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RECENZJA

pracy doktorskiej Pana mgr. Marcina Michalaka
pt. ""Kriokonserwacja zasobéw genowych wybranych gatunkéw dzikich drzew i
krzewo6w owocowych"

Fizjolodzy roslin drzewiastych nigdy nie mieli tatwego zycia z uwagi na specyficzne cechy
obiektu swych badan. Jesliby bowiem zamierzyli poddaé¢ ocenie cechy uzytkowe drzew
okreslonego gatunku, stanowiacych potomstwo konkretnych rodzicéw o szczegolnych cechach,
to albo musieliby korzysta¢ z kolekcji zatozonej przez duzo starszych kolegéw, albo tez
inicjowaliby prace, z ktorych skorzysta ktos, kto jeszcze si¢ nie urodzit i dopiero za wiele lat ...
rozpocznie prace naukowa. Taki sam problem powstatby w zwigzku z badaniami nad biologia i
genetyka drzew lesnych, czy skutkami celowych zabiegow hodowlanych.

Ta niedogodnos¢ bycia fizjologiem drzew nasilila sie w ostatnich latach, gdy statystyka
naukowa stata si¢ metanauka, pozwalajaca ,,precyzyjnie” oceni¢ i porownac warto$¢ réznych
naukowcow, zespoldw czy instytucji. Ta ,,precyzja” wynika stad, ze statystyka naukowa
postuguje si¢ liczbami, a liczby mozna poréwnywac. Jesli wiec naukowcowi czy instytucji
naukowej przypisze si¢ liczbe (np. publikacji, cytowan, IF czy liczbg¢ Hirscha) to od razu widaé
kto jest lepszy, a kto gorszy. Przyszlos¢ nie rysuje si¢ lepiej, nalezy bowiem publikowa¢ jeszcze
wigcej 1 czgsciej. Tymczasem w ﬁzjologii drzew nic sie nie dzieje szybko, drzewa to nie
Arabidopsis, to maratonczycy. Jak wiec wykona¢ prace cenzusowa, kiedy na doktorat muszq
wystarczy¢ cztery lata, a na habilitacje siedem.

Temat rozprawy doktorskiej Pana Michalaka, dotyczacy krioprezerwacji zasobow
genowych dzikich gatunkéw drzew i krzewdéw owocowych, postawil go juz na poczatku w
sytuacji jeszcze trudniejszej. Gdybyz to bowiem byly kultury in vitro wybranych gatunkow
drzew, opis zréznicowania genomoéw réznych proweniencji, $ledzenie proceséw migracji
gatunkéw 1 problemy temu podobne, mozna byloby liczy¢ na szybszy sukces z uwagi na
przyspieszenie proceséw zachodzacych w kulturach tkanek albo dlatego, ze opisywany bylby
stan statyczny, a nie jego zmiany w czasie. Tymczasem krioprezerwacja jest procesem czy
zabiegiem, ktorego efekty mozna oceni¢ dopiero po wielu latach. Recenzowana rozprawa jest
wiec ambitnym naukowym zadaniem o trudnym do okreslenia prawdopodobienstwie sukcesu,
ktory zalezy od wlasciwosci badanego obiektu, nie zas$ od eksperymentatora. To jednak cechuje
prace prawdziwie naukowe.

Tym wstgpem zamierzalem uzasadni¢ opinig, ze praca doktorska Pana mgr Marcina
Michalaka jest wazna i to zaréwno z punktu widzenia biologicznego — umozliwiajac lepsze
poznanie fizjologii kietkowania badanych gatunkow, jak i aplikacyjnego — poprzez wzbogacenie
warsztatu badawczego dendrologéw o wartosciowe narzedzie stuzace do przechowania i
utrwalania dla przyszlych pokolen, zasobéw genowych, w celu zachowania roznorodnosci
srodowiska lesnego.

Uwagi ogolne o pracy

Rozpoczyna si¢ ona slownikiem terminow i skrotow w niej uzytych, przez co unika si¢
niejednoznacznosci towarzyszacych dalszemu postugiwaniu si¢ nimi. Pochwalam ten sposdb
uzgodnienia stosowanej terminologii mimo, iz skréty takie jak RNA czy DNA pominatbym,
umieszczajac w zamian definicje termindéw orthodox, suborthodox i recalcitrant. Po ,,banku”
termindw nastepuje przeglad literatury przedstawienie przedmiotu pracy, sformutowanie celu



badan, opis materiatu biologicznego oraz zastosowanych metod badawczych, opis uzyskanych
wynikow, ich dyskusja, sformutowanie koncowych wnioskow, dwujezyczne streszczenie oraz
spis cytowanych publikacji.

Prezentowana rozprawa stanowi dobrej klasy opracowanie edytorskie, a jej autor
zastosowal efekty edytorskie oszczednie, przez co uchronil si¢ przed podejrzeniami o
efekciarstwo. Praca ta jest obszerna, gdyz obejmuje 152 strony druku, 48 rycin, wykresow i
fotografii, oraz wielka liczba 335 cytowanych pozycji literatury. Duchem nowych czaséw jest
spora liczba cytowan pochodzacych ze stron www. Rozprawa napisana zostala jasnym i
precyzyjnym jezykiem.

Przeglad literatury jest obszerny, siega bowiem niemal 40 stron druku. Jest to jednak
uzasadnione bogatym zestawem omoéwionych tematow. Rozpoczyna si¢ przedstawieniem wagi
problemu zachowania bioréznorodnosci w ekosystemach. To zagadnienie juz na wstgpie budzi
dalsze zapytania, z ktérymi zwracam sie¢ do doktoranta. Tak wigc, czy jest mozliwe pogodzenie
ochrony bioréznorodnosci ekosystemoéw rolniczych, czy leSnych 2z rosngcg stale
intensywnoscig ich eksploatacji gospodarczej. Przeciez nie da si¢ pogodzi¢ intensywnej
uprawy z dopuszczeniem do rozpowszechnienia si¢ chwastéow na polach, a w lasach -
dopuszczeniem do nadmiernego rozwoju drzew o malej wartoSci uzytkowej. Czy zatem
miejscem tych tysiecy obecnie nieuzytkowych, gatunkéw beda wylacznie banki gendéw,
zakladane z nadzieja, ze przyszle pokolenia znajda sposob na rozwigzanie tego problemu?

Drugi rozdzial przegladu literatury poswigcony jest omdéwieniu metod zachowania
zasobow genowych, ktére jednak maja te stabg strong, ze nawet w specjalistycznych organach
przechowalniczych roglin, jak nasiona, standardowa temperatura przechowywania -18°C nie
zapewnia zatrzymania si¢ ich procesow zyciowych, co ogranicza dhugo$¢ okresu
przechowywania. Z drugiej strony nasiona, zwlaszcza szczegdlnie cennych osobnikéw, musza
by¢ przechowywane. W ten sposéb autor doprowadza czytelnika do wniosku, rozwijanego w
dalszych rozdziatach, ze najskuteczniejszym sposobem przechowywania jest kriokonserwacja w
ultra niskich temperaturach, przynajmniej za$ w temperaturze cieklego azotu (-196°C). Jak
wynika z dhugiej listy cytowanych prac, jest wiele gatunkéw roslin drzewiastych podatnych na
krioprezerwacjg.

W rozdziale nastepnym autor przedstawia biofizyczne aspekty krioprezerwacji poprzez
charakterystyke proceséw zachodzacych podczas przygotowywania obiektow biologicznych do
zamrozenia oraz w trakcie stopniowego obnizania temperatury. Gléwnie chodzi tu o przemiany
fazowe, jakim podlega woda tkankowa w trakcie zamrazania, co czyni koniecznym uprzednia
optymalizacje stopnia uwodnienia tkanek. Krystalizacja wody wprowadza bowiem
niebezpieczenstwo silnych uszkodzen mechanicznych tkanek, w tym takze ich rozrywanie, a
takze rownie niebezpieczne odwodnienie tkanek w wyniku odciagania z nich wody
krystalizacyjnej. Autor widzi, zupelnie stusznie, zeszklenie roztworu komorkowego, nastepujace
podczas bardzo szybkiego schtadzania tkanek, jako alternatywe do konwencjonalnego procesu
krioprezerwacji. Jako ciekawostke odnotowatem informacjeg, ze rafinoza i stachioza skutecznie]
tworzg faze szkla niz popularniejsze cukry proste oraz sacharoza. Przypomnialem sobie bowiem,
ze w naszych badaniach nad miskantem olbrzymim zaobserwowali$my, iz w karpach roslin, w
okresie zimowym nastepuje nagromadzenie si¢ wlasnie rafinozy i stachiozy, ktéry to proces tak
jak szybko pojawil si¢ na poczatku zimy, tak szybko ustapil z poczatkiem wiosny. By¢ moze
nalezaloby zainteresowaé specjalistow z chemii teoretycznej, aby zbadali, czy struktura
czasteczek wymienionych cukréw w jakis specyficzny sposob ,.pasuje” do struktury agregatow
czasteczek wody i tym samym utrwala je w trakcie witryfikacji.

Rozwazania te prowadzg do wniosku, ze dwoma parametrami decydujacymi o skutkach,
a w konsekwencji do powodzenia krioprezerwacji, sa zawartos¢ i status wody komoérkowej oraz
tempo zmiany temperatury w trakcie zamarzania i rozmrazania tkanek.



W nastepnych kilku rozdziatach autor oméwil sposoby i efektywnos$¢ krioprezerwacji
trzech gtéwnych klas nasion tj. orthodox, recalcitrant oraz suborthodox, a w zwiazku z tym
strategie krioprezerwacji zaréwno catych nasion jak ich osi zarodkowych.

Osobnym problemem poznawczym jest ruchliwos¢ molekut w ultraniskich temperaturach
i wynikajaca stad szybko$¢ reakcji chemicznych. Zwyczajowo przyjmuje sig, ze szybkos¢ reakcji
chemicznych zmniejsza sie 2-3 krotnie wraz ze spadkiem temperatury o 10°C. To za$ oznacza,
ze spadek temperatury od plus kilkunastu stopni do temperatury wrzenia cieklego azotu pod
normalnym cisnieniem (-196°C) przechodzi przez 21 ,,dziesiatek” stopni, co powinno skutkowac
przecietnym spowolnieniem reakcji chemicznych od 2! (czyli ponad 2 miliony) do 3%! (ponad
10 miliardéw). Tym samym 1 sekunda w wyzszej temperaturze wymagataby od 12 dni do wielu
lat, aby spowodowaé takie samo zaawansowanie procesow w niskiej temperaturze. Wydaje sig
jednak, ze powyzsza zalezno$¢ obowiazuje tylko wtedy, gdy nie nastepuja zmiany fazowe w
srodowisku, wiec ma ona dla procesu krioprezerwacji znikome znaczenie. Faktycznie autor
konkluduje, ze nawet podczas kriogenicznego przechowywania nasion zachodza w nich, albo sg
kontynuowane, procesy fizjologiczne. W tym miejscu prosz¢ doktoranta o wypowiedz na
temat czy spotkal si¢ z doniesieniami na temat mozliwosci dalszego lub szybszego obnizenia
temperatury przechowywanych nasion. W szczegoélnosci chodzi o chlodzenie nasion w
cieklym azocie odparowywanym pod obnizonym ci$nieniem dla uzyskania temperatury
bliskiej jego zamarzaniu (-210.5°C), albo o zastosowaniu innych skroplonych gazéw jak
neon (temp wrzenia -246°C), czy wodoér (-252.8°C), a w ostatecznosci ciekly hel. Skroplony
wodor moglby okazaé si¢ szczegolnie interesujacy, ze wzgledu na wyjatkowo wysokie cieplo
parowania, dzigki ktéremu szybciej nastepowaloby odbieranie energii cieplnej z
chlodzonych nasion.

W nastepnych rozdziatlach wstgpu autor przedstawit wspoétczesna wiedzg¢ na temat
innych, stosunkowo mato znanych procesow zachodzacych w tkankach podczas, albo raczej w
wyniku, krioprezerwacji. Chodzi tu o procesy cyto- i histologiczne, procesy biochemiczne,
procesy genetyczne zachodzace na poziomie zmian struktury DNA i wreszcie zmiany nastepcze
0 charakterze epigenetycznym, w tym glownie zwigzane z dynamika proceséw
metylacji/demetylacji DNA.

Ostatnia cze$¢é wstepu poswiecona zostala uzasadnieniu wyboru wlasnie tych gatunkow
do badan. Wybrane do badaf gatunki drzewiaste (dzika jabton, grusza pospolita oraz czeresnia
ptasia) wazne sg z kilku powoddow:

- ich obecnos$é¢ zwigksza bioréznorodnos¢ ekosystemow lesnych, ktore zostaty wprawdzie
wyeliminowane z form wspotczesnych w trakcie procesu hodowlanego, jednak w przysziosci
moga okazaé¢ si¢ bardzo cenne (np. jako geny réznych odpornosci na stresy biotyczne i
abiotyczne),

- geny pierwotnych form roslin uzytkowych traktowane sg jako skarby narodowe, o coraz
wiekszej wartosei i z tego wzgledu podlegaja ochronie,

- drewno niektorych z tych gatunkéw, cho¢ przyrasta powoli, charakteryzuje si¢ wysoka
wartoscia uzytkowa.

Od wymienionych gatunkéw odbiega leszczyna pospolita, ktora, jako krzew, nie dostarcza
drewna o wyrdzniajacej si¢ wartosci, jednak jej owoce maja wysoka wartos¢ odzywceza i
nierzadko przewyzszaja pod tym wzgledem odmiany hodowlane.

Jak wynika z dalszej charakterystyki wymienionych gatunkéw, zakres wiedzy na temat
mozliwosci kriogenicznego ich przechowywania jest zréznicowany ale w kazdym przypadku
bardzo niekompletny, czasem wrecz ograniczony do przechowywania pakéw spoczynkowych
lub osi zarodkowych, a czasem tylko do niektorych genotypow, czy form pokrewnych. Taki stan
wiedzy uzasadnia w petlni cel pracy.



Cel pracy zostat okreslony jako mozliwie wszechstronne zbadanie podatnosci nasion badanych
gatunkOw na krioprezerwacj¢ przy réznych poziomach uwodnienia, opracowanie optymalne;j
procedury i warunkéw krioprezerwacji, okreslenie jej skutkdw, tj. stopnia zachowania
zywotno$ci nasion, a takze ujawnienie odleglych skutkéw tego zabiegu, ujawniajacych sig
poprzez zmiany stopnia metylacji DNA.

Autor wymienit 7 czastkowych celow Uznaje te cele jako ambitne zamierzenia
badawcze, a juz z pewnoscig warte poswigcenia im kilku lat badan. Cele te charakteryzuja si¢
wysokim stopniem nieprzewidywalnosci, co charakteryzuje prawdziwie naukowe badania,
ktorych powodzenie zalezy od wiasciwosci materiatu roslinnego. Rownoczesnie jednak taki
niekompletny stan wiedzy na temat mozliwosci krioprezerwacji nasion badanych gatunkéw
nasung! mi podejrzenie, ze temat ten moze nie by¢ tatwy jako, ze podejmowali go juz wczesniej
badacze w roznych laboratoriach i najwyrazniej nie uzyskali zadowalajacego sukcesu. Sadze, ze
autor zdal sobie z tego spraweg ale bylo to zapewne pozniej, kiedy zaawansowanie jego badan
bylo znaczne i nieodwracalne.

Nastepny rozdziat rozprawy opisuje material roslinny i zastosowane metody badan. Autor
poddal badaniom w sumie 9 proweniencji roslin pochodzacych z 4 wojewodztw zachodniej
Polski. W kolejnych podrozdziatach autor opisat izolacj¢ osi zarodkowych leszczyny i oceng ich
przezywalnosci na sztucznych podlozach, uzyskiwanie zadanej wilgotnosci nasion, technike
krioprezerwacji nasion w cieklym azocie i nastgpnie ich rozmrazanie, okreslanie zakresu
bezpiecznej wilgotnosci nasion do przechowywania kriogenicznego, stratyfikacj¢ nasion i
okreslanie ich zdolnosci do kietkowania i wschodéw i wreszcie techniki prowadzace do
oznaczania stopnia metylacji DNA, a wigc izolacj¢ DNA z nasion, osi zarodkowych i lisci, a
takze oznaczenie zawarto$ci metylocytozyny w hydrolizacie DNA znakowanym izotopem >°P.

Podsumowujac czes¢ metodyczna pracy stwierdzam, ze autor zastosowal wiasciwe
metody badan, nie zgtaszam w tej kwestii krytycznych uwag.

Uzyskane wyniki mozna zestawi¢ nastgpujaco:

- W badaniach wstepnych autor ,,przedstawil” nasiona badanych gatunkow pod
wzgledem zdolnosci do kietkowania i wschodéw. Nasiona dzikiej jabloni oraz gruszy
pospolitej kielkowaly i1 wschodzily w wysokim procencie, nawet po silnym,
wstepnym podsuszeniu, natomiast nasiona czeresni ptasiej kietkowaly stabiej, nawet
przy optymalnym uwodnieniu a po podsuszeniu zdolnos$¢ do kietkowania i wschodow
zmniejszata si¢ nawet do kilku procent. Podobnie, stabsza zdolno$¢ do kietkowania i
wschodéw wykazywaly nasiona leszczyny pospolitej. Zaniepokoito mnie jednak (i
prosz¢ o ustosunkowanie si¢) porownanie rycin 17 i 18 (a takze w dalszej czgsci
pracy poréwnanie danych z tabel 35 i 36) z ktérych wynika, ze najsilniej podsuszone
nasiona w wigkszym procencie ,wschodzity” niz kietkowaly. Poza tym
zastanawiam si¢, czy w przypadku relatywnie duzych nasion leszczyny
podsuszanie ich doprowadza do uzyskania okreSlonej zawartosci wody
usrednionej dla calych nasion, w ktorych o§ zarodka stanowi znikoma ich czesé.
Czy zatem nie wystgpilo niebezpieczenstwo, ze uwodnienie osi zarodka moze by¢
znaczgco inne anizeli mierzone Srednie uwodnienie nasion. Efekt ten w
mniejszym stopniu powinien ujawni¢ si¢ w znacznie mniejszych nasionach
pozostalych gatunkow.

- Na druga cze$s¢ wynikow ztozyly si¢ eksperymenty, w ktérych autor opisat
wrazliwos¢ nasion badanych gatunkéw na temperature cieklego azotu i wplyw
wilgotnosci nasion na te wrazliwos¢. Nasiona dzikiej jabloni wykazywaly dobra
tolerancje na ultraniskg temperaturg w tzw. bezpiecznym zakresie wilgotnosci, gdzie
zdolnosci do kietkowania i wschodéw nasion w temperaturze cieklego azotu i w



temperaturze kontrolnej byly nieistotnie rézne. Podobnie zachowywaly si¢ nasiona
gruszy pospolitej 1 czeresni ptasiej, aczkolwiek w tym ostatnim przypadku
kietkowanie nasion bylo istotnie nizsze. Zastanowilo mnie dlaczego na rycinie 30
autor zaznaczyl zakres wilgotnosci tylko do wilgotnosci 17.2%. Rozumiem, zZe
zakres bezpiecznej wilgotno$ci z punktu widzenia krioprezerwacji obejmuje
temperatury w ktorych kielkowanie/wschody s3 nieistotnie rézne w obu
temperaturach. To si¢ zgadza, ale przy wilgotnosci nasion 19.8% temperatura
LN istotnie obnizyla wschody, co nie zmienilo faktu, Ze i tak byly one wyizsze od
pozostalych, a wiec w praktyce powinno si¢ stosowacé wlasnie t¢ wilgotnos¢
nasion do zabiegu Kkrioprezerwacji. I druga kwestia — ryciny 32 i w pewnym
stopniu 33 i 34 pokazuja bardzo ciekawy efekt, Zze mianowicie wilgotnoSci
skrajnie niskie i skrajnie wysokie sa najkorzystniejsze dla kielkowania nasion,
niezaleznie od temperatury. By¢ moze oznacza to, ze woda zawarta w nasionach
dziala wedlug réznych mechanizméw o roéznie umiejscowionych maksimach.
Prosze o komentarz, ale sam nie mam pomystu w tej sprawie.

Autor badal takze efektywnos¢ dtugotrwatego (2 lata) przetrzymywania nasion gruszy
pospolitej w temperaturze LN w poréwnaniu z przechowywaniem w chtodzie. Udato
si¢ wyznaczy¢ zakres wilgotnosci poczatkowej, dla ktdérej kietkowanie nasion i
wschody po okresie przechowywania byly nieistotnie rézne. Poczatkowo
zastanawialem si¢, jaka korzy$¢ dla przechowalnictwa wynika z takiego
eksperymentu, bo z pewno$cig latwiej zastosowaé temperature 3 °C niz -196 °C, a
uzyskuje si¢ takg samg efektywnos¢ kielkowania. Potem jednak doszedlem do
wniosku, ze autor dluzej czeka¢ nie mogl, a mam nadziej¢, ze zostawil sobie
jaka$ parti¢ nasion, za kilka lat je rozmrozi i wéwczas wynik moze by¢é
spektakularny. Prosz¢ o komentarz.

Nasiona leszczyny pozbawione okryw nasiennych, po przemrozeniu w temperaturze
LN, zachowywaty zdolnos¢ do wschoddw jedynie w waskim przedziale wilgotnosci 7
do 9%. Nasiona z pozostawiong okrywa owocni znosily lepiej traktowanie
tgemperaturg LN, aczkolwiek pordwnanie z poprzednia préba wskazuje, ze w
obydwu probkach zastosowano prawdopodobnie rdzne partie nasion albo, ze uptynat
rézny czas od momentu zbioru.

Nastgpna grupa eksperymentow dotyczyta zbadania skutkow zamrozenia przez okres
dwoch lat, w temperaturze LN, nasion badanych gatunkéw drzew. Wschody nasion
dzikiej jabloni po przemrozeniu nastgpowaly nawet w wigkszym procencie w
poréwnaniu z kontrola, natomiast w nasionach gruszy pospolitej i czeresni ptasiej
wschody po przemrozeniu w LN nie r6znity si¢ istotnie od kontroli. Uwaga podobna
do wczesniejszej — mam nadziej¢, Ze autor dysponuje probkami nasion tych
gatunkow, ktorym w warunkach LN nadal ,bije zegar” i bedzie mozliwe
ponowne zbadanie wschod6éw tych samych nasion po uplywie kilku lat.

Autor zbadal poziom metylacji cytozyny w DNA wyizolowanym z nasion
kontrolnych i traktowanych temperatura LN. Wyniki okazaly si¢ obiecujace,
wskazaly bowiem, cho¢ tylko na przyktadzie gruszy pospolitej, Zze traktowanie
temperatura LN nasion doprowadzonych do bezpiecznego zakresu wilgotnosci,
okreslonego przez autora, nie zwiekszylo poziomu metylacji, a wigc, nie zwigkszyto
ryzyka wtérnych zmian w przechowywanym materiale, w tym takze zmian
epigenetycznych utrzymujacych sie dtuzszy czas po zakonczeniu tego traktowania.
Troche oddalone od gléwnego tematu badan byty eksperymenty z wykorzystaniem
krioprezerwacji izolowanych osi zarodkowych owocow leszczyny w hodowli in vitro.
We wstepnych badaniach autor znalazt pozywke, na ktorej osie zarodkowe
formowaly w pewnym procencie kompletng siewke, czyli ped 1 korzen.



Krioprezerwacja nie pogorszyla zdolnosci organogenetycznych kultur izolowanych
osi, a nawet je zwigkszyta. Podobne wyniki uzyskano hodujac w warunkach in vitro
osie zarodkowe przechowywane w temperaturze LN; réwniez i w tym przypadku z
hodowli po traktowaniu kriogenicznym regenerowato si¢ ponaddwukrotnie wiece]
kompletnych siewek w porownaniu z kontrola.

- Rozdziat wyniki konczy sie¢ efektowna fotografia prawidtowo wyksztalconej siewki
leszczyny, ktéra wyrosta z osi zarodkowej przechowywanej przez 2 lata w
temperaturze LN i nastgpnie regenerowanej w warunkach in vitro. Gratuluje.

Dyskusja

Autor wnikliwie przeanalizowal uzyskane przez siebie wyniki na tle badan innych autorow,
podkreslajac te osiagnigcia, w ktorych jego wyniki sq bardziej obiecujace anizeli uzyskane te
literaturowe. Takich sytuacji byto kilka, co czyni prace doktorska Pana Marcina Michalaka
wartosciowym dzietlem naukowym.

Whioski

W rozdziale o takim tytule zostal zamieszczony przeglad uzyskanych wynikow, a wiec
nazwalbym go raczej ,,Podsumowaniem”. Nie jest to jednak mankament pracy, poniewaz
autorzy rozpraw doktorskich postepuja w tym miejscu réznie, zamieszczajac wnioski albo
podsumowanie albo wreszcie jedno i drugie. By¢ moze jednak byloby wskazane, aby umiesci¢
wlasciwe wnioski, a wiec np. perspektywy i kierunki dalszych badan, wskazowki dla
kontynuatorow tych badan, sposoby uniknigcia bledow w przysziosci, czy propozycja
zastosowania innych technik badawczych. Proponuje¢ aby doktorant sprébowal sformulowa¢
takie wlasnie wnioski podczas obrony, moze w tym celu skorzysta¢ ze streszczenia, gdyz
widze tam pewne przydatne do tego celu mysli.

Spis literatury
Jak zaznaczylem wczedniej, spis literatury jest wyjatkowo obszerny, co wynika z
wielowatkowosci pracy.

Whiosek koncowy
Wyrazam zdecydowana i jednoznaczng opini¢, ze przedstawiona przez Pana mgr. Marcina
Michalaka rozprawa wnosi wiele nowych informacji, poszerzajacych nasza wiedz¢ o mozliwosci
1 efektywno$¢ krioprezerwacji nasion dzikich gatunkéw drzew owocowych. Nasiona te bowiem,
poza znaczeniem dla ochrony bioréznorodnosci srodowiska lesnego, wchodzg takze w sktad
majatku narodowego, jako siedlisko genow, wyeliminowanych z uprawianych gatunkow drzew
sadowniczych w procesie hodowli, a ktére moga dla wspdtczesnych roslin stanowi¢ rodzaj
,~genomowej arki Noego”.

Praca ta spelnia wszystkie kryteria wymagane dla dysertacji doktorskiej, wnioskuj¢ zatem
o dopuszczenie Pana Michalaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Franciszek Dubert



