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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Mikolaja K. Wawrzyniaka
,Konsekwencje warunkéw przechowywania nasion wybranych gatunkéw lesnych drzew
i krzewow dla rozwoju siewek”

Rozprawa doktorska mgr inz. Mikolaja K. Wawizyniaka, doktoranta Srodowiskowego
Studium Doktoranckiego Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
zostala wykonana pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Pawla Chmielarza, w Pracowni Biologii
Rozmnazania i Genetyki Populacyjnej Instytutu Dendrologii PAN w Korniku. Oceniana rozprawa
doktorska to cykl trzech monotematycznych publikacji analizujgcych warunki niskiej temperatury
i wilgotnodci optymalne do przechowywania nasion kategorii orthodox wybranych gatunkéw
rodlin drzewiastych - opatrzony streszezeniem w  jezyku polskim i angielskim oraz
kilkudziesieciostronicowym wprowadzeniem i obszernym spisem literatury. Zawarte sg takze
o$wiadezenia wspolautoréw publikacii, z odpowiednimi podpisami. Prezentowane publikacje sa
pracami  oryginalnymi opublikowanymi w2020 roku w dobrych czasopismach
miedzynarodowych: Annals of Forest Science, Canadian Journal of Forest Research i PLOS
ONE. Wszystkie artykuty sa pracami zespolowymi, nazwisko Doktoranta umieszczone jest na
pierwszym migjscu. Lista publikacji. wehodzaeych w sklad rozprawy doktorskiej, obejmuje
nastepujgce pozycje:

1. Wawrzyniak MK, Jasinska AK, Chmielarz P, Kozlowski G. 2020. Desiccation, dormancy, and
storage of Pterocarya fraxinifolia (Juglandaceae) seeds: application in Hyrcanian and Colchian
forest conservation. Canadian Jowrnal of Forest Research 50 (1): 24-31 (Impact Factor 5-letni z
2019 1.: 2,162, pkt MNiSW 100)

2. Wawrzyniak MK, Kalemba EM, Ratajezak E, Chmielarz P. 2020. Oxidation processes related
to seed storage and seedling growth of Malus sylvestris, Prunus avium and Prunus padus. PLOS
ONE 15. 6, €0234510 (Impact Factor S-letni z 2019 r.: 3,226, pkt MNiSW 100)

3. Wawrzyniak MK, Michalak M, Chmielarz P. 2020. Effect of different conditions of storage
on seed viability and seedling growth of six European wild fruit woody plants. Annals of Forest
Science 77 (2): 1-20 (Impact Factor S-letni z 2019 r.: 2,758, pkt MNiSW 140).

Laczny Impact Factor (S-letni, 2019 r.) publikacji przedstawionych do oceny jako rozprawa
doktorska wynosi ok. 8.15 a sumaryczna liczba punktow MNISW - 340. Prace sg z 2020 r. i nie

byly jeszcze cytowane przez innych autoréw (wg. Web of Science, dn. 6.10.2020). Udzial wiasny

Doktoranta w powstaniu publikacji zostal okreslony w granicach od 70% do 75%. I ak wynika z




o$wiadezen wspdlautoréw Doktorant byl gléwnym wykonawey badat, pisal 1 przygotowywal
manuskrypty do druku. Doktorant jest takze autorem korespondencyjnym.

Publikacje stanowigce rozprawe doktorskg poprzedzone sg Wstepen, w ktorym Doktorant
omawia pokrotce rolg bankéw nasion w zachowaniu zasobéw genowych dizew, charakieryzuje
najwaznicjsze czyuniki srodowiskowe wplywajace na czas przechowywania nasion oraz podaje i
opisuje przyjete podzialy nasion na kategorie (orthodox, recalcifrant, intermediate), omawia
podstawy procesu starzenia nasion i waranki sprzyjajace ich zywotnosci. Zaprezentowane trescei
oraz przeglad literatury dobrze wprowadzaja w tematyke naukowych zainteresowan Doktoranta.
Cel recenzowanej rozprawy doktorskiej zostal sprecyzowany jako: ,poznanie mechanizmdw
kielkowania i wschodzenia nasion lesnych gatunkdow drzewiastych po ich przechowaniu w
kontrolowanych warunkach do 3 lat oraz wplywu takiego przechowania na péznicjszy wzrost i
rozw(j siewek”. Doktorant postawil cztery hipotezy badaweze. kolejno weryfikowane w
prezentowanych  publikacjach.  Analizujge  opublikowane prace eksperymentalne, mozna
stwierdzi¢, ze cel pracy zostal zrealizowany a hipotezy potwierdzone. Doktorant skrétowo takze
scharakteryzowal material badawezy i podstawowe metody, a nastgpnic przedstawil wyniki
uzupetniajgce oraz podsumowanie badan i wnioski.

Stosowany w prezentowanych pracach materiat roslinny, uklad cksperymentalny i metody
badawcze nie budzg zastrzezen. Obiektem badain Doktoranta byly nasiona 7 gatunkéw lesnych
drzew 1 krzewow: czeresni ptasiej (Prunus avium L.), czeremchy pospolite] (Prunus pudus L.).
derenia $widwy (Cornus sanguinea L.), gruszy pospolitej (Pyrus communis L.), jabloni dzikiej
(Malus sylvestris L.), jarzgbu pospolitego (Sorbus aucuparia L.) i skrzydlorzecha kaukaskiego
(Pterocarya fraxinifolia Poir. Spach.). Rozdzialy dotyczgee materialéw i metod we wskazanych
publikacjach, zawieraja szczegétowe informacie, wystarczajgce do ewentualnego powtérzenia
przedstawionych doswiadezen. Dobdr metod badawcezych jest w miare réznorodny, zastosowano
odpowiednie i stosunkowo nowe techniki badawcze. Uzyskane wyniki badan zostaly poddane
doktadnej analizie statystycznej. Przeglad rozdzialow omawiajgcych materialy i metody, lacznie z
prezentowanymi w publikacjach wynikami badan, pozwalaja stwicrdzi¢, ze mgr inz. Mikolaj K.
Wawtrzyniak opanowal metodyke badan stosowang w biologii eksperymentalnej roslin,

W pierwszej pracy ocenianego cyklu publikacji stanowiacych rozprawe doktorska,
Doktorant badal stan spoczynku nasion skrzydlorzecha kaukaskiego (P. fraxinifolia), iolerancjg na
wysuszanie i niskie temperatury a takze mozliwo$é zastosowania kriokonserwacji podczas
przechowywania tych nasion. Celem pracy Doktoranta byto okreslenie takich cech nasion, ktore
mogg by¢ przydatne do ustalenia metod ochrony zasobow genetycznych badanego gafunku.
Pterocarya fraxinifolia to reliktowy gatunek drzewa z rodziny Juglandaceae, pochodzacy z
poludniowego Kaukazu, wehodzgey w sklad roslinnosei tamtejszych zanikajacych obecnie legow.
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W prezentowanej publikacji Doktorant zastosowal pie¢ rdéznych metod stratyfikacji - w
wickszoéci 8 - 12 tygodni w temp. 3°C, z podlozem do stratyfikacji (lub bez), z modyfikacjami.
Badania prezentowane w publikacji umieszezonej w czasopi$mie Canadian Journal of Forest
Research (2020) stanowig, zgodnie z deklaracja autorow, pierwszg kompleksowg oceng cech
nasion P. fraxinifolia z jego naturalnych drzewostandw majgca na celu okreslenie metod ochrony
ex situ lego drzewa. Intercsujgca metoda wydaje sig¢ kriokonserwacja nasion w cieklym azocie
(-196°C) pozwalajgca na zachowanie zasobéw genetycznych zagrozonych wyginigciem roslin.
Wykonane analizy wskazaty na wilgotnos$¢ nasion w granicach 2,8% -18,1% jako bezpieczng do
ich krioprezerwacji. Zgodnie z deklaracjg autoréw, to ich badania po raz pierwszy wykazaly
mozliwo$é kriokonserwacji nasion tego gatunku. Nie stwierdzono takze istotnych rdznic w
kietkowaniu i wezesnym rozwoju siewek z nasion przechowywanych przez rok w temperaturach:
-3, -18 1 -196 °C. Obserwacja ta sugeruje mozliwosci dlugotrwalego przechowywania naston w
bankach gendw, zardwno w temperaturze ok. -20 °C, jak 1 w cieklym azocie, bez istotnej utraty
zywotnosci. Opublikowane wyniki wskazaly, ze badane nasiona P. fraxinifolia mogg kielkowac
po 8 tygodniach stratyfikacji (3°C), co pozwala na uzyskanie sadzonek juz po 6-7 tygodniach.
Doktorant wraz ze wspdlautorami uznal, na podstawie uzyskanych wynikéw, Ze nasiona P.
fraxinifolia mozna zaklasyfikowaé do kategorii ortodox (znosily podsuszenie do 2.8%
wilgotnodci). Prezentowane w publikacji wyniki (i ich dyskusja) sa ciekawe, mogg mie¢ tez
praktyczne zastosowanic — stanowigc podstawe dla programu konserwacji kriogenicznej tego
reliktowego gatunku drzewa.

W drugiej pracy z ocenianego cyklu publikacji Doktorant analizowal zmiany zwigzane z
objawami stresu oksydacyjnego podczas dlugoterminowego przechowywania nasion jabloni
dzikiej (Malus sylvestris), czeresni ptasiej (Prunus aviun) i czeremchy pospolitej (Prunus padus),
badal takze rozwdj siewek i wzrost sadzonek. Deklarowanym w pracy glownym celem badan bylo
okreslenie, jak przechowywanic nasion w warunkach niskiej wilgotnosci 1 ujemnych temperatur
wplywa na proces kietkowania, symptomy stresu oksydacyjnego, a nastepnie rozwoj siewek oraz
jakie warunki sg odpowiednie do przechowywania nasion badanych gatunkéw (kategorii
orthodox) i do uzyskania dobrej jakosci sadzonek. Dodatkowym celem bylo zbadanie, czy zmiany
poziomu nadtlenku wodoru, kwasu askorbinowego i/lub zmiany potencjalu redoks w nasionach
moga by¢ potencjalnym markerem jakosei uzyskiwanych sadzonek. W celu realizacji tych badan
Doktorant podjal wspolprace z pracownikami Pracowni Biochemii Nasion Instytutu Dendrologii
PAN, ktérych wezesnicjsze badania wykazaly, e system antyoksydacyjny pelni istotng role w
utrzymaniu zywotnosci nasion drzew i ich tolerancji na desykacj¢ podezas przechowywania. W
pracy opublikowanej w PLOS ONE (2020) badano zawarto$¢ nadtlenku wodoru, produktow
peroksydacji lipidow (TBARS), kwasu askorbinowego i jego potencjat redoks (formy utlenione;j
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oraz zredukowanej) w nasionach po 2 1 3-letnim okresie przechowywania w temperaturach: -3°,
~18° lub -196°C, w warunkach obnizonej wilgotnosci (ok. 5%, 8% i 11%). Analizy wykonano
wykorzystujge kietkujgce nasiona oraz 3-miesicczne siewki. Interesujacym efektem tej pracy bylo
stwierdzenie, iz nasiona badanych gatunkéw. choé zaklasyfikowane do kategorii orthodox, to
jednak  wykazujg réznice w odpowiedzi na warunki przechowywania (na poziomic
biochemicznym), zmiany sg takze widoczne w rozwijajacych si¢ siewkach. Doktorant, wraz ze
wspolautorami, wykazal nickorzystny wplyw obnizonej zawartosei kwasu askorbinowego na
rozwoj 1 jakos$¢ siewek M. sylvestris, ponadto zawarto$é tego zwigzku w siewkach M. sylvesiris
byla Kilkakrotnie wyzsza w pordwnaniu z P. avium i P. padus (po dwoéch latach — StFig.),
niezaleznie od sposobu przechowywania nasion. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant
zasugerowal, ze monitorowanie zmian zawartodci kwasu askorbinowego w kielkujacych
nasionach i mlodych siewkach drzew moze byé pomocne w ocenie Zywotnosci nasion. Nalezy
zalowa¢, ze Doktorant nie wykonal pomiardéw zawartosci glutationu w badanym ukladzie
dos$wiadezalnym. Czy byly takie plany doswiadczen? Chcialabym, aby na obronie roZprawy
doktorskiej Dokiorant ustosunkowal si¢ do tej kwestii, oczekuje informacji o mozliwych
funkcjach glutationu podezas przechowywania nasion drzew. Dyskusja jest dobrze napisanym
rozdzialem (ej publikacji, obszerne sa takze wyniki uzupelniajace zawierajace dokladne analizy
statystyczne (ciekawie zilustrowane graficznie). Zauwazylam jednak w tekdcic -publikacji nieco
drobnych bledow. ktore umkngly podezas korekty tekstu (Tab. 1, strony: 3, 17. 18, 19, 20, 21).

W trzeciej pracy z ocenianego cyklu, opublikowanej w Annals of Forest Science (2020)
Doktorant analizowal biologie nasion szesciu gatunkéw dzikich drzew owocowych podczas
przechowywania w kontrolowanych warunkach obnizonej wilgotnosei i niskich temperatur (w
ciggu trzech lat) oraz wplyw stosowanych czynnikéw nﬁ kietkowanie i wzrost siewek. Oprocz
obserwacji kielkowania nasion w warunkach laboratoryjnych, analizowano takze parametry
wzrostowe rocznych sadzonek (rosngeych w tunelu foliowym). Do badanych juz w poprzedniej
pracy M. splvestris, P. avium i P. padus dodano do$wiadczenia nad Cornus sanguinea, Pyrus
communis 1 Sorbus aucuparia. Na bazie uzyskanych wynikow, Doktorant wraz ze wspélautorami
zaproponowal najbardziej optymalne warunki przechowywania nasion drzew; indywidualnie
podchodzge do kazdego badanego gatunku. Przykladowo, za najkorzystniejsze warunki
przechowywania nasion S. aucuparia do lat trzech uznal temperature -3°C i nizsza niz 11%
wilgotnos¢. Dokforant deklaruje, ze po raz pierwszy wykazal mozliwoéé bezpiecznego
przechowywania nasion C. sanguinea i S. aucuparia w cieklym azocie. Zaobserwowal, iz nasiona
M. syivesiris charakteryzowaly si¢ obnizong zdolnodcia kietkowania przy wilgotnosci ponizej 5%,
natomiast podsuszenie nasion P. communis ponizej 5% wilgotnosei nie wplywalo istotnie na ich

zywotnos¢. Interesujgce sy takze obserwacje, ze zastosowane roznorodne warunki
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przechowywania nasion nie wplywaly istotnie na morfologiczne parametry rozwijajgcych sie
siewek. Uzyskanie licznych wynikéw badan prezentowanych w omawianej publikacji i ich
szczegbdlowe analizy (w tym statystyczne), a takze w publikacjach omawianych wczeéniej, na
pewno wymagaly duzego zaangazowania Doktoranta, co warto podkreslié.

Doktorant uzupelnil, ponadto, opublikowane wyniki o dane eksperymentalne,
zrealizowane w ramach kolejnego etapu badan, dotyczgce zawartodei azotu w korzeniach siewek
oraz analiz morfologii korzeni wytworzonych w efekcie kielkowania nasion, ktore
przechowywano w réznych warunkach wilgotnosei i temperatury. Czy Doktorant ma w planach
publikacje tych wynikéw? Czy podobne badania byly juz opublikowane? Nalezy stwierdzi¢, ze
opis wynikéw badaft w rozprawie doktorskie] mgr inz. M. K. Wawrzyniaka jest poprawny i
logiczny, wykresy i tabele sa zrozumiale i opatizone odpowiednimi legendami. Sposob
przedstawienia, opis 1 dyskusja wynikdw badan uzyskanych w ramach pracy doktorskiej, zaréwno
opublikowanych jak i bedacych uzupelnieniem, nie budzg zastrzezen. Cheialabym jednak, by mgr
inz, M. K. Wawrzyniak w trakcie obrony rozprawy doktorskiej szerzej omdwil procesy
warunkujace usuwanie nadmiaru reaktywnych form tlenu w przechowywanych nasionach dizew
oraz podkreslit wlasne osiggnigeia. Oczekuje takze wskazania, ktore badania warto by bylo
rozszerzy¢ i kontynuowac w przysziosei.

Generalnie, w ocenie opublikowanych prac wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej
recenzent ma ulatwione zadanie, gdyz przed drukiem przeszly juz weryfikacje specjalistéw -
wyniki badan zostaly juz poddane wnikliwej ocenie dokonanej przez recenzentow
opublikowanych prac. W mojej opinii, jako recenzenta, tematyka rozprawy doktorskiej jest
aktualna naukowo. Oceniane prace wpisuja si¢ w aktualny trend badan nad odpowiedzig rodlin na
czymniki stresowe oraz nad rola reaktywnych form tlenu. Publikacje wpisuja sie takze w trend
badan konserwatorskich nad roslinami potencjalnie zagrozonymi w niektérych siedliskach, Praca
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, a pod wzgledem formalnym jest poprawnie
skonstruowana. Oceniane prace oryginalne zawicrajg ciekawe wyniki o potencjalnym
zastosowaniu aplikacyjnym, ktore moga byé pomocne w opracowaniu warunkow optymalnych do
przechowywania nasion poszczegdlnych gatunkdéw drzew., Uwazam, 7e¢ dobdr metod byl
wlasciwy a ich spektrum wystarczajgce dla rozprawy doktorskiej, Wszystkie artykuty wehodzace
w sklad rozprawy sg pracami zespolowymi, co pokazuje, ze Doktorant potrafi pracowaé w
zespole 1 wspolpracowa¢ z innymi badaczami. Nazwisko Doktoranta jest na pierwszym miejscu,
wskazujge na Jego wiodgea rolg, co potwierdzaja oswiadczenia wspélautordéw publikacji. Mgr inz.
M.K. Wawrzyniak wydaje si¢ by¢ badaczem o sprecyzowanych zainteresowaniach naukowych. O
dos$wiadczeniu Doktoranta, jako badacza, $wiadczg rowniez inne prace, w ktorych jest
wspolautorem, a takze doniesienia konferencyjne, w tym wudzial w konferencjach
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migdzynarodowych. Prezentowane w pracach wyniki badan zostaly przeprowadzone na
wybranych nasionach lesnych gatunkdéw drzew i krzewow, ktorych biologia/fizjologia byla
dotychczas slabo poznana (zwlaszcza pod katem przechowywania w cieklym azocie). Badania
nad wplywem warunkow kilkuletniego, kontrolowanego przechowywania na poczgtkowe fazy
wzrostu siewek sg interesujgce 1 mogg mie¢ znaczenie praktyczne w szkotkarstwie lesnym.

Rozprawa doktorska mgr inz. Mikolaja K. Wawrzyniaka jest napisana poprawnym
jezykiem. bez powaznych bleddéw, oraz jest prawidtowo zredagowana. Znaleziono pewne
niedociggnigeia, gldwnie w czgsei wprowadzajacej, np. brakuje wyjasnienia niektorych skrotow
(np. Ryc. 1. czy str. 13), stwierdzono drobne bledy literowe (i interpunkcyjne), zwlaszcza w spisie
literatury (np. str.: 7, 8, 9, 10. 15, 21, 23, 25, 26. 27, 28, 29) - nie wplywajace jednak na wartosé¢
merytoryczng ocenianej rozprawy doktorskiej. Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej
stwierdzam, ze Doktorant opanowal problematyke i metodyke badan z zakresu fizjologii i
biochemii nasion, wykazal si¢ znajomoscig zagadnien i terminologii naukowej, potrafil
zorganizowac i zaplanowaé doswiadczenia oraz zinterpretowac uzyskane wyniki.

Podsumowujgce. cheialabym podkresli¢ wartos$é rozprawy doktorskiej mgr inz. Mikolaja K.
Wawrzyniaka. Doktorant zrealizowal cele postawione w pracy. uzyskane wyniki sg oryginalne
i opublikowane w dobrych czasopismach. Stwierdzam, jako recenzent, ze praca doktorska mgr
inz. Mikolaja K. Wawrzyniaka zatytulowana: Konsekwencje warunkoéw przechowywania
nasion wybranych gatunkow lesnych drzew i krzewow dla rozwoju siewek spelnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim. Wystepuje zatem do Rady Naukowej Instytutu Dendrologii
PAN w Kérniku z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr inz. Mikolaja K. Wawrzyniaka do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Bialystok, 13.10.2020 r.
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