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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska sklada sie ze zbioru czterech
artykutéw naukowych opatrzonych wspdlnym opisem w jezyku angielskim zawierajgcym
krotkie wprowadzenie, cele badan, hipotezy badawcze, opisy poszczegélnych artykutéw,
zbiorcza dyskusje uzyskanych wynikéw, wnioski i konkluzje. Rozprawe uzupetnia spis
cytowanej literatury oraz streszczenia w jezyku angielskim i polskim. Ponadto dotaczone sg
oSwiadczenia wspotautoréw artykutéw naukowych o ich wktadzie w powstanie publikacii.

Artykuty naukowe z wynikami badan sa opublikowane w jezyku angielskim w trzech
czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym, indeksowane w najwazniejszych
bazach bibliometrycznych, rozpowszechniajgcych wyniki prac z zakresu nauk o roélinach
(Plant sciences) tj. Acta Socictatis Botanicorum Poloniae, Plant Physiology and Biochemistry
(2 artykuly) oraz Environmental and Experimental Botany. Czasopisma te publikujg artykuty
w zakresie dyscypliny biologia (wynika to takze z przypisania tych czasopism do dyscyplin
naukowych jakiego dokonato Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w 2019 r.). Jak
zostanie wykazane w dalszej czesci recenzji, zamieszczone w rozprawie artykuly stanowia
spojny tematycznie zbiér stanowigcy oryginalne rozwiazanie problemu naukowego.

Z uwagi na fakt, ze artykuly te sa wieloautorskie, istotne jest zweryfikowanie
indywidualnego wktadu Autorki rozprawy. Mgr Klaudia Sychta jest wspétautorem w kazdym
z zatgczonych artykutéw, wymieniona zawsze jako pierwsza w spisie autoréw, a w trzech z
nich wymieniona jako autor korespondencyjny, cowskazuje na jej znaczacy wktad w
powstanie wszystkich publikacji. Do rozprawy dotaczone zostaly o$wiadczenia Autorki
rozprawy i wspoétautorow artykutow o ich wktadzie w wykonanie badan oraz przygotowanie
kazdej z publikacji. Ich analiza jednoznacznie wskazuje, ze mgr Klaudia Sychta miata
indywidualny wktad (oszacowany na poziomie 70-77% w zalezno$ci od artykutu)
w opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu czesci eksperymentalnej, opracowaniu
I interpretacji wynikéw, a takze przygotowaniu manuskryptéw do publikacji. O§wiadczenia
Autorki rozprawy s zgodne z o$wiadczeniami wspétautoréw artykutéw oraz sg zgodne
z informacjami o wkladzie wspétautorow opublikowane w artykutach.

Podsumowujac moge stwierdzi¢, ze przedstawiona rozprawa doktorska spetnia
wymagania formalne.



Opis i ocena czesci merytorycznej rozprawy

Cze§¢ merytoryczna rozprawy obejmuje: cztery artykuty naukowe opatrzone
wsp6lnym krétkim czterostronicowym wprowadzeniem (General introduction), cel i hipotezy
badawcze, opis wykorzystywanych materialéw roslinnych i schematycznie zaprezentowany
uktad doéwiadczalny. Sformutowanych sze$¢ (w rozprawie jest btad w numeracji) gtownych
probleméw badawczych omawianych jest w trzech wyodrebnionych rozdziatach, z ktérych
kazdy obejmuje krétkie 1-3 stronicowe przyblizenie treSci artykutu naukowego stanowigcego
wiaéciwg cze$é rozdziatu, przy czym rozdziat [ obejmuje dwa artykuty, a pozostate rozdziaty
po jednym artykule. Dyskusja uzyskanych wynikéw prowadzona wspélnie dla wszystkich
rozdzialéw obejmuje wraz z konkluzjg kolejne cztery strony i stanowi raczej podsumowanie
wynikéw. Cze$¢ merytoryczng koriczy siedem gtéwnych wnioskéw wynikajgcych
z przeprowadzonych badan. Dotaczony spis literatury obejmuje ponad 80 pozycji
anglojezycznych artykutéw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych, z czego
znaczna cze$¢ w ostatnich dwoch dekadach.

Wprowadzenie przybliza problem skazenia gleb metalami cigzkimi 1 opis
wystepowania gatunkéw roslin tolerancyjnych i podatnych na skazenia tego rodzaju. Autorka
rozprawy definiuje podstawowe pojecia zwigzane z tematykq m.in. rozrézniajac metalofity
i niemetalofity, metalofity obligatoryjne, fakultatywne i przygodne oraz wskazuje glowne
strategie tolerancji roélin na obecno$¢ skazen glebowych. W dalszej czeSci przedstawia
gatunki zdolne do wzrostu w warunkach skazenia gleby metalami ciezkimi, w tym gatunki
zrodzaju Viola wskazujac na ich zréznicowang Kklasyfikacje w zaleznosci od miejsca
wystepowania. Obie wymienione cze$ci wprowadzenia dostarczajg podstawowej wiedzy
niezbednej do zrozumienia problematyki rozprawy i doboru materiatu roslinnego
wykorzystywanych w badaniach przez Autorke. Odrebny akapit opisuje przyktady
wykorzystania kultur zawiesin komérkowych in vitro do badania tolerancji komérek na
traktowanie substancjami egzogennymi oraz wymienia podstawowe metody oceny wptywu
tych substancji na zywotno§¢ komérek. Opis ten odnosi sie do wszystkich rozdziatéw
rozprawy, gdyz Autorka wykorzystuje kultury zawiesinowe do oceny oddziatywania metali
clezkich na komérki pozyskane z roélin gatunkéw Viola we wszystkich czterech artykutach.
Wprowadzenie oparte o licznie cytowang literature wskazuje, ze Autorka rozprawy posiada
wiedze w zakresie przedstawianej problematyki, niemniej jednak uwazam, ze ta czgs¢
rozprawy moglaby by¢ bardziej szczegbtowo opisana, przede wszystkim w zakresie
dotychczasowe]j wiedzy dotyczacej mechanizméw tolerancji rodlin, zwtaszcza nalezacych do
rodzaju Viola, na skazenia gleby oraz charakterystyki gtéwnej metody oznaczania Zywotnosci
komérek wykorzystywanej we wszystkich do$wiadczeniach opisywanych przez Autorke
rozprawy, tj. metody alamarBlue. Pewne informacje znajdujg si¢ w dotgczonych artykutach
lecz s3 one skrétowe i fragmentaryczne i zwykle ograniczone do odwotan do innych
opracowarn, co uniemozliwia uzyskanie pelnego obrazu omawianych zagadnien bez siggania
do dalszych Zrédet. Pewng niezrecznoécig tego fragmentu rozprawy jest takze sformutowanie
o wskazaniu korelacji miedzy reakcjg roélin i komérek wybranych gatunkéw (str. 14), a takze
wskazanie znaczenia wynikéw na rozw6j nauki i praktycznego wykorzystania (str. 17).
Sformutowania te odnosza sie do uzyskanych wynikéw, a zatem powinny by¢ przedstawione
nie we wprowadzeniu czy opisie metod lecz w dyskusji lub konkluzji rozprawy.

Cel badan zostal jasno sformutowany. Szczegétowe pytania jakie stawia Autorka
w dalszej kolejnosci wskazujg jednak na znacznie szerszy zakres badan jakie zrealizowata niz
ten wynikajacy z przedstawionego celu pracy. Znajduje to potwierdzenie w rozdziatach Il i [lI
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rozprawy, w ktorych opisane zostaty badania nad poznaniem wybranych elementéw
mechanizmu tolerancji na metale. Nie widze powodu dla ktérego badanie mechanizmoéw
tolerancji nie zostato ujete przez Autorke jako drugi gtéwny cel, a potraktowane na réwni z
innymi bardziej szczegbétowymi aspektami badan. Niemnie] jednak wszystkie cele badan
postawione przez Autorke rozprawy uwazam za w pelni uzasadnione i wazne.

Wyniki badan nad tolerancja gatunkéw Viola zebrane sa w trzech rozdziatach Scisle ze
sobg zwigzanych zaréwno pod wzgledem tematycznym jaki i wykorzystywanych metod.
Dotycza one jednak odrgbnych problemdéw badawczych. Elementem wspdlnym jest poddanie
badanych uktadéw biologicznych dziataniu zwigzkéw zawierajgcych otéw lub cynk, dwoch
metali zaliczanych, w zaleznosci od przyjetej nomenklatury, do grupy metali ciezkich, ktére
wykazujg efekt toksyczny na ro$liny, i tym samym ich komérki, zwlaszcza gdy wystepuja
w wysokich stezeniach w Srodowisku. Skazenie gleb metalami ciezkimi wynikajgce zaréwno
z naturalnego wystepowania tych pierwiastkow jak i dziatania antropogenicznego jest
powaznym problemem powszechnie identyfikowanym na $wiecie. W Polsce réwniez obszary
skazone metalami ciezkimi wystepujg i sg identyfikowane gtownie w silnie zindustrializo-
wanych regionach, w poblizu kopali i hut gdzie sktadowane sg rudy metali, odpady
wydobywecze i poprodukcyjne. Skazenia te stanowig zagrozenie dla $rodowiska, zdrowia
zwierzgt 1 ludzi. Skazone tereny wymagaja remediacji i rekultywacji, a dobér gatunkéw roélin
zdolnych do ich zasiedlania i fitoremediacji jest kluczowy dla powodzenia procesu
przywracania bioréznorodnosci i rownowagi ekosysteméw. Ro$liny nalezace do rodzaju Viola
wystepujq na terenach o wysokich stezeniach Zn i Pb, maja one zatem zdolno$¢ do wzrostu
w podtozu pomimo wystepujacych w nim zwigzkéw, ktére sg toksyczne dla wiekszoéci innych
gatunkow. Autorka recenzowanej rozprawy doktorskiej podjeta sie badan majgcych na celu
okre$lenie, czy istnieje zréznicowanie pomiedzy gatunkami Viola w ich tolerancji na wysokie
stezenia Zn i Pb i czy ewentualne réznice powigzane sa z wystepowaniem tych gatunkdw jakie
obserwuje sie na terenach skazonych lub nieskazonych.

Badania zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem kultur zawiesin komdrkowych
utrzymywanych in vitro, tj. w warunkach kontrolowanych wiasciwosci fizyko-chemicznych
podtoza, temperatury i o§wietlenia. Tym samym, w odréznieniu od badan przeprowadzanych
na ro$linach w uprawie glebowej, wykorzystano uktad do$wiadczalny, w ktérym
oddziatywanie czynnikdw losowych na komérki zostato zmarginalizowane, a jedynymi
czynnikami zmiennymi byta ekspozycja na Zn i Pb dodawane do podioza w réznych
stezeniach. Reakcja komorek na dziatanie tych metali byta oceniana po 24, 48 i 72 godzinach
poprzez okres$lanie frekwencji przezywajacych komérek.

W rozdziale I rozprawy przedstawione sg wyniki badan metodycznych zmierzajgcych
do opracowania wtasciwych warunkéw prowadzenia do$wiadczen. Autorka rozprawy
testowata rézne kombinacje regulatoréw wzrostu do indukcji tkanki kalusowej z siewek
rodlin Viola. W efekcie wybrata najkorzystniejsza pozywke, ktérej uzycie pozwolito uzyska¢
kalus u wszystkich badanych gatunkéw. Tkanka ta stanowita materiat wyj$ciowy do zatozenia
komérkowych kultur zawiesinowych. Wytypowany zostat takze jeden spoérdd trzech
porownywanych testéw oceny zywotnoéci komoérek. Test alamarBlue zostal uznany przez
Autorke rozprawy za bardziej wiarygodny niz ocena w oparciu o stosowanie dioctanu
fluoresceiny czy barwienie btekitem trypanu z uwagi na mozliwo$¢ uzyskania wyniku nawet
z kilku tysigcy komorek. Test alamarBlue byl nastepnie konsekwentnie wykorzystywany
we wszystkich kolejnych doéwiadczeniach, co dodatkowo pozwala na dokonanie poréwnan
uzyskiwanych wynikéw, cho¢ z oczywista ostrozno$cig przy braku uktadu referencyjnego.



Dodatkowo Autorka rozprawy wykazata, ze dodawanie Pb do pozywki mineralne;
w formie soli azotanowej powoduje wytrgcanie sie zwigzkéw Pb i metnienie pozywki oraz,
ze nastepuje obnizanie pH pozywki wraz ze zwiekszaniem stezenia dodawanego zwigzku Pb.
Aby wyeliminowaé¢ dodatkowe zmienne w dodwiadczeniu mogace oddziatywa¢ na komoérki,
Autorka rozprawy zaproponowata modyfikacje warunkéw doSwiadczenia poprzez
wprowadzanie rownowaznych ilo$ci NaOH celem utrzymania pH na statym poziomie, takim
samym jak w kontroli, niezaleznie od ilosci dodanego Pb(NOs)2. Znaczaca konkluzjg badan
z dodatkiem Pb do pozywki byto stwierdzenie, ze toksyczny efekt Pb uwidaczniat sie tylko
gdy pH podioza pozostawato na wysokim poziomie tj., ok. 5,7. Cho¢ nie byto to przedmiotem
dalszych dociekan i do$wiadczen, Autorka rozprawy ttumaczy to zjawisko ograniczona
zdolno$cig roslin do pobierania Pb z zakwaszonego podtoza, na podstawie obserwacji
u innych organizméw.

Dla realizacji gtéwnego celu badan tj., okreslenia czy poziom tolerancji Viola na
wysokie stezenia Zn i Pb jest zréznicowane w obrebie rodzaju, Autorka rozprawy pozyskata
nasiona roélin reprezentujacych cztery gatunki. Byty to: gatunek obligatoryjnie metalofityczny
- V. lutea ssp. westfalica (VW) wystepujacy na stanowisku silnie skazonym Zn i Pb,
fakultatywny metalofit - V. tricolor reprezentowany przez odrebne populacje, jedna
(populacja VTH/MET) pozyskana z terenow skazonych metalami ciezkimi i druga ze
srodowiska nieskazonego (VTZ/NMET), oraz dwa gatunki ze stanowisk nieskazonych
tj., przygodny metalofit V. arvensis (VA) i niezaliczany do metalofitow V. uligiosa (VU).
Z zatozenia populacje te mogty zatem wykazywac rozny stopien tolerancji na metale ciezkie
gdyz wystepowaty na stanowiskach o zréznicowanym stopniu skazenia gleby. Autorka
rozprawy wykazata, ze komorki wszystkich badanych gatunkéw, zaréwno tych
wystepujacych na ternach skazonych jak i nieskazonych, wykazywaty tolerancje na wysokie
stezenia obu metali, gdyz czeé¢ z nich przezywata w takich stresowych warunkach. Wykazata
takze dzieki uzyciu spektroskopii absorpcji atomowej, ze komarki akumulowaty znaczne
ilosci Zn i Pb, przy czym akumulacja Pb byta silniejsza niz Zn. Ponadto komorki okazaty sie
hiperakumulatorami zdolnymi do akumulacji pierwiastkow w znacznie wyzszych stezeniach
niz stezenie wystepujace w pozywce. Stosujac transmisyjng mikroskopie elektronowa
wykazata ponadto, ze oba pierwiastki byty akumulowane gtownie w Scianach komoérkowych
i wakuolach, co byto powigzane z zaburzeniami przy formowaniu sie $cian komdrkowych po
podziatach, a Pb takie w jgdrach komérkowych i cytoplazmie niektérych komorek.
Te nowatorskie wyniki wskazuja, ze w komorkach Viola mechanizm tolerancji polega na
kompartmentalizacji Zn i Pb do organelli komérkowych i tym samym ich unieruchamianiu,
co moze by¢ rozpatrywane jako element detoksyfikacji.

W rozdziale II opisane zostaty badania nad selekcjg komorek A. arvensis w obecnosci
wysokich stezen Zn i Pb, a nastepnie ich stymulacja do podziatow i rozwoju w rosliny. Autorka
wykazata, ze cze$¢ komoérek nie tylko przezywa w warunkach stresowych, ale utrzymuje
zdolno$ci do podziatéw. Uzyskata rosdliny na drodze organogenezy, ktére skutecznie
zaaklimatyzowata do warunkéw ex vitro. RoSliny byly ptodne i wytworzyty nasiona.
Ciekawym aspektem byto wykazanie, ze frakcja komorek w kulturach zawiesinowych
pozyskanych z regenerantéw wykazujgca tolerancje na Pb, okreslana na podstawie oceny
zywotno$ci komorek, byta wieksza (o ok. 12%) niz w przypadku komérek roslin wyjéciowych.
Moze mieé to znaczenie dla potencjalnej mozliwosci podniesienia tolerancji Viola na skazenie
Pb na drodze selekcji in vitro. Roznica taka nie byta jednak obserwowana w przypadku
selekcji w obecnosci Zn. Badania uzupetniata analiza regenerantéw i roslin wyjsciowych pod
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wzgledem zmian na poziomie genomu przy uzyciu cytometrii przeplywowej oraz zmian
genetycznych na poziomie DNA okreslanych na podstawie analizy polimorfizmu produktéw
amplifikacji przy wykorzystaniu markeréw ISSR. Autorka rozprawy konkluduje te analizy
brakiem wystepowania zmiennos$ci somaklonalnej wérdd regenerantéw.

Rozdziat Il posSwiecony zostat gltebszemu poznaniu mechanizmu tolerancji.
W badaniach komoérek roslin V. tricolor ze stanowiska nieskazonego zastosowano metode
detekcji fragmentacji DNA tzw. metode TUNEL do okre$lenia czestoSci komérek, u ktérych
nastgpita programowana $mier¢ (PCD) pod wptywem wysokich stezen Zn i Pb. Wyniki
wskazaly, ze apoptoza wystepowata cze$ciej u komorek traktowanych Zn niz traktowanych
Pb. Ponadto, analiza wynikow hybrydyzacji typu Western i hybrydyzacji ligandow
z wykorzystaniem inhibitoréw enzymoéw podobnych do kaspaz ukazata, ze w procesie
apoptozy istotng role odgrywata aktywno$¢ proteaz cysteinowych podobnych do papainy.
Tym samym potwierdzony zostat jeden z molekularnych mechanizméw oddziatywania
badanych metali na komarki i reakcji obronnej polegajacej na inicjacji apoptozy skutkujacej
$miercig uszkadzanych komérek.

Rozdziat zatytutowany General discussion stanowi krotkie podsumowanie wynikow
wszystkich trzech rozdziatéw. W opinii recenzenta dyskusja powinna by¢ bardziej wnikliwa
i uwzgledniaé oceng zgodnosci wynikow zywotnosci komérek uzyskanych tg samg metodg dla
tego samego gatunku, a opisywanych w réznych publikacjach (V. tricolor artykut I vs. 11 vs. 111,
V. arvensis artykut 1l vs. Il vs. V) oraz znaczenie uzyskanych wynikéw nad reakcjg opisang w
uktadzie komérkowym w kontek$cie wiedzy o mechanizmach reakcji roélin Viola na skazenie
gleby metalami ciezkimi do czego powrdce w dalszej czesci recenzji.

Uzyskane wyniki pozwalajg na sformutowanie wnioskéw i odpowiedzi na postawione
we wstepie rozprawy pytania szczeg6towe, a takze wskazujg, Ze cel badan zostat
zrealizowany. W tym duchu prowadzona jest krotka dyskusja podsumowujgca wyniki opisane
w trzech rozdziatach i wskazujaca na ich znaczenie. Cato$¢ zamyka wykaz siedmiu wnioskow
znajdujacych uzasadnienie w prezentowanych wynikach. Wyjatkiem jest wniosek nr 4
dotyczacy V. arvensis, a niejednoznaczne sformutowanie wskazuje, Ze dotyczy wszystkich
badanych gatunkéw Viola. W opinii recenzenta nieprecyzyjny jest takze wniosek nr 5,
w ktorym Autorka stwierdza, ze komorki regenerantéw V. arvensis uzyskanych po selekcji
komoérek w obecnosci Pb miaty wiekszy poziom tolerancji niz komorki roslin wyjsciowych.
Whiosek ten dostownie odzwierciedla sformutowania jakie pojawiajg sie w artykule i jego
opisie zamieszczone w rozdziale III. W prezentowanych badaniach poziom tolerancji na
metale ciezkie byt okreslany na podstawie oceny zywotnos$ci komdrek. Przyjeta metodyka
pozwala na okre$lenie wielkosci frakcji komérek zdolnych do przezycia lub obumartych
w wyniku krotkotrwatego (do 3 dni) stresu. Mozliwe byto zatem stwierdzenie, ze 12% wiece;j
komarek tolerowato obecno$¢ wysokiego stezenia Pb w pozywce, a nie ze tolerancja komérek
wzrosta o 12%.

Za najwazniejsze osiggniecia przedstawione w rozprawie uwazam:
1. wykazanie wptywu pH Srodowiska na toksyczno$¢ Pb okreslang na podstawie oceny
zywotnosci komoérek;
2. wykazanie konstytutywnie wystepujacego mechanizmu tolerancji komoérek Viola na
wysokie stezenia Zn i Pb niezaleznie od gatunku oraz stopnia skazenia podioza na
ktérym dany gatunek lub populacja wystepuja;



3. wykazanie, ze komorki Viola maja zdolnoéé¢ do hiperakumulacji Pb oraz Zn i ze
akumulacja wystepuje gtéwnie w §cianach komérkowych i wakuolach, a akumulacja Pb
moze zachodzi¢ takze w jadrze komdrkowym i cytoplazmie;

4. wykazanie, Ze w wyniku selekcji komérek in vitro w obecnoéci wysokich stezen Zn i Pb
mozliwe jest uzyskanie roélin V. tricolor zdolnych do reprodukcji na drodze
generatywnej oraz uzyskanie regenerantéw, u ktorych frekwencja komérek
wykazujacych tolerancje na Pb byta wieksza niz u roélin wyjSciowych;

5. wykazanie, ze komérki V, arvensis ulegajg apoptozie indukowanej wysokimi stezeniami
Zn i Pb oraz, ze w procesie apoptozy zaangazowane sg proteazy cysteinowe podobne
do papainy, a ponadto, ze zastosowanie egzogennego inhibitora tych proteaz (E-64-d)
skutkowato uzyskaniem wiekszej frakcji komérek przezywajacych.

Uwagi i pytania

Chociaz prezentowane w rozprawie wyniki badan byty juz przedmiotem pozytywnych
recenzji przed ich opublikowaniem w czasopismach, rolg recenzenta w przewodzie
doktorskim jest krytyczne spojrzenie na catoksztatt przeprowadzonych badan opisanych
wrozprawie. Po zapoznaniu sie z przedstawiong rozprawa doktorska moge stwierdzid,
ze stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu badawczego polegajace na poznaniu
wybranych elementéw mechanizmu tolerancji komérek na dwa metale ciezkie oraz
okreslenie wystepowania tolerancji w réznych gatunkach i populacjach Viola. Kilka aspektéw
jest W mojej opinii jednak dyskusyjnych. Autorka rozprawy kilkukrotnie przy
podsumowywaniu wynikéw poszczegblnych badan konkluduje i podkresla, ze stosowany
uktad doswiadczalny wykorzystujgcy komérkowe kultury zawiesinowe jest dobrym uktadem
modelowym pozwalajagcym na badanie tolerancji na metale ciezkie, a wyciagniete wnioski
zuzyskanych wynikéw przy stosowaniu tego modelu moga by¢ odniesione przy
rozpatrywaniu tolerancji roélin Viola. W przekonaniu recenzenta, wykonanie badan wytacznie
w uktadach komérkowych, bez jakichkolwiek prob weryfikowania tolerancji roélin na
wysokie stezenia Zn i Pb powoduje, ze konkluzje takie sg nieuprawnione i majg charakter
spekulacyjny oparty jedynie o wybrane przestanki literaturowe na przyktadzie innych
gatunkow, co nie musi znalez¢ potwierdzenia w przypadku gatunkéw Viola. Zgadzam sie, ze
zastosowany uktad doswiadczalny, w ktérym wiekszoé¢ warunkéw jest kontrolowana mozna
uzna¢ za uktad modelowy. Jednak czy uktad modelowy mozna uznaé¢ za dobry wymaga
potwierdzenia empirycznego. W prezentowanej rozprawie nie znajduje zadnych danych
empirycznych pozwalajgcych na weryfikacje czy wyniki wyzyskane przy uzyciu ukladu
modelowego majg przetozenie w odniesieniu do tolerancji roslin. Aspekty te sg tym bardziej
isotne, ze w uktadzie modelowym Doktorantka wykazata hiperakumulacje Zn i Pb, gdyz
wspotczynnik pobrania wahat sie w granicach miedzy 11 a 77, podczas gdy badania innych
autorow, ktére przytaczane s3 w rozprawie, wskazujg, ze wspdtczynnik pobierania przez
rosliny Viola wynosi ponizej jednos$ci. Rodzi sig zatem podstawowe pytanie na ile strategia
hiperakumulacji przez komérki obserwowana w uktadzie modelowym moze by¢
proponowana jako element konstytutywnego mechanizmu reakcji tolerancji ewolucyjnie
wyksztatconego w rodzaju Viola, podczas gdy rosliny Viola wystawione na skazenia Zn i Pb
nie s ich hiperakumulantami. Prositbym, aby w trakcie publicznej obrony Doktorantka
ustosunkowata sie do powyzszego problemu oraz wskazata czym jej zdaniem powinien
cechowac sie dobry uktad modelowy i jak dokonataby jego walidacji.



Prositbym takze o ustosunkowanie sie podczas obrony do ponizszych kwestii:

1) Dlaczego doSwiadczenia z uzyciem kultur zawiesinowych nie byly prowadzone w
ciemnosci skoro stosowanie réznych stezen Pb powodowato zmiane warunkow
swietlnych? Czy $wiatto bylo czynnikiem niezbednym w stosowanym uktadzie
modelowym?

2) Dlaczego badajac poziom akumulacji Zn i Pb w Komoérkach stosowane byly rdzne
jednostki przy oznaczaniu zawartosci tych pierwiastkéw w pozywce (uUM) i w komoérkach
(mg/kg)? (dodatkowo we wstepie i metodyce wielkosci podawane byty takze w ppm) Czy
wnioskowanie o wiekszej akumulacji Pb niz Zn w komérkach na podstawie wyliczenia
masy zakumulowanych pierwiastkow jest uzasadnione biorgc po uwage, Zze Pb ma ponad
trzykrotnie wigkszg mase molowa niz Zn?

3) Czym zdaniem Doktorantki mozna wyttumaczy¢ zmniejszenie wielko$ci genomu komoérek
regenerantdw po traktowaniu Zn o blisko 10% (artykut III), jakie to moze mie¢ znaczenie
dla funkcjonowania komérek oraz czy zasadne jest zatem stwierdzenie zawarte w
dyskusji artykutu o braku zmiennosci somaklonalne;j?

4) Kontynuujac problem z pkt. 3, czy zdaniem Doktorantki, wykrycie polimorfizméw ISSR
polegajacych na wystgpieniu unikalnych produktéw amplifikacji w populacjach
regenerantow po traktowaniu Zn jak i Pb (tzw. private markers), tj. nie wystepujacych w
populacji roslin wyjSciowych, jest mato znaczace w kontekécie oceny zmiennoéci
genetycznej jaka mogta zosta¢ zaindukowana w trakcie badan, a jesli tak, to zdaniem
Doktorantki jak duze zmiany wykrywane markerami ISSR musiatyby wystgpié, aby
mozna byto skonkludowa¢, ze wystapita zmiennos¢ somaklonalna?

Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa jest warto$ciowym opracowaniem naukowym waznego
problemu badawczego. Catos¢ badan jest logicznie zaplanowana i zrealizowana z uzyciem
wiasciwych metod pozwalajacych na weryfikacje stawianych hipotez i osiggniecie
zaktadanych celéw, a uzyskane wyniki poszerzajg dotychczasowa wiedze. Przedstawiona
rozprawa wskazuje takze, ze mgr Klaudia Sychta wykazuje ogélng wiedze teoretyczna
w dyscyplinie biologia oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Konkludujac, uwazam ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, Kktorej
autorem jest mgr Klaudia Sychta spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach itytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pdZn. zm., tekst
jednolity Dz.U. z 2016 r. poz. 882).

,_} A /;_,..7 LAt
Krakéw, 30 czerwca 2020 [prof. dr hab. Rafat Baranski



