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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Sychty pt. ,,Metal accumulation and tolerance to zinc
and lead of suspension-cultured cells of selected Viola L. species from matalliferous and
non-metalliferous soils — constitutive tolerance to heavy metals in the genus Viola”

Praca doktorska mgr Klaudii Sychty koncentruje si¢ na zjawisku odpornosci
wybranych gatunkéw Viola na stres obecnosci jonéw cynku i otowiu. Opracowywany temat
oddziatywania metali cigzkich na roéliny przycigga uwagg wielu naukowcow. Chociaz
zjawisko reakcji rodlin na ten szczegélny rodzaj stresu byto opisywane od kilku dziesigcioleci
w setkach publikacji, to wiele watpliwosci dotyczacych tego tematu nie zostato do chwili
obecnej rozwigzanych i dysponujemy tylko niepelnymi danymi odnognie funkcjonowania
tych mechanizméw w poszczeg6lnych grupach roslin. W szczeg6lnosci brakuje nam wiedzy
na temat podstaw odpornosci poszczeg6lnych gatunkéw, a gatunki bardzo odporne na ten typ
stresu sg mato poznane. Wiemy, ze odpornos¢ na czynniki stresowe jest zwigzana
bezposrednio z ekspresja szeregu dobrze opisanych genéw, ale wiemy rowniez, ze znamy
jedynie maty fragment proces6w zachodzacych w organizmie 1 to gltéwnie w tkankach
lisciowych. Ponadto zainteresowania badaczy reprezentujacych nauki fizjologiczno-
biochemiczno-genetyczne czgsto koncentruja si¢ na opisie roli poszczeg6lnych genéw, biatek
i proceséw w typowych czgsto w catodci zsekwencjonowanych obiektach doswiadczalnych,
zaniedbujac fakt, Ze rodliny wykazuja nierzadko swoistg specyfike. Autorka najwyrazniej
postanowita wypetni¢ luke w naszej wiedzy badajac gatunki znane z ich odpornosci na stres
metali cigzkich. W pracy doktorskiej mgr Sychty oceniono wrazliwos¢ badanych gatunkéw
wegetujacych czesto w scisle okreslonym otoczeniu w $rodowisku zanieczyszczonym
metalami. Przedstawione eksperymenty maja przede wszystkim charakter badan
podstawowych, ale zamystem Autorki byto aby uzyskane wyniki juz na obecnym etapie prac
mogly zainteresowa¢ praktykow.

Oceniana praca doktorska obejmuje 4 przedrukowane prace oryginalne wraz z
kilkustronicowym streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz Wprowadzeniem do
tematu pracy w jezyku angielskim obejmujacym cato$¢ wykonanych prac. Wprowadzenie

stanowi krétka cze$é catosci i donosi o aktualnym stanie wiedzy w omawianej dziedzinie.



Autorka w bardzo generalnym ujeciu charakteryzuje stan naszej aktualnej wiedzy i znaczenie
problemu obecnosci metali cigzkich dla ochrony $rodowiska. W tej czgsci pracy wiadomosci
zaczerpniete sg z wielu pozycji aktualnej §wiatowej literatury, a w kilku przypadkach
Doktorantka cytuje prace Zespohu, ktérego jest czlonkiem. Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze Zespot
prof. Kuty stworzyt podstawy rozwoju konkretnego kierunku badan i ma znaczace osiaggniecia
w tym zakresie. Wprowadzenie opisuje pokrétce reakcje roslin na oddziatywanie réznych
metali cigzkich i w wyczerpujacy sposéb zestawita dane literaturowe dotyczace reakcji rodlin,
koncentrujac uwage na procesie tolerancji stresu. Nast¢pnie oméwita badania dotyczacych
mechanizméw obronnych kontrolujacych nadmiar metali. W tym fragmencie skupita si¢ w
duzej mierze na mechanice proceséw pobierania kationow dwuwartosciowych, ktére maja
decydujace znaczenie w oddziatywaniu na rosling, a w szczegdlnosci duzo uwagi poswiecita
procesom hiper(akumulacji). Fragment zapoznajacy czytelnika z mechanizmami pobierania
metali jest dobrze wywazony i uzasadnia sens wykonanych badari. W szczego6lnosci jako
wazny element pracy wyznaczono zoptymalizowanie metod ekspozycji komorki na Zn i Pb.
Prace cksperymentalne zaplanowano na wybranym materiale i w okreslonych punktach
czasowych waznych dla przebiegu reakcji rosliny na stres. We Wprowadzeniu w mojej
opinii, nieco zbyt skrétowo potraktowano rolg poszczegélnych procesow fizjologicznych na
poziomie enzyméw odpowiedzialnych za transport do poszczeg6lnych kompartmentéw
komérkowych i syntezie molekut zabezpieczajacych przed stresem i odpowiedzialnych za
ksztattowanie odpornosci, bez zrozumienia ktérych szczegétowe analizy nie dajg si¢ fatwo
interpretowa¢. Dosé szczeg6towo natomiast przeanalizowano zagadnienie tolerancji na stres
metali ciezkich u spokrewnionych roglin w obrgbie rodziny Viola, co jest centralnym tematem
pracy doktorskiej. Temat ten jest tym bardziej frapujacy, ze wszystkie badane gatunki Viola
posiadajg nieco zblizona charakterystyke, a wigc dobér materiatu do badan mozna uznac za w
pelni uzasadniony. Podsumowujac t¢ cz¢$¢ pracy mozna stwierdzi¢, ze we Wprowadzeniu do
pracy doktorskiej podobnie jak i w zaprezentowanych opublikowanych pracach Autorka
wykazata sie znajomogcia szerokiego fragmentu literatury. Omawiany temat zostat
przedstawiony logicznie i w przejrzysty sposéb uzasadnia celowos¢ podjetych badan.
Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia dostrzezenia aktualnych, a niezbadanych obszar6w i
okreslenia problemu badawczego. Trafnos¢ tego wyboru potwierdza tez rozpoznawalnosc
czasopism, ktére wydrukowaty wszystkie przedstawione prace. Wprowadzenie do tematu
zakoficzone jest sze$cioma (pomimo, ze ostatni cel ma numer 7.) giéwnymi pytaniami/celami
pracy. Ambitne cele pracy doktorskiej obejmuja zaréwno pytania podstawowe jak: zwigzek

pomiedzy ekspozycja na obecno$¢ metali i Zywotnoscig komérek, ich zdolnosci do



akumulacji metali, wzrostu i wyksztatcania organéw roslinnych oraz pytania bardziej
szczegGtowe jak: wyksztatcanie mechanizméw detoksyfikujgcych i natury procesow
obumierania komérek w obliczu stresu (PCD) wraz z zaangazowaniem uczestniczgcego w
tym procesie enzymu (caspase-like).

Przedstawione prace oryginalne zostaty opublikowane w ostatnich trzech latach, a
dwie z nich w biezacym roku. Cztery prace przedstawiono w trzech rozdziatach i wkazdym z
nich postawiono okre$lone hipotezy badawcze.

Dwie najbardziej zblizone tematycznie publikacje zgrupowano jako rozdziat pierwszy
(Chapter 1). W pracach tych starano si¢ odpowiedzie¢ na pytania zadawane przez badaczy
analizujacych podobne zagadnienia czy wiasciwosci komorek w zawiesinie odpowiadajg
tolerancji roslin. W pracach tych poszukiwano tez odpowiedniego materiatu badawczego. W
rozdziale tym przedstawiono dwie prace opublikowane w Acta Societatis Botanicorum
Poloniae w 2017 roku (IF=0,718) i Plant Physiology and Biochemistry w roku 2018
(IF=3,404). W obu publikacjach Doktorantka jest pierwszg autorka, a w jednej pracy takze
autorka korespondencyjng. Warto zaznaczy¢, Ze obie prace zostaly juz zacytowane (Web of
Science), i obie dotycza ekspozycji kultur zawiesinowych na dziatanie metali cigzkich. J ako
najwazniejszy cel wyznaczono opis warunk6éw oddziatywania i akumulacji jonéw metali
przez komérki pieciu gatunkéw/genotypéw Viola o zréznicowane;j tolerancji na ten czynnik
stresowy. W pierwszym etapie badan okrelono warunki ekspozycji na jony metali w zakresie
stezen 0,0-1000 pM i zywotnos¢ komérek uzyskanych z testowanego materiatu roslinnego. W
tym miejscu chciatbym zada¢ pytanie czym kierowano sig podajac stezenia w M zamiast w
mM? W opisanych badaniach wykorzystano test ,,alamarBlue” izadbano o odpowiednie pH
zawiesiny. Zabieg ten okazal si¢ kluczowy i gwarantujacy wykluczenie uzyskiwania
artefaktéw. Pomiary akumulacji badanych metali dokonywano metodg spektrometrii masowej
(AAS), a dystrybucje metali przy zastosowaniu mikroskopu transmisyjnego z analizg ugiecia
promieni rentgenowskich (X-ray). Uzyskane wyniki wskazujg na wysoka tolerancje¢
wszystkich badanych gatunkéw/genotypéw i ich zdolnos¢ do hiperakumulacji zaréwno Zn jak
i Pb. Oba metale kumulowaty sig silnie w $cianach komérkowych i w wakuolach, nie
zaburzajac w istotny sposéb Zywotnosci komérek. W rezultacie przeprowadzonych badan
mozna stwierdzié, ze opisywane wiasciwoéci fizjologiczne sg typowe dla szeregu gatunkow
Viola. Przedyskutowanie wynik6w obu publikacji w jednym rozdziale wydaje si¢ mie¢ duzy
sens naukowy pomimo, Ze pierwsza praca dotyczy tylko jonéw Pb, a druga zar6wno Pb jak i
Zn. Istotne szczegély metodyczne (stgzenia, czas ekspozycji, pH zawiesiny, techniki

badawcze) wypracowane w pierwszej pracy znajduja zastosowanie w analizie obu metali i



pozwalaja na szersza interpretacj¢ wynikéw i dokonanie pewnych uogélniefi tyczacych sig
tematu odpornosci ro$lin z rodziny Viola. W toku dyskusji mozna byto stwierdzi¢
przystosowanie gatunkéw Viola do wegetacji w warunkach zanieczyszczenia $rodowiska i
przyblizy¢ mechanizm tolerancji na poziomie komérkowym, co stworzyto nadzieje na
uzyskanie wyprowadzonych linii odpornych na testowane metale.

Na drugi rozdziat (Chapter 2) sktada si¢ jedna praca opublikowana w 2020 roku w
czasopi$mie Plant Physiology and Biochemistry (IF=3,404), w kt6rej Doktorantka jest
zaréwno pierwsza jak i korespondencyjng autorka. W publikacji wypracowano i opisano
kolejne etapy regeneracji roslin z komérek z zawiesin komérkowych traktowanych wysokimi
stezeniami Zn i Pb. Co warto podkresli¢, praca ta stanowi kolejny konsekwentny etap badan
rozpoczety i opisany w pierwszym rozdziale. Zastosowany materiat jak i st¢zenia soli metali
s takie same. Kolejne etapy prac obejmujg uzyskanie kalusa i wyprowadzenie regenerantow
zdolnych do wegetacji w warunkach polowych. Przy pomocy markeréw ISSR stwierdzono
takze niewielkie zréznicowanie genetyczne regenerantéw w poréwnaniu do populacji z ktérej
uzyskano komérki zawiesinowe. Ponadto komérki uzyskane z regenerantow
wyprowadzonych z komérek odpornych na Pb utrzymywaty t¢ wtasciwosé, a nawet cecha ta
byta wzmocniona, natomiast w przypadku komérek traktowanych Zn wiasciwosc ta
pozostawata na podobnym poziomie.

Do rozdziatu trzeciego (Chapter 3) zakwalifikowano prac¢ opublikowang w
Environmental and Experimental Botany w 2020 (IF=3,712). Takze w tej pracy Doktorantka
jest zar6wno pierwsza jak i korespondencyjng autorka. Publikacja poswigcona jest analizie
procesu PCD komérek traktowanych solami metali. Zawiesing komérek V. tricolor uzyto jako
modelu badawczego i zastosowano ponownie te same co we wezesniejszych pracach stgzenia
i czas ekspozycji. Z zastosowaniem metody TUNEL okreslono intensywnos¢ procesu PCD, a
metoda westernblott okreslono aktywnos¢ inhibitora roslinnego enzymu okreslanego jako
caspase-like. Stwierdzono jednoznacznie, ze w poréwnaniu do materiatu kontrolnego proces
PCD wystepuje czesciej w obecnosci soli metali czemu towarzyszy podwyzszona aktywnosc
proteaz enzymu caspase-like. Wyniki te wskazuja na istotng rol¢ aktywnosci odpowiedniej
proteazy w komérkach poddanych stresowi metali cigzkich. Wykazano réwniez, ze jony
olowiu oddziatuja silniej niz jony cynku na czgsto$¢ wystgpowania PCD i wyzsza aktywnosc
proteaz caspase-like.

Wszystkie pomystowo przeprowadzone serie doswiadczalne opisane w pracach
zaowocowaty duza iloécig wynikéw, umozliwity wyciagnigcie wielu wnioskéw, dokonanie

pewnych uogélnien oraz zaproponowanie zmian wybranych parametréw fizjologicznych,



ktére moga charakteryzowaé materiat roslinny poddany oddziatywaniu stresu metali cigzkich
w warunkach naturalnych. Cato$¢ zwienczy ogélna dyskusja wynikéw uzyskanych w
poszczegdlnych publikacjach. W rozdziale Dyskusja Autorka przeanalizowata uzyskane
wyniki na tle innych prac z podobnego zakresu. Badan wykonanych na innym materiale,
analizujacych omawiany problem jest stosunkowo duzo i w tej czgsci pracy Doktorantka
wykazala si¢ ostroznym i krytycznym podejsciem do przedstawionych rezultatow. Dyskusja
dostarcza czytelnikowi duzej porcji informacji i jest rzeczowa. Wykonane prace beda
inspiracja do dalszych prac i badan. Cato$¢ opisanych prac sktadajgcych si¢ na sp6jng catosé
ma znaczenie poznawcze, ale tez jest wazna z punktu widzenia praktycznego. Nowa wiedza
wynikajaca z czterech opublikowanych prac pozwala nam zrozumie¢ szereg detali
dotyczacych oddziatywania nadmiaru metali cigzkich na organizmy zywe i stwarza
perspektywy pozwalajace na patrzenie z optymizmem na proces poszukiwania roslin
odpornych i wykorzystaniu ich do ograniczenia oddzialywania metali skazajacych srodowisko
jak i fitoremediacji.

W rozdziatach , Material i Metody” poszczeg6lnych opublikowanych prac
znajdujemy w miare szczegétowy opis materiatu i metod badawczych. Z zaciekawieniem
czyta sie te fragmenty prac, tym bardziej, Zze paleta zastosowanych metod jest bogata.
Szczegbtowosé opiséw jest podyktowana wymaganiami redakcji poszczeg6lnych czasopism.
Autorka udokumentowata potrzebe stosowania pewnych modyfikacji, utatwiajac tym samym
prace ewentualnym kontynuatorom doswiadczen. Préba statystyczna na jakiej wykonano
badania upowaznia do wyciagnigcia jednoznacznych wniosk6w.

Opisywana praca odbiega w kilku punktach od standardowych prac doktorskich. W
pierwszej czesci koncentruje si¢ na zagadnieniach typowo metodycznych, a w drugiej ma
charakter fizjologiczno-biochemiczny. Wyniki i rezultaty sa przedstawione w sposob
skondensowany. Doktorantka jest wspétautorem kilku innych prac oryginalnych i
najwyrazniej zdobyta juz pewne do$wiadczenie, ktére zaowocowato w trakcie zestawiania
publikacji wybranych do pracy doktorskiej. Na uwage zastuguje tez fakt, ze rozdzialy
Wprowadzenia i Dyskusji napisane sa zwigztym, treSciwym i poprawnym je¢zykiem, co
bardzo utatwia lekture. Dyskusja unaocznia jak ogromng prace wykonata Doktorantka i jak
uzyskane wyniki mogg by¢ jeszcze eksploatowane, i to w szerszym kontekscie, niekoniecznie
tylko w analizie wybranego materiatu roslinnego i analizowanego czynnika stresowego. W
moim przekonaniu zebranie w jednym dokumencie wszystkich faktéw jest istotnym
osiaggnieciem rozprawy. Obserwacje te moga wprowadzi¢ istotne nowe elementy do naszej

wiedzy na temat adaptacji roslin do zmiennych warunkéw $rodowiskowych. Przedstawione



badania umozliwiaja znacznie doglebniejsza interpretacj¢ wynikéw dzigki réwnoleglym
pomiarom na podobnym materiale, Co stanowi o warto$ci eksperymentéw. Zarowno
aktualnoé¢ analizowanego tematu jak i jego warto$¢ praktyczna stanowia o wartosci calego
zamierzenia badawczego. Wartym podkreslenia jest konsekwentna realizacja poszczegblnych
etapéw prac i ich publikacja w czasopismach o duzym zasi¢gu miedzynarodowym. Wszystkie
wypunktowane tu walory pracy doktorskiej wskazujg, ze jest ona ponadprzecigtna i dlatego
tez zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny o rozwazenie wyr6znienia pracy doktorskiej
pani mgr Klaudii Sychty.

Sprecyzowane w pracy wnioski pokazuja ogélny wkiad Doktorantki w postgp W
badaniach nad badanymi gatunkami jak réwniez majg zastosowanie w analizie wptywu na
innym materiale rodlinnym. Opisane powyzej spostrzezenia dotyczace ocenianej pracy
sktaniajg mnie do sformutowania nast¢pujacych pytan pod adresem Doktorantki:

1.Znaczna czesé dyskusji toczy sie wok6t probleméw zmiany wybranych parametréw
fizjologicznych w zaleznodci od stosowanego stresu metali ciezkich. W jakim stopniu na
podstawie przedstawionych wynikéw doswiadczen mozna spekulowa¢ na temat réznic lub
podobienstwie reakcji roéliny na inne metale cigzkie?

2. Czy w kontekscie przedstawionych wynikéw i danych literaturowych mozna

dyskutowa¢ na temat podobienstwa reakcji gatunkow Viola na inne czynniki stresowe?

Podsumowanie:
Oceniana praca cenzusowa zawiera wszystkie elementy typowe dla rozpraw doktorskich

i spemnia wszelkie wymagania formalne i merytoryczne okreslone w artykule 13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki, stawiane tego typu opracowaniom. Doktorantka wykonata
badania wrazliwoéci roélin z rodziny Viola na stres metali ci¢zkich, a wyniki bez
watpienia beda w przyszioici eksploatowane takze przez badaczy zajmujacych si¢
innymi ro§linami. Wykonata ogromns ilo$¢ analiz, ktére stanowig znaczacy wkiad w
postep badar dotyczacych oceny tolerancji roslin na ten typ stresu abiotycznego.
Autorka wykazala si¢ wiedza, konsekwencja, skrupulatnoscig i przygotowaniem do
prowadzenia prac badawczych. W zwigzku z tym z pelnym przekonaniem stawiam
whniosek do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu J agiellonskiego o
dopuszczenie mgr Klaudii Sychty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i
proponuj¢ rozwazenie wyroznienia Jej pracy doktorskiej.
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