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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. MAGDALENY ZAPALSKIEJ
pt. ,Analiza ekspresji wybranych genéw kodujgcych enzymy antyoksydacyjne w
sadzonkach debu szyputkowego (Quercus robur L.) traktowanych jonami kadmu”
(promotor: prof. dr hab. Krzysztof Kowalczyk, promotor pomocniczy: dr Michat Nowak)

Metale ciezkie stanowig jedno z najpowszechniejszych | najniebezpieczniejszych
zanieczyszczen $rodowiska przyrodniczego cztowieka. Ich negatywny wptyw na organizmy zywe
potwierdzony zostat w wielu publikacjach naukowych. Pomimo tak wielu prac po$wigconych tej
tematyce, wcigz istnieje jednak potrzeba oceny wptywu metali ciezkich na organizmy zywe, w tym
roéliny, szczegdlnie w sytuacji poszukiwania nowych rozwigzan eliminacji tych niebezpiecznych
pierwiastkow ze $rodowiska. Wsrod metali cigzkich — kadm (Cd) - jest jednym 2z
najniebezpieczniejszych. Ze wzgledu na swojg mobilnos¢ oraz niewielkie stgzenie potrzebne do
wywotania efektow toksycznosci metal ten powinien podlega¢ szczegéinej uwadze. Niezmiernie
wazne sg wiec badania, ktére nie tylko pozwolg na poznanie zagrozen (efektu toksycznego)
powodowanego przez ten metal ale rowniez bedg zmierzaty do poszukiwania nowych rozwigzan,
ktore wplynelyby na zmniejszenie ryzyka zwigzanego z jego obecnoscig w $rodowisku.
Fitostabilizacja metali ciezkich stanowi w tym zakresie interesujgce rozwigzanie. Nie jest metodg
kosztowng a poprzez odpowiednie dobranie roslin uzyskuje sie efekt unieruchomienia
zanieczyszczen na szereg lat.

Biorgc pod uwage powyzsze, temat przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej doskonale
wpisuje sie w aktualne trendy badawcze i potrzeby zwigzane z ochrong $rodowiska. Tematyka
podjeta przez Doktorantke, tj. analiza ekspresji wybranych gendéw kodujgcych enzymy
antyoksydacyjne w sadzonkach debu szyputkowego pod wplywem dziatania kadmu, jak rowniez
wybér optymalnej metody izolacji RNA przydatnej do analizy transkryptéw, nie zostata dotychczas
wyczerpujgco opisana w literaturze przedmiotu. Powyzsze badania w potgczeniu z oceng
biochemiczng efektu toksycznego powodowanego przez kadm dajg nie tylko petny obraz
potencjalnego ryzyka ale réwniez wskazujg na potencjalne fitostabilizacyjne zdolnosci debu
szyputkowego w odniesieniu do kadmu. Moze to mie¢ duze znaczenie przy wyborze gatunkow
drzew uzywanych do zalesiania terenéw skazonych przez ten niebezpieczny metal cigzki.

Praca doktorska zrealizowana zostata w Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin,
Wydziatu Agrobioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie pod kierunkiem prof. dr hab.
Krzysztofa Kowalczyka. Role promotora pomocniczego petnit pan dr Michat Nowak.
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Dysertacja obejmuje 133 strony, zawiera 20 rysunkéw, 22 tabele oraz 219 pozycji
literaturowych. Rozprawa ma klasyczny uktad. Zawiera typowe dla pracy doktorskiej rozdziaty,
ktére mozna podzieli¢ na czes¢ literaturowg i cze$¢ badawcza (doswiadczalng). Cze$é badawcza
stanowi okoto 70% catosci rozprawy doktorskiej. Dysertacja mgr inz. Magdaleny Zapalskiej
napisana jest poprawnym jezykiem polskim, z gruntownym zrozumieniem opisywanej tematyki
oraz duzg starannoscig edytorskg (w wigkszosci przypadkéw). Dotyczy to zaréwno strony
jezykowej, jak i graficznej dysertacji.

Na poczatku pracy znajduje sie wykaz skrotéw. Czesc literaturowa skitada sie z krotkiego
wprowadzenie do tematu dysertacji. Dalszg cze$¢ pracy stanowi cel badan. Na czesé
doswiadczalng sktadajg si¢ metodyka badarn oraz omoéwienie wynikéw a nastepnie dyskusja.
Rozprawe zamykajg: rozdziat z wnioskami, wykaz literatury oraz streszczenie dysertacji w jezyku
polskim i angielskim, ktéry umozliwia zapoznanie sie z gtéwnymi tezami pracy, a szczegélnie z
wynikami i wnioskami.

~Wstep i przeglad literatury” obejmuje jeden rozdziat, bez podziatu na podrozdziaty. W
rozdziale tym autorka przedstawita w skrocie informacje na temat ekologii debu szyputkowego,
korzysci wynikajgcych z wykorzystania drzew do fitostabilizacji metali ciezkich, zrédet i zagrozen
zwigzanych z obecnoscig jonéw kadmu w $rodowisku oraz ich wplywie na organizmy zywe.
Rozdziat ten napisany zostat troche chaotycznie. Moim zdaniem te cze$é¢ pracy nalezato by
podzieli¢ na podrozdziaty, ktére wprowadzityby wieksza przejrzystos¢ i usystematyzowaty
informacje prezentowane przez Doktorantke. Jako zalety nalezy podkreslié, ze rozdziat ,Wstep i
przeglad literatury” przygotowany zostat w oparciu o aktualng literature (wigkszo$¢ pozyciji
opublikowana zostata po 2005 roku) oraz gtéwnie w oparciu o literature anglojezyczng
opublikowang w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym. Wskazuje to na bardzo dobre
opanowanie zagadnienia przez doktorantke. Ponadto uwazam, ze autorce udato sie trafnie
wyselekcjonowa¢ z bardzo obszernej literatury przedmiotu i przedstawi¢ w zwieztej formie
najwazniejsze zagadnienia odnoszgce sie do tematu rozprawy.

Po ,Wstepie i przegladzie literatury” znajduje sie cel pracy (Rozdziat 2), gdzie autorka w
sposéb syntetyczny przedstawita gtéwne zatozenia dysertacji. Celem pracy doktorskiej byto:

1. Zbadanie wptywu jondéw kadmu na poziom mRNA wybranych genéw kodujgcych Cu/Zn-
SOD, CAT oraz APX w lisciach debu szyputkowego oraz wybdr optymalnej metody
izolacji RNA przydatnej do analizy transkryptow.

2. Ocena wptywu jonéw kadmu na aktywno$¢ gtéwnych enzymédw uczestniczgcych w
odpowiedzi na stres oksydacyjny: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy oraz peroksydazy
askorbinianowe;j.

3. Analiza zaleznosci pomiedzy zmianami w ekspresji badanych genéw na poziomie
transkryptu, a zmianami aktywnosci kodowanych przez nie biatek.

4. Okreslenie wplywu regionu pochodzenia na akumulacje kadmu w tkankach sadzonek
debu szyputkowego oraz odpowiedz ich systemu antyoksydacyjnego.

5. Okreslenie zaleznosci miedzy reakcjg systemu antyoksydacyjnego a obserwowanymi
uszkodzeniami wywotanymi ekspozycjg na kadm.
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Nie mam watpliwoéci, ze sformutowane cele pracy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Zapalskiej
nalezy uzna¢ za ambitne, na miare wyzwania naukowego o istotnym znaczeniu poznawczym. Po
zapoznaniu sie z rozprawg doktorskg stwierdzam, ze postawiony cel zostat osiggniety.

Czes$¢ doswiadczalng dysertacji otwiera rozdziat ,Materiat badawczy” (Rozdziat 3), w ktérym
Doktorantka krotko scharakteryzowata pochodzenie sadzonek debu szyputkowego
wykorzystanego w badaniach. W nastepnej czesci rozprawy przedstawiona zostata juz bardziej
szczegdtowo metodyka badan. Opisane zostato doswiadczenie oraz wykorzystane metody
analityczne. Eksperymenty zostaty poprawnie zaplanowane i przeprowadzone.

Wyniki badan zostaly przedstawione w rozdziale 4, skiadajgcym sie z pigciu podrozdziatow.
Podrozdziat 4.1 dotyczy oceny wplywu stresu abiotycznego na stopier uszkodzenia roslin oraz
akumulacje jondéw kadmu w lisciach, fodygach i korzeniach debu w zaleznosci od ich koncentracji
oraz pochodzenia roslin. Na podstawie uzyskanych wynikéw wyznaczono wspotczynniki
biokoncentracji kadmu w poszczegdlnych organach rosliny. Autorka zaobserwowata, ze sadzonki
debu szyputkowego traktowane chlorkiem kadmu przejawiaty symptomy stresu w postaci chlorozy
oraz brgzowienia lisci. Stopienn nasilenia objawéw stresu byt zréznicowany w zaleznosci od
pochodzenia roslin do$wiadczalnych oraz stezenia jonéw kadmu w roztworze. Sadzonki debu
szyputkowego o odmiennym regionie pochodzenia réznity sie¢ zdolnosciami do akumulacji kadmu
w swoich organach. W kolejnej czesci pracy (Podrozdziat 4.2) Doktorantka przetestowata piec
procedur izolacji RNA. lzolacie RNA przeprowadzono metodg z wykorzystaniem bromku
cetylotrimetyloamonu (CTAB) i LiCl wedtug Le Provost i in. (2007), Gambino i in. (2008), za
pomocyg TRIzol, a takze zastosowano dwie kombinacje metod: potgczenie izolacji za pomocg
TRIzol i komercyjnego zestawu do izolacji RNA oraz potgczenie metody z wykorzystaniem CTAB
wg Zhao i in. (2012) z izolacjg za pomoca TRIzol. Autorka stwierdzita, ze zastosowanie podczas
izolacji RNA z liéci debu szyputkowego etapu selektywnej precypitacji z wykorzystaniem LiCl oraz
ekstrakcji mieszaning chloroform-alkohol izoamylowy pozwala na uzyskanie wolnych od
zanieczyszczen i wysokiej jakosci preparatéw RNA.

W ramach kolejnych badan zidentyfikowano sekwencje kodujgce dysmutazy ponadtlenkowe,
katalaze i peroksydaze askorbinianowg (Podrozdziat 4.3), dokonano wyboru genu referencyjnego
oraz okre$lono wptyw jonéw kadmu na ekspresje gendéw kodujgcych miedziowo-cynkowg
dysmutaze ponadtlenkowg (Cu/Zn-SOD), peroksydaze askorbinianowa (APX) i katalaze (CAT).
Wptyw jonéw kadmu na ekspresje gendw zalezat od ich stezenia oraz rodzaju genu. Doktorantka
zaobserwowata, ze ekspresja analizowanego genu kodujgcego cytoplazmatyczng APX ulega
indukcji po traktowaniu jej jonami kadmu podczas gdy ekspresja analizowanych genow
kodujgcych CAT i Cu/Zn-SOD ulega inhibicji.

Ostatni podrozdziat rozdziatu ,Wyniki” dotyczy oceny wpltywu kadmu na wiasciwosci
biochemiczne debu szyputkowego. Doktorantka okreslita zawarto$¢ biatka w lisciach sadzonek
oraz aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy askorbinianowej (APX) i katalazy
(CAT). Badata réwniez peroksydacje lipidow. Stwierdzita, ze peroksydaza askorbinianowa oraz
dysmutaza ponadtlenkowa stanowig pierwszg bariere ochronng w odpowiedzi na stres
oksydacyjny wywotany obecnoscig jonéw kadmu. Istotng role w ograniczeniu negatywnych
skutkéw dituzszej ekspozycji sadzonek debu szyputkowego na jony kadmu petnita katalaza. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze poziom transkryptow badanych gendw nie korespondowat ze
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zmianami aktywnoéci enzymatycznej, co wskazuje na odmienng regulacje ekspresji pozostatych
gendéw kodujgcych badane enzymy oraz udziat ich innych izoform w odpowiedzi na stres
wywotany przez jony kadmu.

Dyskusja wynikow opracowana zostata jako oddzielny rozdziat (Rozdziat V). W rozdziale tym
Doktorantka dokonata szczegdtowego poréwnania wiasnych wynikéw z wynikami uzyskiwanymi
przez innych autoréw. Rozdziat oparty jest — podobnie jak wstep i przeglad literatury — gtownie na
pracach nowych i anglojezycznych. Rozdziat ten przygotowany zostat poprawnie, cho¢ w wielu
miejscach zabrakto mi proby wyjasnienia obserwowanych zjawisk czy tez zaproponowania
mechanizmoéw odpowiedzialnych za obserwowane zjawiska.

Ostatnig gtéwng czes¢ pracy stanowig ,Whnioski”. W jedenastu punktach doktorantka sprawnie
podsumowata przeprowadzone badania. Cho¢ podobnie jak w przypadku dyskusji zabrakto mi w
niektérych miejscach (np. wniosek 11) préby wyjasnienia mechanizméw odpowiedzialnych za
obserwowane zjawisko.

Za szczegolne osiggniecia Doktorantki uwazam:

1. wykazanie zréznicowanej akumulacji jonéw kadmu przez sadzonki o réznym
pochodzeniu,

2. przetestowanie szeregu metod izolacji RNA i zaproponowanie najskuteczniejszej metody
dla debu szyputkowego,

3. okreslenie wptywu jondw kadmu na ekspresje genéw kodujgcych miedziowo-cynkowg
dysmutaze ponadtlenkowg (Cu/Zn-SOD), peroksydaze askorbinianowg (APX) i katalaze
(CAT).

4. wykazanie braku =zaleznosci miedzy aktywnoscia enzymatyczng a poziomem
transkryptow badanych genéw, co moze wskazywa¢ na odmienng regulacje ekspresji
pozostatych genéw kodujgcych badane enzymy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa jest przyktadem bardzo dobrze zaplanowanej i wykonanej
pracy badawczej. Niestety z obowigzku recenzenta musze réwniez wskaza¢ na biedy i
niescistosci.

1. Opis wynikéw zaczyna sie od rozdziatu dotyczacego stresu abiotycznego, podczas gdy
dyskusja i wnioski rozpoczynajg sie od dyskusji na temat metod izolacji RNA. Wedtug mnie
logicznym bytoby w dyskusji podgzanie za logika przyjeta we wczesniejszym rozdziale.
Whniosek do podrozdziatu pierwszego w opisie wynikéw znalazt sie sie na ostatniej pozycji
we ,Whnioskach”.

2. Materiaty i metody badan:

- Jezeli jony cd* zostaty wprowadzone do roztworu jako CdCl,, do roztworu poza jonami
kadmu wprowadzono réwniez jony CI. Czy nie powinna zosta¢ przeprowadzona réwniez
kontrola dla samych jonéw CI ?

- Czym doktorantka kierowata sie wybierajgc 7-dobowy okresu badan ?

- Uzasadnienie wybranego do badan stezenia jonéw kadmu powinno zosta¢ umieszczone
przy opisie eksperymentu.
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Zbyt ogélnie opisana zostata cze$¢ dotyczaca oznaczania jondéw kadmu metoda
atomowej spektrometrii absorpcyjnej. Zabrakio waznych z punktu widzenia analitycznego
informaciji, takich jak limit detekcji, odzysk analitu, itd.

Pomimo, ze rozdziaty 4 i 5 przedstawiajg kompleksowe badania zwigzane z wptywem jonéw
kadmu na stres abiotyczny i ich bioakumulacje przez rosling, nie wszystkie kwestie zwigzane
z omawianym tematem zostaty wyczerpujaco wyjasnione. W szczegdlnosci:

Zabrakio mi informacji/wyjasnienia skutecznosci akumulacji jonéw kadmu przez dagb
szyputkowy na tle innych roslin (badan innych autoréw),

Doktorantka bardzo powierzchownie wyjasnita zréznicowang zdolno$¢ do akumulacji
jonéw kadmu przez rosliny roznego pochodzenia. Moim zdaniem jest to bardzo wazna
obserwacja i powinna zostaé bardziej zaakcentowana w dyskusji czy tez we wnioskach.
Jezeli zamiarem autorki jest wykorzystanie debu szyputkowego w fitoremediacji, to czy
negatywny wptyw kadmu na rosliny nie jest barierg, ktéra ograniczataby jego
wykorzystanie. Zwykle rosliny, ktére wykorzystywane sa w fitoremediacji, charakteryzujg
sie nie tylko wysokim wspoétczynnikiem akumulacji ale réwniez wysokg tolerancjg na
obecnosé konkretnych zanieczyszczen. Czy mogtaby doktorantka ustosunkowac sig do
tego zagadnienia ?

Inne drobne uwagi:

Mapa jest stabej jakosci (s. 23).

Tytuly podrozdziatéw i pod-podrozdziatéw powinny byé wyréznione inng czcionka.

W wykazie skrétéw zabrakio uzytego w pracy skrotu ,PP” (s. 25, 4 wiersz od gory).
,istotnie statystycznie zwigzkéw w wiekszosci przypadkéw” wiasciwie bytoby zastgpienie
zwigzkéw terminem ,korelacji” lub ,zaleznosci” (s. 52, 4 wiersz od gory)

stosowanie skrotu ,n.i.” dla wartosci nie istotnych statystycznie moze zosta¢ pominiete.
,przydatnym” zamiast ,przydanym” (s. 89, 11 wiersz od gory).

naprzemienne stosowanie wyrazen ,préba” i ,prébka” (np. s. 27). W catej pracy powinno
zostac¢ zamienione na ,prébka”.

Bardzo ciekawym rozszerzeniem badan bytoby uzupetnienie ich o warunki naturalne, a
przynajmniej o doswiadczenie z glebg. Sama autorka wspomina w dyskusji ,Kultura
hydroponiczna jest przydanym (przydatnym ?) narzedziem do badania akumulacji metali
ciezkich w drzewach lesnych oraz wstepnego okreSlenia ich tolerancji na okre$lone dawki
zanieczyszczenia podfoza ....". ,Jednak, jak podkre$lajg ..., wyniki uzyskane w kulturach
hydroponicznych powinny by¢ potwierdzone poprzez przeprowadzanie odpowiednich
doswiadczen wazonowych” (s. 89, wiersz 11 od dotu).

Powyzsze uwagi poczynione z obowigzku recenzenta, w najmniejszym stopniu nie pomniejszaja
wartoéci poznawczej i aplikacyjnej rozprawy. Uwazam, ze Doktorantka wykazata dobre
opanowanie trudnych technik eksperymentalnych oraz umiejetno$¢ wykorzystania posiadanej
wiedzy do analizy danych do$wiadczalnych. Przedstawiona dysertacja stanowi istotny wkiad w

rozwoj

badan i bez watpienia zaowocuje publikacjami w czasopismach o zasiggu

miedzynarodowym. Uzyskane wyniki nie budzg watpliwosci. W sposéb perfekcyjny doktorantka
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potaczyta zagadnienia biologii molekularnej z badaniami $rodowiskowymi, co idealnie wpisuje si¢
w dyscypline ochrony i ksztattowania sSrodowiska.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr inz. Magdaleny Zapalskiej
spelnia w petni wymogi ustawy ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
w zakresie sztuki” (Dz. U. Nr 65 poz. 595) i wnioskuje do Rady Wydziatu Agrobioinzynierii,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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