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Ocena problematyki badawczej

Krzewy ozdobne nalezace do rodzaju Rhododendron juz na stale zagoscily w naszych
parkach i ogrodach. Roéznorodno$¢ morfologiczna i walory dekoracyjne rézanecznikéw sa
powodem duzej popularnosci tej grupy roslin ozdobnych. Mozliwos$¢ wegetatywnego mnozenia
odmian z sadzonek a obecnie masowego namnazania z uzyciem technik in vitro przyczynita si¢ do
obecnosci tych krzewow we wszystkich szkétkach i centrach ogrodniczych. Z kolei ciekawa
biologia kwitnienia, mozliwos¢ krzyzowania pomiedzy gatunkami i tworzenia ciekawych
mieszancéw oddalonych od lat interesuje biologow i hodowcow. Narodowa Kolekcja
Roézanecznikéw zgromadzona w Arboretum w Wojstawicach nalezy do najwiekszych w Polsce i
jest zrodtem materialow wyjsciowych do badan oraz dla hodowli nowych odmian.
Zebrane w ogrodach botanicznych kolekcje réznych gatunkéw ro$lin sa charakteryzowane i
porzadkowane poprzez opis cech morfologicznych w polaczeniu z molekularna ocena
zréznicowania genetycznego. Taki sposdb postepowania jest obecnie trendem w ochronie zasobow
genowych. Do tej grupy badan mozna zaliczy¢ prace doktorska mgr inz. Doroty Blatsios, ktorej
celem byla analiza waloréw ozdobnych i zréznicowania genetycznego wybranych genotypéw z
-kolekcji rézanecznikéw rosnacych w Arboretum Le$nym im. Prof. Stefana Biatoboka w Sycowie.

Analiza formalna pracy

Przedstawiona do recenzji praca posiada konstrukcje typowa dla rozpraw doktorskich z
zakresu nauk przyrodniczych. Rozprawa doktorska liczy 104 strony oraz dotgczone (bez numeracji
stron) zataczniki: nr 1 — tabele (46 szt.), nr 2 — wykresy (36 szt.), nr 3 — zdjecia (21 szt.). Czes$é
opisowa pracy zostata podzielona na 7 rozdziatéw: Wstep i cel pracy, Przeglad literatury, Material,
Metody, Wyniki, Dyskusja i Wnioski, w ramach ktérych wydzielono podrozdziaty. Spis literatury
zawiera 165 pozycji, w wigkszosci anglojezycznych, dobrze dobranych do omawianych zagadnien.
Do pracy nie dotaczono streszczenia w jezyku polskim i angielskim.
Praca zostata napisana poprawnym jezykiem, ale z licznymi btedami literowymi. Dyskomfort w
czytaniu wprowadza uzywanie pojecia ..ilos¢™ zamiast liczba, w przypadku prawie wszystkich
wartosci policzalnych.

Merytoryczna ocena pracy

W rozdziale Wstep i cel pracy Autorka przedstawita krotkie wprowadzenie 1 wskazata cel
pracy. ktory polegal na wyborze z istniejacej kolekcji rozanecznikow grupy krzewow. u ktorych
oceniono liczne cechy mortologiczne i walory dekoracyjne. Nastepnie za pomoca molekularne;



analizy ISSR sprawdzono polimorfizm DNA w badanej grupie. Dla wybranych genotypdéw
wykonano optymalizacje metod rozmnazania wegetatywnego i mikrorozmnazania. Przeprowadzono
takze ankiete wséréd ogrodnikow-amatorow na temat preferencji przy wyborze odmiany do
nasadzen ogrodowych.

Rozdzial Przeglqd literatury zawiera informacje o systematyce rodzaju Rhododendron,
opisuje zasieg wystepowania i charakterystyke morfologiczna czesci wegetatywnych i kwiatow
rozanecznikow. Jest tez krotka charakterystyka cytogenetyczna rodzaju oraz podrozdzialy o
metodach 1 kierunkach hodowli rézanecznikéw, ktorych ciag myslowy rozbija podrozdziat 2.7 pt.
Zastosowanie, w ktorym mowa o zaletach rozanecznikéw, ich walorach dekoracyjnych i
mozliwosci zastosowania w nasadzeniach oraz w medycynie. Ponadto do metod hodowli
tradycyjnej zaliczone zostalo rozmnazanie rododendronéw z sadzonek pedowych a do metod
biotechnologicznych hodowli - mikrorozmnazanie. Rozmnazanie wegetatywne przez sadzonki oraz
. rozmnazanie in vitro nie sa metodami hodowli a sa technikami pozwalajacymi na mnozenie
materialu nasadzeniowego na skale¢ komercyjna i dlatego wydzielenie ich z rozdziatu Hodowla
byloby stuszniejsze. W kolejnym podrozdziale pt. Markery molekularne przedstawiono przeglad
technik molekularnych, ktére sa uzywane do oceny polimorfizmu DNA, identyfikacji gatunkéw,
okreslenia dystansu genetycznego czy identyfikacji form mieszancowych. Dla logiczniejszego
uktadu Przeglqdu literatury ostatni podrozdziat (2.9) nalezatoby rozdzieli¢ i wzbogacié tekstem
poprzednie podrozdzialy, traktujace o krzyzowaniach oddalonych czy zmianach mutacyjnych
poszerzajacych zmiennos$é morfologiczna badanego rodzaju.

W rozdziale Material badawczy nie znalaztam waznych w przypadku kazdej pracy
naukowej informacji o pochodzeniu materiatu roslinnego. Kolekcja narodowa rézanecznikéw
odmiany tuzyckiej ma swoj rodowdd, znany w Arboretum w Wojstawicach a takze zawarty w
publikacji Grzeszczak-Nowak i Muras 2004 i wiadomo, ze hodowca Rudolf Seidler krzyzowat
gatunki R. catawbiense, R. caucasicum, R. metternichiii i R. smirnowii. W ten sposéb otrzymat
liczna grupe, z ktérej ponad 100 mrozoodpornych mieszancéw znajduje sie w Kolekcji Narodowe;.
Po dokladnym przeanalizowaniu nieprecyzyjnie brzmiacych informacji, ustalitam, ze formy
mateczne rosty w Wojstawicach, zapylone zostaty mieszaning pytku o nieznanym pochodzeniu, z
krzewow matecznych zebrano nasiona, wysiano i rosliny wysadzono w Sycowie. Autorka nazywa
je mieszancami. Skad pewnos¢, ze sa to mieszance, jezeli na str.12 zawarta jest informacja, ze
kwiaty Rhododendron cyt. , sa samopylne, jednak moga by¢ zapylane przez owady” a z dyskusji
(str.85) dowiadujemy sig, ze ,,rozmnazanie plciowe, wykorzystujace wiatr sprzyja wymianie genow
migdzy osobnikami”. Prosz¢ wigc o informacje dotyczace biologii kwitnienia i zawiazywania
nasion u réozanecznikow.

Prosze¢ tez o wyjasnienie w jaki sposéb wybrano nasiona do wysiewu? Czy byla to proba losowa z
calej kqlekcji w Wojstawicach, czy pobrano je z grupy roslin rosnacych obok siebie? Jakie obiekty
byty matkami a z jakich odmian czy gatunkdéw mogt pochodzi¢ pytek ojcowski?

Rozdzial Metody podzielony na podrozdzialy zawiera informacje o sposobie i terminach
wykonania pomiaréw cech morfologicznych oraz analizy statystyczne, w tym obliczenia
zaawansowane, uzyte w celu zobrazowania zmiennosci tych cech i zaleznosci pomiedzy nimi. Do
analiz statystycznych brano wyniki z 3 lat pomiaréw cech morfologicznych. Rézaneczniki sa
‘wrazliwe na warunki klimatyczne, wige czy rozktad temperatur i opadéow byt w tych latach na tyle
podobny, ze mozna bylo tak postapi¢? Kolejne podrozdzialy opisuja doswiadczenia nad
rozmnazaniem technikami ukorzeniania sadzonek oraz kultur in vitro. Eksplantatem wyjsciowym
do mikrorozmnazania byly paki kwiatowe, ktore wykladano na 3 pozywki o zrdéznicowanym
skladzie. Z otrzymanych pedow pobierano dwa rodzaje eksplantatéw i wykladano na 7 réznych
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pozywek w celu ustalenia czynnikéw wplywajacych na jakos$¢ regenerantow otrzymanych w
procesie mikrorozmnazania a nie na efektywnos¢ (jak podaje Doktorantka), bo ta oznacza liczbe
regenerantow z 1 eksplantatu, natomiast w pracy oceniano: wysokos¢, liczbe lisci, dtugosé peddéw
katowych itd. Moje pytania do tego rozdziatu: dlaczego eksplantaty pierwotne wyktadano na 3
rézne pozywki (ktorych dzialania nie monitorowano) oraz po ile eksplantatow wytozono w kazdej z
kombinacji wlasciwego doswiadczenia in vitro?

W kolejnych podrozdziatach wskazano metodyke oceny polimorfizmu DNA przy uzyciu markerdw
ISSR 1 metody statystyczne uzyte do wykonania dendrogramu pokazujacego dystans genetyczny
pomiedzy badanymi genotypami. Rozdzial Merody konczy opis przeprowadzenia ankiet na temat
preferencji wyboru odmian r6zanecznikéw do nasadzen.

Podsumowujac stwierdzam, ze oprocz pytan, ktore zadatam powyzej, rozdzial Metody zawiera
prawidtowy opis doswiadczen polowych, laboratoryjnych i molekularnych. Metody statystyczne
. zostaly prawidtowo zaplanowane.

Rozdzial Wyniki sktada si¢ z 5 podrozdziatéw. 5.1 dotyczy charakterystyki obiektow po
wzgledem 36 cech morfologicznych, przez 3 lata, zgodnie z instrukcja OWT. Na podkreslenie
zasluguje ogrom pracy wlozonej w wykonanie tych pomiaréw. Takze charakterystyka statystyczna
kazdej z cech, poprzez zastosowanie analizy wariancji, wyliczenia wspotczynnika zmiennosci,
wyznaczenie macierzy wspdtczynnikow korelacji, analizy skupien oraz analizy sktadowych
gtéwnych jest obszerna i $wiadczy o tym, ze Doktorantka zna zaawansowane metody
matematyczne analizy doswiadczen. Mam jednak zastrzezenia dotyczace zgodnosci danych
przedstawionych w tabelach i na wykresach oraz interpretacji niektorych wyliczen statystycznych.
Analize cech morfologicznych wykonano na 75 krzewach rozanecznikéw wybranych z kolekcji i
taka liczbe roslin uwzgledniono przy obliczeniach statystycznych. Natomiast wykresy frekwencji
obiektow w klasach bonitacyjnych wskazanych przez OWT pokazuja, ze ocenianych bylo 73, 74,
76, 82 a nawet 105, zamiast 75 ro$lin (wykr.1-21). Istnieje wigc brak zgodnosci pomiedzy
wykresami a danymi w tab. 14. Ponadto w podrozdziale tym zwraca uwage brak logicznego ciagu
omawianych cech. Ocena rozpoczyna si¢ od pokroju krzewow, nastepnie kolejno cech liscia, cech
kwiatu, zabarwienia kwiatu i w kolejnym podrozdziale powrdt do oceny wielkosci krzewow, lisci i
kwiatow.

W tab. 1 jest informacja, ze oceniano liczbe ptatkow korony, a w omawianych wynikach nie
znalaztam tej cechy. Z kolei w tab.14 wykazano obliczenia statystyczne dla cechy Diugosé: kwiat z
szyputkq a cecha ta nie jest wykazana w metodyce OWT (tab.4).

Podrozdziat 5.2. Analiza rozmnazania wegetatywnego rozanecznikow in vitro, ktora wykonano dla
37 (lub 36 bo nr 18 wystepuje 2x) obiektach wykazata bardzo niski procent pedow ukorzenionych
(27%) 1 jeszeze nizszy przyjetych sadzonek (17%). Jaka jest tego przyczyna w przeprowadzonym
doswiadczeniu, bo przeciez metoda ta jest uzywana do komercyjnego mnozenia rododendronéw.
Podrozdzial 5.3 Analiza procesu mikrorozmnazania wykonana dla dwoch obiektow nr 96 1 59 (w
metodyce byt jeszcze wskazany nr 477) pozwolita ustali¢ jak na cechy morfologiczne regenerantéw
wplynety: czynnik genetyczny, rodzaj eksplantatu, sktad pozywki i pomiedzy ktorymi czynnikami
wystapily interakcje. Regeneranty otrzymane z 2 genotypoéw oceniono pod wzgledem 4 cech. z
ktorych kazda poddano analizie statystycznej. Wykonano analizy wariancji jednoczynnikowe.
‘dwuczynnikowe dla kazdego obiektu oddzielnie, dla 2 genotypdéw 1 pozywki., wyciagano
szczegoltowe wnioski a na koncu przedstawiono analize wariancji trzy czynnikowa (genotyp.
eksplantat. pozywka). Po co tyle wczesniejszych obliczen. przeciez po to sa wieloczynnikowe
analizy wariancji. aby postuzyly do oceny wpltywu wszystkich czynnikéw oddzielnie i interakcji
pomiedzy nimi. Dlaczego wiec tak skomplikowano analize statystyczna podrozdziatu Analiza
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procesu mikrorozmnazania? Ponadto podczas przygotowywania pracy do publikowania wynikow
prosz¢ doktadnie sprawdzi¢ tabele analizy wariancji 1 ich zgodno$¢ z wnioskowaniem
szczegdtowym, gdyz zawieraja one zaznaczone czynniki jako istotne, a test Tukey'a wykazuje brak
istotnosci 1 odwrotnie (np. tab. 91 14, 24 1 25,261 27, 28 1 29, 29 i 30). Prosz¢ pamigtaé, ze jezeli
kilka czy kilkanascie wartosci liczbowych zostato zaliczonych do grupy jednorodnej nie nalezy
wybiera¢ najnizsza i1 najwyzsza warto$¢ 1 uwaza¢ je za najlepsza i1 najgorsza, bo roznic
statystycznych pomiedzy wartosciami catej grupy nie ma, wigc wszystkie dane sa rOwnowazne.

W podrozdziale 5.4 Analiza zréznicowania genetycznego z wykorzystaniem markerow ISSR
wykazano polimorfizm na poziomie DNA, co jest u roslin obcopylnych spodziewanym wynikiem.
Wigkszos¢, bo 88% obiektow zakwalifikowano do dwodch klastréw, co wskazuje na mate
zrdznicowanie genetyczne badanej kolekcji. Jezeli obiektami byly mieszance, to analizy
molekularne powinny postuzy¢ do potwierdzenia tej tezy. Jednak w przypadku, kiedy nie sa znani
rodzice to do badan nalezato wilaczy¢ podstawowe gatunki, z ktorych powstata kolekcja. Gdyby
sprawdzono dystans genetyczny pomiedzy nimi i badanymi obiektami, uzyskaliby$my informacje o
skali zmiennosci i poznaliby$my jaka pule genetyczng prezentuje badana populacja w stosunku do
gatunkéw wyjsciowych.

Podrozdziat 5.5. Analiza badania opinii publicznej opisuje jak ankietowani odpowiadali na pytania
dotyczace preferencji cech morfologicznych rézanecznikow, ktére wybraliby do swojego ogrodu.
Jest to interesujacy wycinek wskazujacy na gusta kupujacych rododendrony.

Rozdziat Dyskusja sktadajacy si¢ z 11 stron, podzielonych na podrozdzialy, zawiera
informacje, ktére obiekty z kolekcji mozna uznaé za interesujace ze wzgledu na ciekawe walory
ozdobne. Nastepnie opisane sa badania innych autorow nad stosowanymi stymulatorami
ukorzeniania in vivo. Tresci te zgadzaja si¢ z tytulami podrozdziatow, ale w podrozdziale 6.3
Badania in vitro znajdujemy definicje wspdtczynnika korelacji, wyjasnienia na czym polega analiza
sktadowych gléwnych 1 analiza skupien, jak je wykorzystaé, ale bez dyskusji z danymi, ktére
otrzymano w pracy. Jest to wigc fragment nadajacy si¢ do przegladu literatury i nie ma nic
wspolnego z badaniami in vitro. Dopiero dalej nastepuje fragment dyskutujacy z innymi pracami
wyniki nad mikrorozmnazaniem rézanecznikow. Podobnie podrozdziat 6.4 Analizy molekularne

. zawiera opis niezastosowanych w tej pracy technik molekularnych, ich dziatanie i wykorzystanie.
Taki fragment powinien by¢ w przegladzie literatury. Rozdziat ten wymaga wigc uporzadkowania i
zmian w celu nadania mu bardziej dyskusyjnego charakteru.

Rozdziat Wnioski nie odzwierciedla w pelni otrzymanych wynikow, np. brak informacji, ze
badang kolekcje pogrupowano pod wzglegdem podobienstwa cech morfologicznych, wyliczono
wzajemne zaleznosci pomigdzy cechami, czy, ze wybrano grupe obiektéw o szczegdlnych walorach
dekoracyjnych i do czego te obiekty mozna wykorzystaé. Wniosku 7.1/2 nie rozumiem, a 7.3
zawiera sprzeczne informacje o uniwersalnej, niezaleznej od genotypu pozywce do
mikrorozmnazania oraz, ze cyt. ,roézne genotypy wymagaja innej koncentracji oraz rodzaju
regulatorow wzrostu™.

Spis literatury obszerny, dobrze dobrany do problematyki badawczej, jednak nie jest
ulozony altabetycznie (w przypadku kilku liter). Znalaztam 6 pozycji literatury ujetych w spisie a
nie cytowanych w tekscie oraz 9 pozycji z tekstu, ktérych nie ma w spisie literatury lub maja inny

" rok publikacji.



Zwazywszy na unikalnos¢ Wojslawickiej Kolekeji Rododendrondow, za najwazniejsze
oslagnigcia ocenianej pracy uwazam:

e wnikliwy opis cech morfologicznych obiektow znajdujacych sie w kolekcji i szczegotowa
analize statystyczna, ktora pozwolita pogrupowaé badane genotypy oraz wskazaé zaleznoSci
pomiedzy analizowanymi cechami rozanecznikdw,

e wyselekcjonowanie (patrz Dyskusja) 12 obiektéw, ktérych cechy morfologiczne sa interesujace
pod wzgledem walorow ozdobnych, wskazanie wsrdd nich na formy o niespotykanych dotad
cechach, ktérych przyporzadkowanie do gtéwnych typdw istniejacych odmian (za pomoca The
International Rhododendron Register and Checklist) byto niemozliwe. Obiekty te moga zostaé
nowymi odmianami lub shuzy¢ jako materiat wyjsciowy do hodowli krzyzéwkowe;j,

e wykorzystanie analizy molekularnej do wskazania pojedynczych obiektow, ktére ocena
dystansu genetycznego zaliczyla do grupy wykazujacej odrebnos¢ genetyczng od pozostalej
cze¢scel populacji. Genotypy takie moga stuzy¢ do poszerzenia zmiennosci genetycznej materiatu
hodowlanego,

e opracowanie metodyki mikrorozmnazania poprzez ustalenie rodzaju eksplantatu i sktadu
pozywki, ktora uzyta w kulturach in vitro rézanecznikow z Narodowej Kolekeji pozwoli
uzyska¢ sadzonki dobrej jakosci.

Zwracam jednak uwage, ze wigkszos¢ wynikéw Autorka przed publikacjg musi zweryfikowaé pod

wzgledem poprawnosci interpretacji. W maszynopisie zaznaczytam btedy i watpliwosci.

Wiyniki przedstawione przez Autorkg w recenzowanej pracy moga stuzy¢ jako podstawa do
oceny innych kolekcji rézanecznikoéw. Aspekt badawczy maja przeprowadzone analizy molekularne
oraz doswiadczenia nad rozmnazaniem in vitro. Wybdr odpowiedniej pozywki i eksplantatu do
mikrorozmnazania wskazuje na aspekt praktyczny uzyskanych wynikow.

Wnhiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Doroty Blatsios pt.”Zréznicowanie kolekcji
rozanecznikow (Rhododendron 1.) pod wzgledem cech dekoracyjnych, uzytkowych,
polimorfizmu DNA oraz efektywnos$ci mikrorozmnazania” jest wartosciowa pod wzgledem
‘poznawczym 1 aplikacyjnym. Wykonane badania beda podstawa do oceny innych kolekcji
rézanecznikow, przyczynia si¢ do opracowania efektywnej metodyki mikrorozmnazania tego
gatunku a wyselekcjonowane obiekty moga by¢ uzyte w hodowli nowych odmian rézanecznikow.
Praca zawiera udokumentowane wyniki. Uzyte przez Doktorantke metody statystyczne, techniki
kultur in vitro 1 analiz molekularnych swiadcza o tym, Ze je zna a takze potrafi wykorzysta¢ w
badaniach naukowych.

Reasumujac, stwierdzam, ze oceniana praca spelnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim
przez Ustawe z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki, okreslone w artykule 13 Ustawy. (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.) i
wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Doroty Blatsios do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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