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Ocena problematyki badawczej

Naturalna zdolno$¢ niektorych gatunkow roslin do akumulacji metali cigzkich moze
by¢ wykorzystywana w procesie oczyszczania Srodowiska, czyli fitoremediacji. W grupie
roslin o potencjale fitoremediacyjnym coraz czesciej uwzglednia si¢ rosliny wieloletnie i
drzewiaste. Z kolei techniki inzynierii genetycznej umozliwiajg tworzenie drzew o
ulepszonych zdolnosciach adaptacyjnych do warunkéw srodowiskowych. Pozwala to na
zwickszenie mozliwosci hodowlach drzew, wprowadzenie nowych, pozadanych cech
uzytkowych i zwigkszenie odpornosci na stresy $rodowiskowe. Wykorzystanie takich
najnowszych osiagnigé, moze si¢ okazaé istotne w sprostaniu wyzwaniom stawianym
zrownowazonej gospodarce lesnej i ochronie srodowiska zmienionego antropogenicznie.

Celem ocenianej pracy bylo poznanie mechanizméw odpowiedzi systemu
antyoksydacyjnego debu szyputkowego na dzialanie jonéw kadmu.

Postawiony przez Autorke¢ cel pracy jest wigc jasny 1 zasadny, a zakres
przeprowadzonych badan rokuje powodzenie w realizacji postawionego celu. Praca miesci si¢

w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie ochrona i ksztaltowanie Srodowiska.
Ocena formalna rozprawy

Recenzowana rozprawa posiada typowy uklad dla pracy doktorskiej. Skiada si¢ z 7

rozdzialow, ktore stanowia: 1. wstep i przeglad literatury, 2. cel pracy, 3. material i metody,
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4. wyniki, 5. dyskusja wynikow, 6. wnioski i 7. literatura. Ponadto, zamieszczono streszczenie
w jezyku polskim i angielskim.

Poszczegolne rozdzialy stanowig logiczna calos¢, zachowana jest tez proporcja
objetosci poszczegdlnych rozdzialow. Zaréwno rysunki, jak i tabele ulatwiaja interpretacje
rezultatéw badan. Oméwienie wynikéw badan, ulatwia studiowanie tak obszernego materialu
badawczego. Wnioski sa sformulowane poprawnie. Praca jest starannie przygotowana 1
napisana poprawnym, zrozumiatym jezykiem.

Podsumowujac te cze$¢ stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska mgr inz.

Magdaleny Zapalskiej pod wzgledem formalnym nie budzi zastrzezen.
Ocena merytoryczna rozprawy

Problematyka  badawcza  dotyczy =~ mechanizméw  odpowiedzi  systemu
antyoksydacyjnego debu szyputkowego na dziatanie jonéw kadmu.

Deby pelnia bardzo wazna rolg¢ w ksztaltowaniu krajobrazu, bowiem Kkorzystnie
oddziatuja na siedlisko oraz zwigkszaja stabilizacj¢ drzewostanow. Odgrywaja takze istotng
role w budowie i zachowaniu réznorodnosci biologicznej ekosystemow lesnych. Coraz
czesciej do rekultywacji terenéw skazonych przez przemyst i fitoremediacji zanieczyszczen
wykorzystuje si¢ drzewa lesne a najczesciej sosng zwyczajna. Dab pomimo powolnego
wzrostu moze by¢ uzywany do zalesiania terendw zanieczyszczonych, poniewaz odznacza si¢
wysoka tolerancja na zanieczyszczenia. Dotychczas badania na debach szyputkowych nie
zostaty przeprowadzone.

Rosliny pobieraja jony kadmu przez system korzeniowy oraz przez blaszki lisciowe.
Latwo przyswajalne przez korzenie roslin na drodze wymiany kationowej zachodzacej w
blonach komérkowych sg transportowane do czgsci nadziemnych przez ksylem. Jony kadmu
w roslinie powoduja zaburzenia wielu proceséw metabolicznych i fizjologicznych. W efekcie
maleje biomasa korzeni i pedéw. Spadek zawartosci chlorofilu i aktywnosci fotosyntetycznej
jest wyznacznikiem stresu powodowanego przez jony kadmu. Do zmniejszenia wydajnosci
procesu fotosyntezy w obecnosci jonéw kadmu dochodzi w wyniku uszkadzania aparatu
fotosyntetycznego, zmiany ekspresji genéw kodujacych biatka powiazane z fotosynteza,
zmniejszenie zawartosci jonéw zelaza, hamowania syntezy chlorofilu i karotenoidow,
hamowania aktywnosci enzyméw zaangazowanych w przyswajanie CO, oraz zamknigcia
aparatow szparkowych.

Brak informacji o ekspresji genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne debu
szyputkowego, poddanego ekspozycji na metale cigzkie sklonil Autorke do podjecia tego
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tematu. Uwzgledniajac silnie toksyczny wplyw jonéw kadmu na organizmy zywe
uzasadnione jest prowadzenie badan na temat mechanizméw molekularnych chroniacych
ro$liny przed jego szkodliwym dzialaniem. Wiedza taka moze by¢ pomocna w poznawaniu
mechanizmoéw tolerancji. Trudnoscia jest zastosowanie wlasciwej metody izolacji RNA dla
ro$lin, pozwalajacej na uzyskanie preparatéw wolnych od zanieczyszczen ale o odpowiednio
wysokich stgzeniach. Powszechnie stosowane metody izolacji RNA nie sa jednakowo
skuteczne u réznych gatunkéw roslin. Dlatego Autorka w badaniach wlasnych podj¢ta probe
oceny efektywnosci kilku metod izolacji RNA i dokonania wyboru metody optymalnej dla
lisci debu szyputkowego. Przetestowala 5 metod. Material badawczy stanowily rosliny z
dwoch szkotek lesnych: Strozek 1 Borek.

Wybér odpowiedniego genu referencyjnego, charakteryzujacego sig stala ekspresja we
wszystkich stosowanych wariantach eksperymentalnych jest niezwykle wazny dla
prawidlowego wykonania pomiaréw ekspresji genow przy zastosowaniu techniki PCR w
czasie rzeczywistym. W stosowanych wariantach doswiadczalnych najbardziej stabilng
ekspresje wykazywal gen kodujacy dehydrogenaze¢ aldehydu 3-fosfoglicerynowego. Gen ten
zostal wybrany jako gen referencyjny do dalszych etapow badan.

Autorka w badaniach wybrala czasochtonna metode wg La Provost'a ze wzgledu na
osiagana wyzsza wydajnos¢ izolacji RNA ze 100 mg tkanki.

Wprowadzenie do s$rodowiska nawet niewielkich ilosci metali cigzkich moze
prowadzi¢ do ich akumulacji w wierzchnich warstwach gleby. W badaniach Autorka
zastosowala w pozywce dwa stezenia CdCl, - 10 uM i 50 uM. Nizsze stgzenie jest zblizone
do realnie wystepujacego zanieczyszczenia gleb, a wyzsze odpowiada zanieczyszczeniu
$rodowiska na skutek skazenia poprzez skladowanie odpadéw pogdrniczych, z hut metali i
zakltadow chemicznych.

System korzeniowy roslin akumuluje najwigksze ilosci jonow kadmu, podczas gdy
jego stezenie w cze$ciach nadziemnych jest nawet do kilkunastu razy mniejsze.
Immobilizacja metali cigzkich w $cianach komérek korzeni drzew jest czgstym mechanizmem
detoksykacji.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze sadzonki dgbu szyputkowego akumulowaly
jony kadmu gtéwnie w systemie korzeniowym, transportujac niewielkie jego ilosci do lisci.
Wyniki te wskazuja na potencjalne fitostabilizacyjne zdolnosci Quercus robur w odniesieniu
do jonéw kadmu, co to moze by¢ wykorzystane do zalesiania terenéw skazonych. Kadm
zaburza gospodarke mineralng roslin - interferuje z transportem mig¢dzy innymi jonéw Zn, Fe,
Mn i Cu, konkurujac z tymi kationami o przeno$niki transblonowe. W roslinach poddanych

dziataniu metali ciezkich dochodzi do zmian w ekspresji wielu genéw. Niektore rosliny
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posiadaja potencjal genetyczny umozliwiajacy przetrwanie ekspozycji na skazenie
srodowiska jonami metali cigzkich. Réznica miedzy ro$linami tolerancyjnymi a roslinami
wrazliwymi wynika m.in. z szybkie] aktywacji wlasciwych mechanizmow obronnych, w tym
odpowiedniej regulacji ekspresji genow kodujacych biatka uczestniczace w odpowiedzi na
stres. Traktowanie roslin jonami metali cigzkich wywoluje w nich stres oksydacyjny. Jednym
z najczesciej badanych procesow zwigzanych z wystapieniem stresu oksydacyjnego jest
peroksydacja lipidow.

W pracy Autorka podjglta probe scharakteryzowania odpowiedzi systemu
antyoksydacyjnego Quercus robur na stres wywolany obecnoscia jonow kadmu. Poréwnala
wplyw dwoch stezen CdCl, na sadzonki debu szyputkowego z dwoch odmiennych regionow.
Ocenila poziom uszkodzen wywolanych przez zadany stres, zbadata zmiany w poziomie
transkryptow i aktywnoéci najwazniejszych enzym6w antyoksydacyjnych, —okreslila
akumulacje jonéw kadmu w organach sadzonek debu oraz zbadala wplyw kadmu na
gospodarke mineralng roslin.

Wybér obiektow badan oraz postawione cele nie budza zastrzezen i s konsekwentnie
rozwigzywane za pomocg szerokiego spektrum analiz laboratoryjnych (biochemicznych,
chemicznych). Metodyka badan jest nowoczesna i $wiadczy o dobrym opanowaniu przez
Doktorantke bogatego warsztatu z zakresu ochrony srodowiska, genetyki i dyscyplin
pokrewnych. Interpretacj¢ wynikow badah  przeprowadzita  uwzgledniajac analizy
bioinformatyczne oraz statystyczne. Ten rozdzial ufatwia studiowanie wynikow
uporzadkowanych wg schematu zastosowanego w rozdziale: material i metody. Umiej¢tnie
przeprowadzona dyskusja laczaca wyniki badan wiasnych z danymi zawartymi w bogato
cytowane] literaturze przedmiotu stanowi najciekawsza cze$¢ pracy. Jednoczesnie swiadczy o
bardzo dobrym opracowaniu przez Autorke niezwykle trudnych zagadnien obejmujacych
kilka specjalnosci naukowych. Autorka potaczyla interpretacj¢ i poréwnanie wynikow badan
z dostepnymi w publikacjach naukowych w jeden rozdzial. Jednoczesnie podjeta probe
wyjasnienia rozbieznosci wynikow wlasnych badan i innych autoréw. Tym samym
potwierdzila, ze bardzo wnikliwie zapoznala si¢ z literaturq zwiazang z tematyka badan, a
zakres cytowanych prac jest wystarczajacy 1 porzadkuje wiedzg w tym zakresie.

Przeprowadzone badania sa pierwszymi na Quercus robur i dostarczaja nowych
informacji odnosnie odpowiedzi systemu antyoksydacyjnego debu szyputkowego na wzrost w
warunkach stresu powodowanego jonami kadmu.

Uwagi
1. w opracowaniach naukowych nalezy precyzyjnie okresla¢, ze badania dotycza jonoéw

metali (jony kadmu a nie kadm);




2. str. 12 w10d jest: niski odczyn, powinno by¢: niskie pH;
3. str. 27 wl2d jest: popiot zadano rozcienczonym kwasem solnym w proporcji 1:2. Czy
stosujac takie stezenie uzyskano catkowite roztworzenie popiotu?

4. str. 38 w4g jest 1-butanol, powinno by¢: butan-1-ol.

Ocena koncowa

Oceniana rozprawa doktorska jest opracowaniem dobrze wpisujacym si¢ w badania
dotyczace poszukiwania —gatunkow drzew o szerokich mozliwosciach adaptacyjnych i
potwierdzonych zdolno$ciach fitoremediacyjnych. Merytorycznie podjety zostal trudny i
zlozony problem wykorzystania technik biologii molekularnej w ochronie s$rodowiska
zanieczyszczonego w wyniku dziatalnosci cziowieka.

Realizacja procesu badawczego wymagata dobrego przygotowania metodycznego i
wykonania ogromnej ilosci réznych analiz. Praca mgr inz. Magdaleny Zapalskiej stanowi
wartodciowe opracowanie, zaréwno pod wzglgdem poznawezym, jak i praktycznym.

Rozprawa doktorska wzbogaca wiedze naukowa i praktyczng z szerokiego zakresu
nauk rolniczych, obejmujacych intensywne prace badawcze z zakresu ochrony i
ksztaltowania srodowiska

Stwierdzam, ze rozprawa przediozona przez mgr inz. Magdaleng Zapalska spelnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule z zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65 poz. 595 z p6zn. zm.).

Whnioskuje do Czlonkéw Rady Wydzialu Agrobioinzynierii  Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie mgr inz. Magdaleny Zapalskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Uwzgledniajac szeroki zakres wykonanych badan, ogromna ilos§¢ uzyskanych
wynikéw oraz opracowanie ich na bardzo dobrym poziomie naukowym, stawiam wniosek o
wyrdznienie ocenionej rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Zapalskiej stosowna

nagroda
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