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Mikropropagacja roslin prowadzona w kulturach in vitro ma duze znaczenie uzytkowe,
szczegOlnie w hodowli roslin, a zrozumienie proceséw rozwojowych zachodzacych w trakcie
mikropropagacji jest wazne z punktu widzenia histogenezy roslin. Nie dziwi wiec, ze rozprawa
doktorska Pana Mgr. Mohiba Abdullaha poswiecona jest z jednej strony aspektom uzytkowym, w
szczeg6lnosci doborowi sktadu pozywki w kolejnych etapach regeneracji roslin z bielma nasion
Actinidia arguta r6znych odmian uprawnych, a z drugiej badaniom o charakterze podstawowym,
czyli strukturze tkanek A. arguta pojawiajacych sie w kolejnych etapach regeneracji pedow.

Ocena merytoryczna i metodologiczna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana Mgr. Mohiba Abdullaha miesci sie w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w zakresie dyscypliny nauk biologicznych. Praca zostata
wykonana w Instytucie Botaniki Wydziatu Biologii Uniwersytetu Jagiellofskiego w Krakowie, pod
kierunkiem Pani promotor dr hab. Marzeny Popielarskiej-Koniecznej, prof. UJ, oraz Pani Dr
Moniki Tulei, w roli ko-promotora.

Rozprawa zostata napisana w jezyku angielskim. Skkadajg sie na nig cztery czesci. Pierwsza
z nich to Wstep {General Introduction), czyli wprowadzenie do dwdch kolejnych rozdziatow, w
ktorych omowiono Wyniki badan wraz z materiatem i metodami. Jeden z nich po$wiecony jest w
ogolnosci tresci artykutu naukowego opublikowanego w 2021 r. w czasopisSmie naukowym Plant
Cell, Tissue and Organ Culture. Druga cze$¢ zawiera wyniki ujete w manuskrypcie bedacym w
trakcie przygotowania. Mgr Abdullah w obydwu manuskryptach jest pierwszym autorem, petnit
wiec istotng role w ich przygotowaniu. Kolejny rozdziat to Dyskusja wynikoéw zawartych w
poprzednich rozdziatach {General Discussion). Po nim nastepujg: podsumowanie obejmujgce
najwazniejsze wyniki i wnioski {Major Findings and Conclusion), Spis literatury oraz szczeg6towy
spis rycin i tabel.

Wstep rozprawy to dos¢ zdawkowe wprowadzenie do probleméw badawczych
prezentowanych w dwoch kolejnych rozdziatach. Pierwszy podrozdziat Wstepu poswiecony jest
taksonomii,-wystepowaniu iznaczeniu uzytkowemu przedstawicieli rodzaju Actinidia. Wskazano w
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nim takze liczby chromosoméw roznych gatunkéw tego rodzaju oraz zrdznicowanie tej cechy
ws$rod odmian uprawnych A. arguta. W mojej opinii w podrozdziale tym za duzy nacisk potozono
na aspekty uzytkowe a brakuje np. informacji o pozycji taksonomicznej rodzaju Actinidia. Kolejny
podrozdziat poswiecony jest pochodzeniu, sktadowi, funkcji i znaczeniu bielma. Cho¢ to wihasnie
bielmo nasion A. arguta wykorzystano jako eksplantat w prezentowanych badaniach, podrozdziat
ten zajmuje raptem niecatg strone. Dlatego wspomniane zagadnienia omowiono tylko pobieznie,
pomijajac np. charakterystyke nasion badanego gatunku, rozwoj i strukture bielma, albo istotny dla
prezentowanych w rozprawie wynikdéw problem zmian zachodzacych w nasionach w trakcie
dtugoterminowego przechowywania. Podrozdziat dotyczacy wykorzystania bielma w kulturach in
vitro jest natomiast dtuzszy, jednak w wiekszosci poswiecony ogolnemu omowieniu zjawisk
rozwojowych zachodzacych w kulturach in vitro, a nie problemowi wykorzystania bielma jako
eksplantatu. Kolejny krotki podrozdziat dotyczy znaczenia mikrotechniki botanicznej. Jest on pelen
ogoblnikowych stwierdzen o znaczeniu tych metod. Biorgc pod uwage, ze prezentowana rozprawa
nie jest pracg metodyczna, podrozdziat ten w mojej opinii jest zbedny. W ostatnim podrozdziale
przedstawiono cel badan, ktorym bylo uzyskanie w petni rozwinietych poliploidalnych
»regenerantow” pochodzacych z bielma A. arguta oraz wykorzystanie izolowanego bielma jako
modelowego eksplantatu do badan histologicznych organogenezy pedu de novo. W podrozdziale
tym sformutowano takze dwa pytania, na ktore miaty odpowiedzie¢ prezentowane badania.
Pierwsze z nich to raczej hipoteza robocza o istnieniu zréznicowanej odpowiedzi izolowanego
bielma na skfad pozywki, wiek nasion oraz wykorzystywang odmiane uprawng. Drugie to juz
naprawde pytanie o to, jakie zmiany strukturalne zachodzg w eksplantatach pochodzacych z bielma
wyktadanego na r6zne pozywki w kulturach in vitro.

Pierwszy z rozdziatdbw Wynikéw, w ktorym omowiono oryginalne badania Doktoranta i
wspotpracownikéw, dotyczy optymalizacji warunkéw kultur in vitro izolowanego bielma
wykorzystywanych do uzyskiwania roslin A. arguta o réznym stopniu ploidalnosci. WyniKki
przedstawione w tym rozdziale podlegaly ocenie recenzentdw a prezentujgca je praca zostata
opublikowana w Plant Cell, Tissue and Organ Culture. W szczegélnosci badano wptyw skiadu
pozywki, wieku nasion, z ktérych izolowano bielmo, oraz odmiany uprawnej A. arguta na
efektywno$¢ uzyskiwania materiatu w kolejnych etapach kultur, czyli na indukcje kalusa,
formowanie zawigzkow pedow przybyszowych, rozwdj peddéw przybyszowych, ukorzenianie
pedow i aklimatyzacje do uprawy w glebie. Do analiz wykorzystano trzy odmiany uprawne A.
arguta, a bielmo pozyskiwano z ich nasion bezposrednio po zbiorze dojrzatych owocow lub po
rocznym okresie przechowywania wysuszonych nasion. Stezenia i rodzaje regulatoréw wzrostu
dobierano dla trzech rodzajow pozywek, stosowanych kolejno do: (i) indukcji tworzenia kalusa i
formowania na nim zawigzkow pedéw przybyszowych; (ii) indukcji rozwoju w tym wydtuzania
peddw przybyszowych; (iii) indukcji tworzenia korzeni przybyszowych na uzyskanych pedach. Dla
regenerantdw okreslono stopien ploidyzacji wykorzystujac metode cytometrii przeptywowej. Na
podstawie tych badan wskazano najlepsze kombinacje wieku materiatu, z ktérego pozyskiwano
eksplantaty, oraz sktadu pozywek dla poszczegélnych odmian. Przeprowadzono takze wstepna
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analize histologiczng i morfologiczng wczesnych stadiow tworzenia pedéw przybyszowych z
kalusa. Moje uwagi merytoryczne do tej czesci rozprawy sg nastepujace: (i) W rozdziale brakuje
zwieztego omdwienia powstawania z kalusa peddéw przybyszowych i poczatkowych etapow ich
rozwoju oraz wprowadzenia przy tej okazji wykorzystywanych terminéw (np. adventitious shoot
bud primordium, adventitious shoot bud, elongating adventitious shoot). Uporzadkowanie
termindw pozwolitoby by¢ moze unikngé takich dziwnych sformutowan, jak ..elongation of
adventitious shoot budprimordial; (ii) Powaznym niedociggnieciem jest brak analizy statystycznej,
ktora pozwolitaby zweryfikowac istotnos¢ roznic pomiedzy wykorzystywanymi pozywkami,
odmianami, etc.; (iii) Wyjasnienia wymaga, w jaki sposob porownywano ,,0g0Iny wigor wzrostu”
pedéw, czy tez wzrost korzeni; (iv) Nowe liscie na pedach, ktére zrzucity liScie wczesniej
utworzone, nie pojawiajg sie w weztach, jak opisano w pracy, ale powstajg na pedach bocznych
wyrastajacych w katach starszych lisci. Mam tez kilka uwag dotyczacych prezentacji wynikow: (i)
Rycina 2.1 nie przedstawia nasion, jak podpisano w legendzie, ale pedy z owocami; (ii) Na Ryc. 2.2
brakuje skali; (iii) Rycina 2.10Qd przedstawiajgca eksplantat z regenerujacymi pedami pod
powiekszeniem 30x nie pozwala na analize ultrastrukturalng, jak napisano w pracy; mam tez
watpliwos$ci, czy mozna jednoznacznie na jej podstawie stwierdzi¢, ze na powierzchni kalusa
znajdujg sie ..globular like cells” (domys$lam sie, ze chodzi o kuliste komorki) a nie kuliste
skupienia komorek; (iv) Dlaczego w Tab. 2.4 prezentujacej poziom DNA podano tylko wartosci
$rednie, bez odchylenia standardowego, czy wartosci minimalnych i maksymalnych?

Drugi rozdziat Wynikéw prezentowanych w ocenianej rozprawie poswiecony jest
charakterystyce morfologicznej i histologicznej kolejnych stadiow regeneracji pedéw w kulturze in
vitro opisanych w poprzednim rozdziale: od kalusowania eksplantatow do powstawania pedow
przybyszowych z kalusa. Do analiz wybrano jedng z wczes$niej opisanych odmian uprawnych A.
arguta, z ktdrej uzyskiwano liczne pedy przybyszowe. Prowadzono kulture na dwdéch rodzajach
pozywek, tak by uzyska¢ kalus morfogenny i niemorfogenny, z ktérego odpowiednio powstawaty,
badz nie powstawaty pedy przybyszowe. Z tych dwdch rodzajéw kultur pobierano materiat do
analiz histochemicznych i w poczatkowych etapach rozwoju takze ultrastrukturalnych. Po
utrwaleniu materialu  wykonano przekroje anatomiczne, a nastepnie zastosowano piec
barwnikdw/reakcji (lub ich kombinacje) w celu wykrycia na przekrojach roznych sktadnikéw.
Réwnolegle prowadzono obserwacje morfologii eksplantatow pod mikroskopem stereoskopowym.
Taka metodyka pozwolita na: identyfikacje wczesnych etapow tworzenia pedéw przybyszowych;
analize wzoru Scian komdrkowych, umozliwiajgcg wskazanie dzielgcych sie roznymi
ptaszczyznami komorek; wskazanie miejsc, w ktorych tworzg sie pasma tkanki przewodzacej;
identyfikacje materiatow zapasowych gromadzonych w komaérkach w kolejnych stadiach tworzenia
peddéw przybyszowych. Wyniki te poréwnano z obserwacjami kalusa niemorfogennego. Moje
uwagi merytoryczne do tej czesci rozprawy sg nastepujace: (i) Na Ryc. 3.2-3 zaznaczono miejsca na
powierzchni eksplantatu, ktore przypominajg powierzchnie eksplantatu z pierwszego tygodnia
kultury, ktoére nazwano resztkami bielma. Czy nie sg to raczej fragmenty warstwy obumartych
komorek pokrywajacej izolowane bielmo? Co znajduje sie pod tg warstwg? (ii) W jaki sposob
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poréwnywano rozmiary ciat biatkowych i innych skupied materiatbw zapasowych w
poszczegblnych etapach kultury? (iii) Mam watpliwosci co do opisu pasm tkanki waskulamej. Na
podstawie jednego przekroju podtuznego trudno z pewnoscig stwierdzi¢, ze system waskulamy,
szczegOlnie w zawigzkach peddéw tworzonych w tak nietypowych warunkach, jest dobrze
rozwiniety. Ponadto na niektorych przekrojach widaC raczej pasma prokambium (Rye. 3.8d).
Uwagi dotyczace sposobu prezentacji sg nastepujace: (i) W tekscie nie ma odwotania do Ryc. 3.1.
Rycina 3.1a ma ponadto chyba nieprawidtows skale. Czy owoce A. arguta osiggajg dtugos¢ 20 cm?
(if) Okreslenie czasu, w ktorym pobierano materiat do analiz, jest mylace. Sformutowanie 1-, 2-, 4-
a nastepnie 6-cio tygodniowe interwaly oznacza, ze materiat zbierano w 1-ym, a nastepnie po 3-im,
7-ym i 13-tym tygodniu; (iii) Brakuje informacji, czy materiat byt odpowietrzany na poczatku
utrwalania w glutaraldehydzie; (iv) Przy niektorych stwierdzeniach dotyczacych ukfadu badz
ksztattu komorek brakuje odniesienia do mikrofotografii (miejsca zaznaczytam na wydruku); (v) Na
jakiej podstawie na Ryc. 3.6h wyrdzniono krystaloidy biatkowe i ziarna skrobi wskazane strzatkami
0 roznych kolorach? (vi) Omawiajac preparaty ogladane w mikroskopie fluorescencyjnym nie
podano informacji na temat Swiatta wzbudzajacego i wykorzystywanych filtrow; (vii) Analiza
przekrojow z materiatu pobieranego po 6 tygodniach kultury jest petna powto6rzen i trudna w
odbiorze, co wynika po czesci z tego, ze omawiane sg po kolei poszczegbdlne sposoby barwienia
zamiast poszczegodlne typy tkanek, czy struktur.

Dyskusja skiada sie z krotkiego wprowadzenia i czterech podrozdziatow, ktorych tytuty
sugeruja, ze zostang omowione kolejno: (i) powstawanie de novo peddéw z bielma izolowanego z
nasion A. arguta’, (ii) znaczenie odmiany uprawnej, ,wieku eksplantatu” (problem terminologii
wyjasniam ponizej), ukorzeniania i poziomu ploidalnosci; (iii) histochemia i ultrastruktura bielma
A. arguta”, (iv) histochemia eksplantatow w kolejnych etapach kultury. Jest to niestety najgorzej
napisana czes$¢ rozprawy. Po pierwsze tres¢ podrozdziatu pierwszego w stabym stopniu odpowiada
tytutowi. Zawiera on przede wszystkim informacje o regulatorach wzrostu dodawanych do
pozywek w roznego typu kulturach, w ktérych wykorzystywano rézne eksplantaty, inne niz bielmo,
a 0 kulturze bielma A. arguta tylko wspomniano. Podobnie pierwszy diugi akapit ostatniego
podrozdziatu nie ma nic wspdlnego z jego tematem (tre$¢ dotyczy znowu wykorzystania réznych
regulatoréw wzrostu w kulturach in vitro, zamiast tytutowej analizy histochemicznej). Zawartos$¢
drugiego podrozdziatu odpowiada wprawdzie tytutowi, ale ze wzgledu na bardzo dziwne
zestawienie haset w tym tytule takze poszczegdlne akapity podrozdziatu wydajg sie nie by¢ ze sobg
zwigzane. Najnizej oceniam najdtuzszy czwarty podrozdziat, ktorego tre$¢ poza wspomnianym
powyzej pierwszym akapitem, wiasciwie sprowadza sie do omoéwienia kolejnych metod barwienia
preparatow wykorzystywanych przez réznych badaczy. W Dyskusji brakuje natomiast: (i) proby
interpretacji obserwowanych zmian strukturalnych, np. tych dotyczacych obecnosci roznej postaci
materiatbw zapasowych w komdrkach; (ii) dyskusji nad rolg warstwy polisacharydowej
obserwowanej na powierzchni kalusa i regenerujacych peddéw; (iii) analizy potencjalnych przyczyn
zr6znicowania poziomu ploidalnosci regenerantdw.
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Podsumowanie (Gtowne wyniki i wnioski) zawiera krotkie streszczenie najwazniejszych
wynikow oraz wnioski dotyczace metody kultur bielma A. arguta najlepiej nadajacej sie do
mikropropagacji.

Mam ponadto istotne uwagi dotyczace jezyka rozprawy. W tekscie roi sie od pomytek
gramatycznych, stylistycznych i niefortunnych sformutowan, ktére czesto utrudniajg zrozumienie
tekstu (np. cze$¢ ,,zdan” pozbawionych jest orzeczenia). Przyktadowe pomyiki zaznaczytam na
kopii rozprawy. Niektore sformutowania sg szczegdlnie razace. Na przyklad niefortunne jest
uzywane w rozprawie sformutowanie ,,tetetraploid endosperm explants™. Jak rozumiem, chodzi o
bielmo nasion powstajgcych na tetraploidalnej roslinie matecznej, ale ,,tetetraploid endosperm
explants™ oznacza, ze to bielmo jest tetraploidalne. Podobnie okre$lenie wiek explantatu fage of
explanff ktory w czesci eksperymentu wynosi rok, jest nieprawidtowe. Chodzi raczej o wiek
nasion, z ktorych izolowano bielmo.

Mimo licznych uwag krytycznych doceniam znaczenie merytoryczne ocenianej rozprawy,
cho¢ w mojej ocenie rozprawa tylko w stopniu dostatecznym spetnia ustawowe wymogi. Za
szczegOlnie wazne i cenne wyniki prezentowane w rozprawie Pana Mgr. Abdullaha uwazam:

» Opracowanie skutecznej metody mikropropagacji Actinidia arguta z bielma izolowanego z
nasion

» Przedstawienie szczegdtowej analizy anatomicznej wczesnych stadiow powstawania pedow
przybyszowych z kalusa uzyskanego z bielma nasion Actinidia arguta

Uwagi i pytania dotyczace rozprawy przedstawitam powyzej w trakcie jej omawiania.
Dorobek naukowy Doktoranta

Pan Mgr Mohib Abdullah ma juz w swoim dorobku naukowym trzy oryginalne artykuty
naukowe. W jednym z nichjest pierwszym autorem. Kolejny artykutjest w trakcie przygotowania.

Podsumowanie i wniosek kohncowy

Podsumowujac, chciatabym zwréci¢ uwage na znaczenie uzytkowe prezentowanych
wynikéw oraz mozliwo$¢ wykorzystania szczeg6towej analizy histochemicznej przedstawionej w
rozprawie do dalszych badan regeneracji i rozwoju roslin w kulturach in vitro.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa spetnia
wszystkie warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Jagielloriskiego o jej przyjecie i dopuszczenie Pana Mgr. Mohiba Abdullaha do
dalszych etap6w przewodu doktorskiego.
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