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Ocena rozprawy doktorskiej

mgr inz. Malgorzaty Borek
pt. “Aktywnos$¢ antyoksydacyjna liSci kapusty bialej na tle zmian fizjologicznych

i biochemicznych wywolanych skazeniem gleby cynkiem i kadmem”

Zapewnienie odpowiedniego poziomu wyzywienia to problem, ktory towarzyszyl
ludzkos$ci od zarania. Obecnie nie jest on mniej palacy, szczegdlnie w obliczu gwattownie
rosnacej liczby ludzi zamieszkujacych Ziemie przy kurczacym si¢ areale terenow nadajacych
sie pod uprawe roslin jadalnych i na cele hodowlane. Obok poszukiwania wysokowydajnych
metod produkcji rolnej, znaczenia nabiera wiasciwa gospodarka istniejacymi zasobami.
Jednym z kierunkéw dzialah w tym wzgledzie jest przywrocenie rolnictwu gleb
zanieczyszczonych w wyniku industrializacji i chemizacji $rodowiska. Poszukiwane sa
ekonomiczne, skuteczne metody usuwania zanieczyszczen srodowiskowych zyskujace przy
tym aprobate spoleczna. Do takich metod wydaja si¢ naleze¢ technologie fitoremediacyjne
wykorzystujace rosliny charakteryzujace sie zdolnoscia kumulowania i/lub neutralizowania
substancji uciazliwych dla srodowiska, takich jak toksyczne metale cigzkie czy liczne
substancje organiczne pochodzenia przemystowego oraz stosowane np. w ochronie upraw.
Skuteczno$¢ fitoremediacji jest uwarunkowana nie tylko zdolno$cia zastosowanych roslin do
pobierania i kumulowania badZz neutralizowania zanieczyszczen, ale takze wydajnym
przyrostem biomasy na terenach zanieczyszczonych. Od wielkosci biomasy zalezy bowiem
wynos substancji niepozadanych z gleby. Znanych roslin, ktore spetaniatyby wymagania
stawiane uzytecznym fitoremediatorom nie jest wiele, totez nie ustaja poszukiwania nowych.
Recenzowana praca Pani mgr inz. Malgorzaty Borek wpisuje si¢ w ten nurt sprawdzajac
fitoremediacyjna uzytecznos$¢ kapusty bialej glowiastej Brassica oleracea L. var. capitata f.

alba takze od strony odpornosci na stres chemiczny.



Praca zostalta wykonana w Katedrze Fizjologii Roslin przy Wydziale Rolniczo-
Ekonomicznym Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koltataja w Krakowie. Promotor pracy
prof. dr hab. Marcin Rapacz i promotor pomocniczy dr hab. inz. Renata Baczek-Kwinta
zajmuja si¢ fizjologia roslin od wielu lat i zdobyli w tej dziedzinie szerokie uznanie, dzigki
czemu badania nad fitoremediacjag mogly by¢ powiazane z oceng stanu fizjologicznego
i parametrami biochemicznymi istotnymi dla kondycji rosliny - fitoremediatora.

Celem pracy byla ocena aktywnosci przeciwutleniajacej lisci kapusty bialej glowiastej
oraz stanu fizjologicznego w tym wydajnosci aparatu fotosyntetycznego roslin narazonych na
podwyzszone stezenie cynku i kadmu w glebie. Badania prowadzone byty dla trzech odmian
kapusty wzrastajacych w kontrolowanych warunkach w fitotronie na glebie o .zadanej
zawartosci soli wymienionych pierwiastkow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera 145 stron maszynopisu. Na dysertacje
sktadaja sie nastepujace rozdziaty: Wstep, Cel badan, Przeglad literatury (4 podrozdzialy),
Material i metody z podzialem na cze$¢ dotyczaca samej uprawy roslin kapusty (5
podrozdzialow) i opis stosowanych metod biochemicznych (5 podrozdzialow), Wyniki badan,
Dyskusja wynikow, Wnioski, na kofcu umieszczona zostata lista cytowanych publikacji
obejmujaca 259 pozycji.

Dysertacje rozpoczyna krotki Wstep, w ktorym Doktorantka wychodzi od
przedstawienia znaczenia reaktywnych form tlenu dla funkcjonowania komorek, po czym
przechodzi do narazenia roslin na dziatanie metali w kontekscie fitoremediacji. Zabrakto
lacznika pomiedzy tymi tematami, ktorym jest fakt stymulacji stresu oksydacyjnego w
komorkach, takze roslinnych, wskutek narazenia na stres chemiczny, co zostalo oméwione w
Przegladzie literatury na stronach 25 i 44 oraz w przypadku narazenia na metale cigzkie
wykazane w badaniach wiasnych Doktorantki. W tym miejscu chciatam zaznaczy¢, ze
uzywane prez Doktorantke okreSlenie “stres metali” jest moze krotkie, ale ktoci si¢ z logika
jezyka polskiego. Lepiej wiec go unika¢ na rzecz “narazenia na metale” lub “stresu
chemicznego”, badz uzywaé sformulowan bardziej opisowych, dtuzszych, ale poprawnych
merytorycznie i jezykowo.

Cze$¢ rozprawy zatytulowana Przeglad literatury rzeczywiscie zastuguje na takie
miano, bowiem Doktorantka omawia w niej bardzo wiele watkow, od charakterystyki gatunku
Brassica oleracea L., przez techniki fitoremediacyjne, po rolg cynku i kadmu w fizjologii
roslin oraz mechanizmy odpornosci na metale. Bezsprzecznie wszystkie te watki maja
znaczenie dla przedmiotu rozprawy, ale moze korzystniejszy by bylo poglebione
i wyczerpujace omowienie jednego z nich. Poruszenie tylu tematéw na 43 stronach
spowodowato bowiem, ze z koniecznosci omowione zostalty one dos¢ pobieznie. Pierwszym
zagadnieniem poruszanym w tej czeSci dysertacji jest charakterystyka roslin z rodziny
kapustowatych, ze szczegélnym naciskiem na kapusty okreslone jako warzywa kapustne.

Jako niespecjalista w dziedzinie nomenklatury botanicznej chetnie dowiedziatabym si¢
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w jakich sytuacjach nalezy uzywaé nazwy kapustowate a w jakich kapustne? Ten fragment
pracy napisany jest bardzo zwiezle, ale z duzym adunkiem istotnych informacji. Mam tylko
zastrzezenia do ostatniego akapitu na str. 13. W literaturze $wiatowej odchodzi si¢ od
zaliczania glukozynolanéw do substancji “antyodzywczych™; to relikt przesztosci kiedy to nie
zdawano sobie sprawy z prozdrowotnego dziatania tych zwiazkow. W swietle nowej wiedzy
raczej nalezy je zaliczy¢ do “nieodzywczych” skiadnikow zywnosci. Produkty rozpadu
glukozynolanow, takie jak izotiocyjaniany i indole to substancje przeciwrakotworcze
o potwierdzonym dzialaniu w setkach badan. Takich dowodéw w literaturze naukowej dla
tiocyjanianow i nitryli nie ma (str. 13). Kolejny omawiany temat to techniki fitoremediacyjne
pokazujacy zakres ich stosowalnosci oraz proponowane do wykorzystania rosliny. W jednym
punkcie (str 20 u gory) nieco trudno si¢ zgodzi¢ z teza, ze korzystnym dzialaniem jest
przeprowadzenie rteci w jej lotne pochodne uwalniane do atmosfery w wyniku fitoewaporacji
(ten termin wydaje si¢ poprawniejszy od fitowaloryzacji, ktory miatby odpowiada¢
angielskiemu okresleniu phytovolatalization, czyli odparowanie, przeprowadzenie: w stan
lotny). Raczej uznatabym takie rozprzestrzenianie toksycznego metalu za ekologicznie
niewskazane zgodnie z maksyma badaczy zajmujacych si¢ ochrong srodowiska “dilution is
not a solution to pollution”. Nastepnie Doktorantka omawia wielokierunkowy wplyw cynku
i kadmu, a dokladniej ich jonoéw, na fizjologie roslin. Bardzo interesujace sa takze dane
dotyczace zanieczyszczenia gleb tymi metalami w Polsce. Tu mam tylko uwage co do niestety
czesto spotykanego acz niefortunnego uzycia okreslenia “koncentracja” (od ang.
concentration) zamiast obowigzujacego w polskim nazewnictwie chemicznym “stezenie”,
ewentualnie “zawarto$¢” (str. 24 oraz kilka innych miejsc w tekscie). Na str. 32
nieprawidlowy jest zapis rownania reakcji, w miejsce strzatki z dwoma ostrzami (oznaczenie
zarezerwowane dla mezomerii), powinny by¢ dwie przeciwnie skierowane réwnolegle
strzatki wskazujace na odwracalny charakter reakcji. Koncowym, bardzo ciekawie
napisanym, tematem Przegladu literatury sa spotykane u roslin strategie odpornosci na
toksyczne metale. Tutaj tez dwa drobne bledy si¢ zakradly; na str. 38 wspomniano o
czasteczkach metali zawierajacych wysoce reaktywne grupy (chyba chodzito o czasteczki
kwaséw organicznych), a na stronach 38/39 zgodnie z zastosowang konwencja zamiast nazwy
anionu - glutaminian - powinna by¢ nazwa aminokwasu - glutamina.

Kolejny rozdzial to Material i metody, w ktorym przedstawione sa procedury
zastosowane w trakcie prowadzenia upraw wazonowych kapusty oraz oznaczen chemicznych
i biochemicznych. Ten rozdzial nie jest najlepiej napisany, szczegdlnie trudno by bylo
powtérzy¢ analizy biochemiczne, ktore wykonano “na krazkach kapusty”, lepszym
sformutowanie byloby “dla probek lisci kapusty w postaci krazkow” lub “dla krazkow
kapusty” w skrocie. Opisy metod nie zawieraja szczegotow waznych dla powtérzenia metody
przez inna osobe. Nie wiadomo dlaczego pomiary spektrofotometryczne aktywnosci

enzymatycznych prowadzono przez 2 minuty. Czy bylo to $ledzenie kinetyki, czy pomiar
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punktowy po uptywie 2 minut. Na str. 64 (ostatnia linia) nagle pojawiaja si¢ nasiona jako
probka. Uzyto tez sformutowan zargonowych, np. zbuforowany roztwor (str. 64), mieszanka
cytochromowa (str. 63) i wyjatkowa rozmaitos¢ sprzetu do glebokiego mrozenia: zamrazalka
(str. 62), lodéwka glebokiego mrozenia (str. 63), szafa glgbokiego mrozenia (str. 65). Jako$
widocznie Doktorantka nie miata serca do pisania tej czgsci dysertacji.

Musze powiedzie¢, ze nie przypadt mi takze do gustu podzial oméwienia uzyskanych
wynikow i ich dyskusji na dwa osobne rozdzialy zatytulowane lakonicznie odpowiednio
Wyniki badan i Dyskusja wynikéw. Domyslam sig, ze bylo to wzorowane na zaleceniach
proponowanych przez niektore redakcje czasopism naukowych, ale warto zauwazy¢, ze i one
zwykle oferujq takze opcje, w ktorej przedstawienie wynikow potaczone jest z dyskusja. Ze
wzgledu na zwykle obszerny zakres rozpraw doktorskich ten ostatni sposéb wydaje si¢
znacznie lepiej sprawdzaé. Czytajac rozdzial Wyniki badan brakowalo mi jakiegos ich
sukcesywnego omoéwienia w kontekscie innych wynikow, a czytajac Dyskusje wynikow
zalowalam, ze nie ma ich obok tylko trzeba wertowaé pracg w ich poszukiwaniu. Nie ulega
jednak watpliwosci, ze wyniki opracowane sa bardzo starannie i tatwo jest si¢ wsrod nich
porusza¢. Mam pytanie do oznaczen aktywnosci enzymatycznych. Zwyczajowo
aktywno$¢ enzymatyczng wyraza si¢ w przeliczeniu na zawartos¢ biatka w probce. W pracy
podano takze aktywno$¢ enzymatyczng w przeliczeniu na $wieza mase liscia. Ktory z tych
sposoboéw zdaniem Doktorantki lepiej oddaje zalezno$¢ pomigdzy stresem chemicznym
a odpowiedzig rosliny?

W Dyskusji wynikéw podsumowane sg uzyskane wyniki i przedstawione na tle
doniesien literaturowych. Na podstawie zaobserwowanego zrdznicowania niektorych
oznaczonych parametréow w zalezno$ci od odmiany kapusty oraz zawartosci cynku i kadmu
w glebie stwierdzono, ze wlasnie te parametry moglyby by¢ wykorzystane w ocenie kondycji
fizjologicznej kapusty narazonej na stres chemiczny w postaci metali cigzkich (str. 112-115).
Takze aktywno$¢ enzymoéw zapewniajacych roslinom obrong antyoksydacyjna zdaniem
Doktorantki jest do$¢ zmienna w czasie i trudno jest zauwazy¢ zdecydowany trend w relacji
do poziomu stresu chemicznego. Nie jest to szczegodlnie zaskakujace, poniewaz jest to system
indukowany i bedzie szczegdlnie wrazliwy na zmiany zachodzace w otoczeniu i w roslinie.
Dla dwéch punktow czasowych nie sposob przesledzi¢ dynamike i kierunek zmian
aktywnosci antyoksydacyjnych, ktére moga by¢ zaréwno stymulowane, jak i hamowane
obecnoscig toksycznych substancji. Niewykluczone jednak, ze aktywnosci skladajace si¢ na
bariere antyoksydacyjna kapusty narazonej na stres oksydacyjny wskutek ekspozycji na
metale cigzkie sa addytywne. By¢ moze byloby interesujacym sprobowaé natozy¢ na siebie
(graficznie zsumowaé) zmierzone wartosci aktywnosci enzymatycznych (przeliczone na
$wieza mase) i wowczas zdecydowaé czy takie podejscie pozwoli lepiej przewidywac

skuteczno$¢ bariery antyoksydacyjnej w warunkach stresu chemicznego.



Rozdzial zawierajacy Whnioski skrétowo podsumowuje stwierdzone zaleznosci
pomiedzy narazeniem na podwyzszone stezenie cynku i kadmu a kondycja roslin kapusty.
Wydaje sie, ze wniosek nr 1 zyskal niezamierzone znaczenie z powodu chochlika
stylistycznego. Zabraklo mi w tych wnioskach ogdlniejszego odniesienia do fitoremediacj,
tzn. czy i ktére z oznaczonych parametrow wskazujg na przydatnos¢ badz nie kapusty jako
fitoremediatora.

Przedstawiona praca jest bardzo starannie przygotowana pod wzgledem redakcyjnym.
Usterki redakcyjne sa nieliczne i zapewne tylko ze wzgledu na wieloletnie do$wiadczenie
edytorskie udato mi si¢ je zauwazy¢, a z obowigzku recenzenta muszg je przytoczyc:

+ w spisie tresci dwukrotnie pojawita si¢ strona nr 5 (rozdzialy 4.3.1 - 5.4);

« str. 54, 2. akapit: jest ...”pojemnos¢ 50 lub 25 cm="..., powinno by¢ cm?;

* str. 69, u gory: jest ...”1 mol KCI”..., powinno by¢ ...”1 M KCI lub KCI (1 mol x
13 )

« str. 85, linia 2. od dotu: jest ...”rodlinroslin™..., powinno by¢ ...”roslin”...;

« str. 102, Ryc. 28: tytul osi odcietych to “odmian”, a powinno by¢ “odmiana™

« str. 105: jest ... przestwory dla dzieci”..., powinno by¢ ...”przetwory dla dzieci”...;

str. 106: jest ...”roslinytej”..., powinno by¢ ...”rosliny tej”.
Podsumowujac, recenzowana praca zaréwno pod wzgledem koncepcji,
wykorzystanego warsztatu badawczego, uzyskanych wynikéw dostarcza nowych informacji
na temat reakcji roslin kapusty, a by¢ moze takze innych kapustowatych, na stres abiotyczny.
W szczegodlnosei praca dostarcza nowych danych co do zmian w funkcjonowaniu bariery
antyoksydacyjnej w lisciach kapusty w odpowiedzi na stres oksydacyjny stymulowany
obecnoscia metali ciezkich. Na tej podstawie mozna wnioskowa¢ o odpornosci tej rosliny na
zanieczyszczenia gleby metalami, a co za tym idzie o mozliwosci zastosowania kapusty w

fitoremediacji.

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa pt. “Aktywno$¢ antyoksydacyjna lisci

kapusty bialej na tle zmian fizjologicznych i biochemicznych wywotanych skazeniem gleb

cynkiem i kadmem” spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim przez
Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym i przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu
Rolniczo-Ekonomicznego Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w Krakowie
wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Malgorzaty Borek do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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