorka uzyskata szereg interesujacych wynikow, ktore
poszerzaja wiedze podstawowag oraz mogg postuzy¢ do formutowania wnioskow waznych dla
praktyki ogrodniczej.

Za najwazniejsze osiggni¢cia Doktorantki w ocenianej rozprawie uwazam

1. wykazanie przydatnosci torebki nasiennej Pahiopedilum insigne do inicjacji kultur,
wskazanie sposobu dezynfekcji powierzchniowej i pozywki do efektywnego rozwoju
nasion,

2. opracowanie pozywki cytokininowej do namnazania pedow tego storczyka, z
mozliwoscig zastgpienia cytokininy przez naturalny hydrolizat kazeiny,

3. poszerzenie wiedzy na temat niekorzystnego zjawiska w kulturach storczykow, tj.
wydzielania przez eksplantaty zwigzkow fenolowych ograniczajacych wzrost i rozwoj
tkanek,

4. wskazanie pozywki do ukorzeniania pedow i podtoza do aklimatyzacji roslin oraz oceng
stanu fizjologicznego regenerantow z wykorzystaniem réznych metod,

5. w efekcie zaproponowanie protokotu rozmnazania klonalnego Pahiopedilum insigne do
wykorzystania w praktyce.

Artykuty naukowe wchodzgce w sktad pracy doktorskiej nie mogg budzi¢ zastrzezen, wyniki
tych eksperymentdow 1 sposob ich przedstawienia podlegaly wczesniejszej ocenie
specjalistow, recenzentow 1 wydawcow. Jednak z obowigzku recenzenta, biorgc pod uwage
cato§¢ opracowania pozwalam sobie wskaza¢ na niektore kwestie zauwazone w trakcie
czytania tekstu

- w polskim opisie badan nazwisko Murashige kilkakrotnie jest napisane btednie (przez ch),

- ci$nienie podczas autoklawowania pozywki lepiej poda¢ w jednostce S, a nie jak podano w
atmosferach (1 atm = 0,101325 MPa).

- podana warto$¢ natezenia $wiatta (W pmol'm™-s™) to precyzyjniej PPFD (photosynthetic
photon flux density),

- wspotczynnik multiplikacji eksplantatéw to doktadniej wspotczynnik namnazania pedow,

- nie jestem przekonana do poprawnosci nazywania mikrosadzonkami namnazanych i
ukorzenianych pedéw, pomimo, ze ten termin jest ostanio spotykany w publikacjach
naukowych. Mysle, ze wywodzi si¢ bezposrednio z rynku produkcji ogrodniczej, gdzie



mikrosadzonkg okresla si¢ pochodzaca z in vitro zaaklimatyzowang ro$ling (w odréznieniu od
ukorzenionej tradycyjnie sadzonki, czy siewki, ktora tez sprzedawana jest jako materiat
wyj$ciowy do produkcji ogrodniczej). W mojej opinii trzeba wroci¢ do poprawnego
nazewnictwa. Korzysta Pani w pracy z eksplantatow wyjsciowych, ktore zawierajg
merystemy, rozmnazanie przebiega zatem przez pobudzanie do rozwoju merystemow/pakow
katowych/bocznych, specyficznie u storczykow po drodze rozwijaja si¢ protokormy.

Na koniec prosze Doktorantke 0 ustosunkowanie si¢ do nastepujacych pytan podczas obrony:

1. W jakim stanie fizjologicznym bylta torebka nasienna, ktorg poddawano dezynfekcji
powierzchniowej. Na jakiej podstawie oceniono jej dojrzatos¢. Czy na kietkowanie
bedzie miat wplyw wiek nasion? Proszg¢ tez wyjasni¢ w jaki sposéb (technicznie)
liczno nasiona przy zaktadaniu do$wiadczenia.

2. Czy nie myslata Pani 0 umieszczeniu protokorméw na pozywkach ptynnych z
zaktéconym geotropizmem, jak to ma miejsce W namnazaniu Wielu storczykow
epifitycznych, np. cymbidium, gdzie wprowadzenie tego etapu znacznie zwigksza
wydajnos$¢ rozmnazania.

3. Prosze, aby podczas obrony Doktorantka porownala swoje wyniki z osiggnigciami
opublikowanymi w pracy Deb i Jakha 2020, dotyczacymi tego samego gatunku
sabotka rozmnazanego w kulturze in vitro.

4. Czy moglaby Pani wyjasni¢ dziatanie wegla aktywnego dodawanego do pozywek w
kulturach in vitro?

5. W przypadku rozmnazania odmian storczykow w kulturach in vitro materialem
wyjsciowym nie mogg by¢ nasiona. Jak wowczas inicjuje si¢ kulture?

Podsumowanie i wniosek koncowy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Moniki Poniewozik to interesujace opracowanie

naukowe promujace mozliwos¢ wykorzystania na rynku kwiaciarskim oryginalnego, mato
znanego storczyka Phaphiopedilum insigne. Doktorantka podj¢ta wazny pod wzgledom
naukowym problem badawczy, zaplanowata i wykonata pracochtonne doswiadczenia,
wykazujac dobre opanowanie warsztatu badawczego. Udowodnita umiejetnos¢ wnikliwego i
rzetelnego realizowania zadan badawczych, wykazala si¢ umiejetnosciag wihasciwego
wnioskowania i dyskutowania otrzymanych wynikow w oparciu o aktualna wiedze
literaturowa.
Oceniajac catoksztalt rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Moniki Poniewozik Stwierdzam, ze
spetlnia ona wymagane kryteria stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia
14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z p6zniejszymi zmianami. Wobec powyzszego stawiam wniosek do Rady Dyscypliny
Naukowej Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie
Pani mgr inz. Moniki Poniewozik, ubiegajacej si¢ o stopien doktora w dziedzinie nauk
rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo 1 ogrodnictwo, do dalszych etapow  przewodu
doktorskiego.



