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Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska składa się ze zbiolu czte.ech
artykułów naukowych opatrŻonych wspólnym opisem W języku angielskim Żawierającym
krótkie wprowadzenie, cele badań, hipotezy badawcze, opisy poszczególnych artykułów,
Zbiorczą dyskusję uzys](anych wyników, wnioski i l<onkluzję' Rozprawę uzupełnia spis
cytowanej literatufy olaz streszczenia w języku an8ielskim i pols](im. Ponadto dołączone są
ośwladczenia WspółautoróW altykułów naukouych o 1ch wkładzie w powstanie publikacji'

Alq/kuły naukowe z wynikami badań są opublikoWane W języku angielskim w tżech
czasopismach naukowych o zasięgu międzynarodowym, indeksowanc W najWażniejszych
bazach bibliometrycznych, rozpowszechniających uyniki pfac Z zaklesu nauk o roś]inach
(Plant sciences) tj. Acta Societatis Botanicorum Poloniae. Plant Physiology and Biochemistry
(2 afiykuły) oraz Elvironmental and Experinrolta] Botan}'' Czasopisma te publikują artykuły
Wzakresie dyscypliny biologia [uf/nika to także z p.zypisania tych czasopism do dyscyplin
naukowych jakiego dokonało Ministerstwo Nauki i szkolnictwa Wyższego w 2019 r'). ]ak
zostanie WykaŻane w dalszej części lecenzjl, zarniesŻczone W lozprJWie artykuły stanowią
spóJ'ny tematycznje zbiór stanowiący orygina]ne rozWiązanie prob1emu naukowego.

Z uwagi na fakt, że aftykuły te są Wie]oautorskie, istotne jest zwelyfikowanie
indyvidualnego wkładu Autorki rozpfa\ły' Mgr K]audia sychta jest Współautorem w każdym
z załączonych altykułów, Wymienjona zawsze ja](o pjelwsza w spisie autorów, a w tlzech z

nich Wymieniona jako aulol kolespondencyjny, co Wskazuje na jej znaczący wkład \\'
powstanie Wszystkich publikacjj' Do rozpfa\ĄT/ dołączone zostały oświadczenia Autolki
fozprawy iwspółautorów arq/kułów o ich Wkładzie W wykonanie badań oraz przygotowanie
każdej z pub]ikacji' Ich analiza jednoznacznie wskazuje, że mgl Klaudia Sychta miała
ind}.Widualny Wl(ład (osZacowany na poziomie 70-77a/a w Za]eżności od artykułu]
w oplacowaniu koncepcji badań, uykonaniu częśc1 eksperymentalnej, opracowaniu
iinterpretacj'i WynikóW, a tal<że przygotowaniu manuskryptó\Ą/ do publikacji' ośWiadczenja
Autolki rozprawy są zgodne z ośWiadczeniamj WspółautolóW artykułóW oraz są Żgodne
z infbrmacjami o wkładzie Współaulolów opub]ikowane W artykułach'

Podsumowując mogę stwjerdzić, że pfzedstawiona rozplawa doktorska spełnia
uymaganja formalne.
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oDis i ocena cześci merltorvcznei rozDrawv
część merytorycŻna IozpraWy obejmuje: cztely arty]<uły naukowe opatrzone

Wspó]nym krótkim czterostronicowym Wprowadzeniem fcenela] introductlon), cel i hipotezy

badawcze, opis Wykorzyst}'lvanych mateliałóW roślinnych ischematycznie zaprezentowany

układ doświadczaLny' Sformułowanych sześć [w rozprawie jest błąd w numeracjiJ głównych

prob]emów badawczych omawianych jest w trzech wyodrębnionych loz.]zjałach, Z których

każdy obejmuje klót]<ie 1'3 stIonicowe puybliżenie treści alq/kułu naukowego stanowiącego

właścjwą część rozdzjału, plzy czyn rozdZiał I obejmuje dwa altykuły, a pozostałe fozdziały

po jednym artyl<ule. Dyskusja uzyskanych '!Ą'yników prowadŻona Wspólnie dla wszystkich

rozdziałów obejmu;'e wraz z konkluzją kolejne cztely strony 1 stanowi Iaczej podsumowanie

wrynjków' Część melytoryczną kończy siedem głównych wniosków M'l'nikających

z plzeprowadzonych badań' Dołączony spis litefatury obejmuje ponad B0 pozycji

ang1ojęzycznych artykułów naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych, z czego

znaczna część W ostatnich dwóch dekadach'

Wpfowadzenie przybliża problem s]<ażenia g]eb metaiami ciężkjmj i opis

Występowania gatunków Ioś]in tolerancyjnych i podatnych na skażenja tego Iodzaju- Autorka

fozprawy deflniuje podstawowe pojęcia związane z temaq/ką m.in' IozIóżniając metalofity

i niemeta]ofity, metalofity obligatoryjne, faku]|atywne i p.Żygodne ofaz Wskazuje głóWne

strategie to]erancji roślin na obecność skażeń glebowych' W dalszej częścj przedstawia

gatunki zdolne do wzrostu w warunkach skażcnia gleby metalami cięŹkimi, W tym gatunki

z rcdzaju viola wskazując na ich zlóżnicowaną klasyfikację w zaieżności od miejsca

\nTrstępowania. obie wymienione części wprowadŻenia dostalczają podstawowej wiedzy

niezbędnej do zrozumienia problematyki rozpla\ły i doboru matefiału roślinnego

Wykorzystywanych w badaniach pfzez Autofkę' odrębny akapit opisuje przykłady

\Ąykolzystania kultuf zawiesin komórkorrych in vitro da badania tolelancji komórek na

tlaktowanie substancjami egu ogennymi olaŻ \Ąymienia podstawowe metody oceny wpłyla/u

tych substancji na ż}'vvotność komórek' opis ten odnosi się do Wszystkich rozdzla+ów

rozplawy, 8dyż Autofka wykoĘystuje kultuly zawiesinowe do oceny oddziałJ'a'vania metali

c]ęż]<ich na komóIki pozyskane z roślin gatunków yio1o we wsZystkich czterech artykułach'

WpfowadŻenie opalte o licznie cytowaną ]iteraturę Wskazuje, że Autorka Iozpfawy posiada

wiedzę W zakresie przedstawianej p.oblemalyki, niemniej jednak uważam, że ta część

rozpla\Ą'f/ mogłaby być bardziej szczegółowo opisana, przede wszystkjm w zaklesje

dotychczasowej wiedŻy doĘ/czącej mechanizmóW tolefancji roś]in, zwłaszcza należących do

rodzaju ylo1ą na s]<ażenia g]eby olaz charakterystyki głównej metody oznaczania ż],nvotności

komórek wykoruysĘ/wanej We wszystkich dośWiadcŻeniach opisywanych przez Autolkę

fozplawy, tj' metody aLamaIBlue' Pewne informac;'e znajdują sję w dołączonych artykułach

lecz są one sklótowe i flagmentaryczne izwy]<Ie oslaniczone do odwołań do jnnych

oplacowań, co uniemożliwja uzyskanie pełnego oblazu omawianych zagadnień bez sięgania

do dalszych źródeł' PeWną niezręcznością tego fuagmentu rozprauT/ jest także sformułowanie

o wskazaniu kole]acjj międu y reakcją roś]in i komórek !Ą'ybranych gatunkóW [stI' 74), a także

wskazanie znaczenia wyników na rozwój nauki i praktycznego $ykorzystania (str. 17)'

sformułowania te odnoszą się do uzyskanych wynikóW, a zatem powinny być plzedstawione

nie We wplowadŻenju czy opisie metod lecz w dyskusji 1ub konkjuzJ'i rozpfa1Ąf'.

Ce] badań został jasno sformułowany' szczegółowe pytanja jakie stawia Autorka

w daJszej kolejności wskazują J'ednak na znacznie szersZy Zakles badań jakie zrealizowała n|ż

ten \ĄYnikający z przedstawionego ce]u pracy. Znajduje to potwierdzenie w lozdziałach lI i III
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Iozprawy, W któIych opisane zostały badania nad poznaniem \ĄYbfanych elementów
mechaniŻmu to]elancji na metale' Nie widzę powodu dla ]<tó.ego badanie mechanizmów
tolerancji nie zostało ujęte przez Autolkę jako drugi główny cel, a potlaktowane na równi z

innymi bardziej szczeEółowmi aspektami badań' Niemniej jednak wszystkie ce]e badań
postawione przez Autolkę Iozplawy uważam Ża w pełni uzasadnione i ważne'

Wyniki badań nad tolelancją gatunkóW 7io1o zebrane są W trzech Iozdziałach ściśle ze
sobą związanych zarówno pod względem tematycznym jaki i Wf/korzystywanych metod'
Dotyczą one jednak odrębnych prob1emów badawczych' Elementem wspó]nym jest poddanie
badanych układów bio]ogicznych działaniu związków zawierających ołów lub cynk, dwóch
metali za]iczanych, w za]eżności od przyjętej nomenklatury, do grupy meta]j cjężkich, które
wykazują efekt toksyczny na .oś]jny, i tym samym ich komórki, zwłaszcza gdy występują
w wysokich stężeniach W środoWisku' Skażenie gleb metalami ciężkimi wyniI<ające zarówno
z naturalnego \łystępowania tych pjerwiastkóW J'ak i dZiałania antropogenicznego jest
poważnym ploblemem powszechnie identyfikowanym na śWiecie. W Po]sce również obsZary
skażone meta]ami ciężkimj \ĄYstępują isą jdentyfikowane głównie w si]nie zindustrializo_
wanych regionach, w pobliżu kopalń ihut gdzie składowane są Iudy metali, odpady
wydobnvcze i poplodukcyjne' skażenia te stanowią zaglożenie dla środowiska, zdrowia
zwierząt i ]udzi. skażone tereny wymagają Iemediac]'i i reku]B.Wacji, a dobór gatunkóW Ioślin
zdolnych do ich zasiedlania i fitoremediacji jest lduczowy dla powodzenia procesu
przywracania biofóżnorodnoścj i róWnowagj ekosystemóW' Rośliny na]eżące do .odzaj! Vio]ą
\ĄTstępują na terenach o wysokich stężeniach Zn i Pb, mają one zatem zdo]ność do Wzrostu
W podłożu pomimo Występujących W nim Związków, które są toksyczne dIa większości innych
8atunl{ów' Autorka recenzowanej rozprawy doktorskiej podjęła się badań mających na celu
okleślenie, czy istnieje zróznicowanie pomiędzy gatunkami Violą w ich tolelancji na Wysokie
stężenia Zn i Pb i czy ewentualne różnice powiązane są z występowaniem tych 8atunków jakie
obserwuje się na terenach skażonych lub nies]<ażonych'

Badania zoslały p]'zeprowadzone Z wykorzystaniem kultul zawiesin komórkowych
utŹymywanych in vitro, tj' W walunkach kontro]owanych Właściwości fizyko-chemicznych
podłoża, temperatury i ośwjetlenia. Tym samym, w odIóżnieniu od badań przeprowadzanych
na Ioślinach W uprawie glebowej, \Ą'f/kolŻystano układ doświadczalny, w którym
oddziaływanie czynnjkóW losowych na komórki zostało zmalgina]izowane, a jedynymi
czynnikamj zmiennymi była ekspozyc;'a na Zn iPb dodawane do podłoża w różnych
stężeniach. Reakcja komórek na działanie tych meta]i była oceniana po 24, 4a i 72 godzinach
poprzez okIeś]anie frekwencji pl.zeżJ,.Wających komórek'

W rozdziale l Iozpla'!Ą'Y przedstawione są wyniki badań metodycznych Żmierzających
do opracowania właścirł1'ch walunków plowadzenia dośWiadczeń' Autorka rozprawy
testowała lóżne kombinacje regulatorów wzrostu do indukcji tkankj ka]usowej z siewek
roślin Vio1a. W efekcie Wybrała najkorzystniejszą poż}.Wkę, któfej użycie pozwoliło uzyskać
kalus u wszystkiclr badanych gatunków. Tkanka ta stanowiła materiał wyj'ściowy do założenia
komórkowych kul|ur zawiesinowych. Wytypowany został także jeden spośród tlzech
porówny-wanych testóW oceny żywotności komórek' Test alamarB]ue został uznany przez
Autolkę roŻprawy za bardziej wiarygodny njż ocena w opafciu o stosowanje dioctanu
fluolesceiny czy barwienie błękjtem trypanu z uwagi na możiilvość uzyskania wyniku nawet
zkil](u tysięcy komórek' Test a]amarB]ue był następnie konsekwentnie wyko.zyst}''wany
we wsŻystkich ko]ejnych dośwjadcu eniach' co dodatkowo pozwa]a na dokonanie porównań
uzyskiwanych WynikóW, choć z ocz]'.Wistą ostlożnością pŹy braku układu referencyjnego'



Dodatkowo Autorka fozpra\Ąy Wkazała, że dodawanie Pb do poż}rvki minelalnej
wformie soli aZotanoWej powoduj'e \Ąytrącanie się związkóW Pb i mętnienie poż}'Wki oraŻ,

że następuje obniżanie pH pożJ,.Wki wIaZ ze zwiększaniem stęZenia dodawanego związku Pb'

Aby \łye]iminować dodatkowe zmienne W doświadczeniu mogące oddziaływać na komóIki,
Autolka rozpraty zaproponowała modyfikację warunkóW dośwjadczenia popfzez
wprowadzanie równoważnych ilości NaoH celem utrzymania pH na stałym poziomie, takim
samym jak W kontroli, niezależnie od ilości dodanego Pb(N03)2' Znaczącą kon]<]uzją badań
z dodatkiem Pb do pożywki było stwieldzenie, że toksyczny efekt Pb uwidaczniał się tylko
gdy pH podłoża pozostawało na wyso]<im poŻiomie tj., o1<' 5,7' choć nie było to pŹedmiotem
dalszych dociekań i doświadczeń, Autorka IozpralĄy tłumaczy to zjawjsko ograniczoną
zdolnością roś]in do pobierania Pb z zakwaszonego podłoża, na podstawje obselwacji
u innych organizmów'

Dla realizacl'i głóWnego ce]u badań tj', okreś]enia czy poziom to]elancji ylolo na
wysokie stężenia Zn i Pb jest zróżnicowane W oblębie rodŻaju, Autorka rozprawy pozyskała
nasiona roślin reprezentujących cztery gatunkj' Były toI gatunek obiigatoryjnie metalofityczny

- v' Iuteą ssp. westfąlica [VłV] \\ystępujący na stanowlsku si]nie skażonym Zn i Pb,

fakultati,.Wny metalofit V. tricolor reprezentowany przez odrębne populacje, l'edna
(popu1acja VTI-I/MET) poZyskana z terenów skażonych metalami ciężkimi i dluga ze

środowiska nieskażonego (VTZ/NMETJ, oraz dwa gatunki ze stanoWisk nieskaŹonych
tj', prŻygodny metalofit 7 aruensis (VAJ j niezaliczany do meta]ofitów v. uligioscr (vU)'
Zzałożenja populacje te mogły Zatem wykazywać różny stopień to]erancj'i na metale ciężkie
gdyż Występowały na stanowiskach o Zlóżnicowanym stopniu skażenia g]eby' Autorka
roŻprawy WykaŻała, że komóIki wszystkich badanych gatunków, zarówno tych
uf/stępujących na tefnach skażonych jak i nieskażonych, Wykazywały tolerancję na wysokie
stężenia obu metali, gdyż część z nich pżeż},.wała w takich stfeso\ĄTch Wafunkach' Wykazała
także dzięki użyciu spektroskopii absorpcji atomowej, że komórki a]<umulowały znaczne

ilości Zn i Pb, przy czym akumulacja Pb była silniejsza niż Zn' Ponadto komórki okazały się
hiperakumu]ato.ami zdo1nymi do akumu]ac]i pierwiastków W znacznie \ĄyŹszych stężeniach
niż stężenie Występu]ące w pożJ,.wce. Stosując transmisyjną mikroskopię elektronową
h,ykazała ponadto, że oba pielwiastki były akumulowane głór,vnie w ścianach komórkowych
i wakuo]ach, co było powiązane Z zaburzenjamj pŹy formoWaniu się ścian komórkowych po

podziałach, a Pb także w jądrach komórko'!Ą,f/ch i cytop]azmie niektórych komórek'
Te nowatorskie lrYniki wskazują, że w komór]<ach yio14 mechanizm tolerancji polega na

kompaltmenta]izacji Zn iPb do organeIli komórkowych itym samym ich u n ierucha mianiu,

co może być rozpatrywane J'ako element detoksyfikacji'
W foZdziaie II opisane zostały badania nad se]ekcją komórek.4' ofyensls w obecności

\Ąf/sokich stężeń Zn i Pb, a następnie ich sq/mu]acja do podziałów i rozwoju w rośllny' Autolka
Wykazała, że część komórek nie ty]ko przeż},.Wa w warunkach stresou,T/ch, ale utrzymuje
zdo]ności do podziałów' UZyskała roś]iny na drodze organogenezy, któIe skutecznie
Żaaklimatyzowała do Walunków ex yir,"o' Rośliny były płodne i \Ąytworzyły nasiona'
Cieka\Ą/ym aspektem było Wy](azanje, że flakcja komóIe]< W kulturach ZaWiesino\Ąych
pozyskanych z regenelantów wykazująca to]efancję na Pb, okreś]ana na podstawie oceny
żywotności komóIe]<, była Większa (o ok' 12%) niż W pŹypadku komór'ek Ioś]in \Ą'frjściowych'

Może mieć to znaczenie d]a potencjalnej możliwości podniesienia tolerancji Viola na sl€żenie
Pb na drodze selekc]'i in yifro' Różnica taka nie była jednak obserwowana w przypadku
selekcji w obecności Zn. Badania uzupełniała analiza legenerantów i .oś]in wyjściowych pod



Wzgiędem zmian na poziomie genomu plzy uŹyciu cytometrii pŹepł],.Wowej oraz zmiań
genetycznych na poziomie DNA określanych na podstawie analizy polimorfizmu pIodu]<tów
amp]ifikacji przy Wykorzystaniu markeróW IssR' Autolka rozprawy konkluduje te ana]jzy
brakiem występowania zmienności somaklonalnej wśIód Ie8enerantóW'

Rozdział lll poświęcony został głębsZemu poznaniu mechanizmu to]elancji'
Wbadaniach komórek roś]in V. tricolor ze stanowiska nieskażonego zastosowano metodę
detekcji fragmentacji DNA tzw' metodę TUNEL do okreś]enia częstości komórek, u któIych
nastąpiła plogramowana śmielć [PCD] pod wpłF'em Wyso]<ich stężeń Zn i Pb' Wyniki
wskazały, że apoptoza Występowała częściej u komóIek tfaktowanych Zn niż traktowanych
Pb' Ponadto, analiza rłyników hybrydyzacji ĘIpu Western i hybrydyzacji lisandóW
z \ĄykofzysŁanjem inhjbitorów enzymów podobnych do kaspaz ukazała, że w plocesie
apoptozy istotną rolę od8r).wała aktywność ploteaz cysteino'!Ąych podobnych do papainy'
Tym samym potwielduony został jeden z molekularnych mechanizmów oddziaływania
badanych metalj na komó.]<i i reakcji obronnej polegającej na jnicjacji apoptozy skutkującej
śmieIcią uszkadzanych komórek'

RoZdzlał zaq.tułowany ceneral discussjon stanowi kfótkje podsumowanie wyników
wszystkich trzech rozduiałów. W opinii recenzenta dyskusja powinna być baldŻiej wnikliWa
i uwzg]ędniać ocenę zgodności wyników ż},.wotności komórek uzyskanych tą samą metodą dla
tego samego gatunku, a opisi,.Wanych w różnych publikac]'ach (L frlco1or artykuł I Vs' lI vs. III,

ll drvensls alq.'kuł Il vs. III vs' lV) Qtaz znaczen\e uzyskanych wyników nad reakcją opisaną w
układzie komórkowym w kontekście Wieduy o mechanizmach reakcjj Iośljn 7io1a na skażenie
g]eby metalami ciężkimi do czego powrócę w da]szej' części Iecenzji'

Uzyskane Wyniki pozwalają na sformułowanie wniosków i odpowiedzi na postawione
we Wstępie rozplawy p}tania szczegóławe, a ta]<że wskazują, że cel badań został
zlealizowany. W tym duchu prowadzona jest krótka dyskusja podsumowująca \ĄTniki opisane
w trzech rozdziałach i wskaŻująca na ich Żnaczenie. całość zamyka \Ą'f/kaz siedmiu wniosków
znajdujących uzasadnienie W prezentowanych wynikach' Wyjątkiem jest u'niosek nf 4
dotyczący v' arvensis, a niejednoznaczne sfolmułowanie wskazuj'e, że doq7czy wszystkich
badanych gatunków 7io14' W opinii recenzenta nieprecyzyjny jest także wniosek nr 5,

W któIym Autorka stwieldza, że komórki regenelantóW V' ąrvensis uzyskanych po sele](cji
komórek w obecności Pb miały większy poziom tolerancji niż komófki roś]in Wyjścio\ĄYch'
Wniosek ten dosłownie odzwiercied]a sformułowanja jalde pojawiają się W artyku]e i je8o

opisie zamieszczone w rozdziale IIL W prezentowanych badaniach poziom tolerancji na
metale ciężkie był określany na podstawie oceny żJ'avotności komórek' Przyjęta metodyka
pozwala na okfeśienje Wielkości frakcji komórek zdolnych do plzeżycia lub obumarłych
w Wyniku klótkotrwałego (do 3 dni) stlesu' Możliwe było zatem stwierdzenie, że 72a/a więcej
komórek tolelowało obecność wysokiego stężenia Pb W poż}Ąvce, a nie że to]elancja komólek
Wzlosła o 120lo'

Zd nairĄ Jżn iei57e osią8njęcia przedstdr\ ione W rozpraWie u\^ ażJ m:

1' wykazanie wpł}''wu pH śIodowjska na toksyczność Pb określaną na podstawie oceny
ż}'-Wotnoścj komórek;

2' wyl(azanie konstytut},.Wnie !Ą,ystępującego mechanizmu to]erancji komóIek 7lo14 na
wyso]<ie stężenia Zn iPb niezależnie od gatunku oraz stopnia skażenja podłoża na
Ltórym dany gatunek 1ub populacja występują;
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4.

3. WykaŻanie, że komóIki Violą mają zdolność clo hiperakumulacji Pb ofaz z\ i że
akumulacja !Ąystępuje głóWnie W ścianach komórkowych i Wakuolach, a akumulacja Pb
może zachodzić także w jądrze komórkowym j cytoplaznlie;
wykazanie, że W Wyniku seiekc]'i komóIek ln Vitro W obecności wysokich stężeń Zn i Pb
możiiwe jest uzysI(anie roś]jn V' tricol()r zdo]nych do reprodukc;'i na drodze
geneIatywnej oraz uzyskanie regenerantóW, u których frekwencja l(omórek
Wykazujących lolerancję na Pb była wjększa niż u IośIin Wyjścior,\,ych;
\Ąykazanie, że komóIki I4 arvensls ulegają apoptozie jndukowanej wysokimi stężeniami
Zn i Pb olaz, że w procesje apoptozy zaangażoWane są ploteazy cysleinowe podobne
do papainy, a ponadto, że zastosowanje egzogennego inhibitora tych proteaz IE_64-d]
skutkowało uzyskaniem większej frakcji komófeI< pŹeż'.wa jących'

Uwagi i pvtania
Chociaż prezentowane W rozplalvie Wyniki badań były już przedmiotem pou yt),'.iĄ/nych

fecenzji pfzed ich opublikowaniem w czasopismach, Iolą recenzenta w pŹewodzie
doktorskjm jest krytyczne spojrzenie na całokształt przeprowadzonych badań opisanych
wlozplawje. Po Żapoznanju się z p.zedstalĄ/joną rozprawą doktorską mogę stwie.dzjć,
że stanowi ona orygina]ne .ozwiązanie ploblemu badawczego polegające na poznaniu
wybranych elementó\,l'/ mechani7mu to]erancjj komórek na dwa ńetale cjężkie oraz
okleś]enie występowania tolerancji w Ióżnych gatunl(ach i populacjach lzio1a. Kilka aspektówjest w mojej opinii jednak dyskusyjnych. Aurorkd rozprJWy ldlkur<rotnie przy
podsumowywaniu lr,Tników poszczególnych badań konklurjuje i podkreśla, że stosowany
układ doświadczalny wykorzystujący komórkowe kultuly zawiesinowe jest dobrym układem
modelowym pozwalającym na badanie to]eranc]'i na meta]e cięż]<ie, a wyciągnięte Wnioski
z uzysl<anych wyników przy stosowanju tego modelu mogą być odniesione przy
IoŻpatl}'\Ą'aniu tolerancji roślin /iolo' W przekonaniu recenŻenta, wykonanje badań wyłączn1ew układach l<omórkor,qlch, bez jakichkolwiek prób weryfikowania tolerancji roś]in na
u,ysokie stężenia Zn i Pb powoduje, że konkluzje takie są nieuprawnione i mają chalaktel
spekulacyjny opafty jedynie o wybrane pfzesłankj ]iteraturowe na przykładzie innych
gatunków, co nie musj znaleźć potwierdzenia w pŹypadku gatunkóW 7io1o' zladzam się, że
zastosowany u]<ład dośwjadcza]ny, w którym Większość walunkóW jest kontrolowana można
uznać za układ modelo\Ąl' Jednak czy układ modelowy można uznać za dobry wymaga
potwierdzenia empirycznego' W prezentowanej. rozprawie nie znajduję zadnych danych
empirycznych pozwalających na weryfikację czy wynikj wyzyskane przy uzyciu układu
modelowego mają pŹełożenie w odniesieniu do tolerancji rośl1n' Aspekty te są tym baldziejjsotne, Źe w układzie modelowym Doktorantka Wy]<azała hiperakumulację Zn iPb, gr1yż
współczynnik pobrania wahał s1ę w glanicach między 11 a77,podczas gdy badania 1nnych
autorów, ]<tóIe przytaczane są w loŻplawie, Wskazują, że współczynnil pobielania p.zez
rośliny Viola \Ą']mosj poniżej jec]ności' Rodzi się zatem podstawowe pytanie na ile stra|egia
hiperakumu]acji przez komórki obserwowana w układŻie .oj"to"y. moze być
proponowana jako element konstytutywnego mechanizmu reakcji toierancji ewolucyjnje
wykształconego w rodzaju violą, podczas sdy roś]iny ylola Wystawione na skażenia Zn i Pb
nie są ich hipelakumulantami' Prosiłbym, aby W tlakcie pubiiczne]' obrony Doktorantka
ustosunkowała się do powyŹszego problemu oraŻ Wskazała czym J'e]' zdaniem powinien
cechować się dobry układ modelowy ijak dokonałabyjego Wa]idacji'



PIosiłbym także o ustosunkowanie się podczas oblony do poniższych kwestiiI
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D]aczego doświadczenia z użyciem kultul zawiesino\Ąych nie były plowadŻone w
ciemności skolo stosowanie różnych stężeń Pb powodowało zmianę warunków
śwjetlnych? czy światło było czynnikiem nieubędnym w stosowanym układzie
modelowym?
D]aczego badając poziom akumulacji Zn i Pb w komóIkach stosowane były różne
jednostki przy oznaczaniu zawartości tych pielwiastkóW W pożywce IL!M) iw komórkach

[m8/kg)? {dodatkowo We Wstępie i metodyce wielkości podawane były także W ppmJ czy
wnioskowanie o większej' akumulac;'i Pb niż Zn w komórkach na podstawie \Ąyliczenia
masy zakumulowanych pierwiastków jest uzasadnione biorąc po uwagę, że Pb ma ponad
tlzykrotnie więl<szą masę molową niż Zn?
Czym zdaniem Doktorantki można uytłumaczyć zmniejszenie wielkości genomu komórek
regenelantów po traktowaniu Zn o blis]<o 10% (artykuł II1], jakie to może miec znaczenie
dla funkcjonowania komórek oraz czy zasadne jest zatem stwieldzenie zawalte w
dyskusji altykułu o b.aku Żmienności somakLonalnej?
Kontynuując problem z pkt' 3, czy zdaniem Doktorantki, wykrycie polimorfizmów IssR
polegających na Wystąpieniu unikaLnych produktów amplifikacji W popu]acjach
regeneIantów po traktowaniu Zn jak i Pb [tzw' private malkers], tj' nie występujących W
populacji Ioślin Wyjściowych, jest mało znaczące w kontekście oceny zmienności
genetycznej jaka mogła zostać zaindukowana W trakcie badań' a jeśli tab to zdaniem
Doktolantki jak duże zmiany wy]<rywane markerami IssR musiałyby wystąpić, aby
można było skonkludować, że \Ąystąpiła zmienność somak]ona]na?

Podsumowanie

Pfzedstawiona rozprawa jest wartościowym oplacowaniem naukowym ważnego
prob]emu badawczego' Całość badań jest logicznie zaplanowana i zrealizowana z użyciem
właściłych metod poŻWalających na wefyfikację stawianych hipotez i osiągnięcie
zakładanych ceIóW, a uzyskane wyniki poszerzają dotychczasową wiedzę' Przedstawiona
Iozprawa Ws](azuje także, że m8r Klaudia sychta Wykazuje ogólną wiedzę teoletyczną
w dyscj'T]inie biologia oraz umiejętność samodzielneso prowadzenia pracy naukowej.

Konk]udując, uważam że pfzedstawiona do Iecenzji rozprawa doktolska, której
aulorem jest mgr K]audia sychta spełnia krytelia stawiane rouprawom doktorskim określone
w art. 13 Ustawy z dnja 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytu]e w zakresie sztuki (Dz' U'z2003 f' NI 65, poz' 595 z późn' zm', tekst
jednoliq/ Dz.U. z 2016 r. poz. BB2l.
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Kraków, 30 czerwca 2020


