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Procesy naturalne i dzialalno$¢ antropogeniczna przyczyniajg si¢ do wzbogacenia
$rodowiska w metale cigzkie, co niesie ze sobg negatywne konsekwencje dla funkcjonowania
ekosystemow i zdrowia czlowieka. Obecnos¢ toksycznych stezen metali, w tym niklu (Ni),
w glebie obniza jako$¢ i ilo$¢ plondéw, a w skrajnych przypadkach eliminuje zanieczyszczone
tereny z wykorzystania na cele rolnicze. Rosliny uprawiane na zanieczyszczonych terenach mogg
sta¢ si¢ zZrodlem przenikania metali do tancuchdw troficznych, na szczycie ktdrych stoi cztowiek.
Dlatego poznanie mechanizmoéw toksycznosci metali oraz odpornosci na metale w roslinach
uprawnych jest interesujgcym i waznym zagadnieniem badawczym podejmowanym przez
naukowcow na catym $wiecie. W tym kontek$cie uwazam, ze podjeta w ocenianej rozprawie
doktorskiej tematyka badawcza, jak rdéwniez model roslinny wybrany do badan sg jak najbardziej
wlasciwe i uzasadnione. Celem pracy byta ocena odpowiedzi siewek ogorka, ktéry jest popularng
rosling uprawng na calym $wiecie, na toksycznos$¢ niklu. Rosliny uprawiano hydroponicznie
w kontrolowanych warunkach fotoperiodu, temperatury i wilgotnosci powietrza na pozywce
kontrolnej lub w obecnosci 10 pM Ni przez 2-3 tygodnie. Analizowano wzrost roslin, parametry
stresu oksydacyjnego oraz mechanizmy obrony antyoksydacyjnej, pobieranie i metabolizm azotu,
wydajnos¢ fotosyntezy, profil lipidow 1 zwigzkow fenolowych. Zastosowany uktad
eksperymentalny jest dobrze zaplanowany i poprawny, wykorzystane metody analityczne sg
bardzo réznorodne i adekwatne do postawionych celéw, co pozwolilo na uzyskanie rzetelnych
i warto$ciowych wynikéw.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia ogolnie przyjete wymagania
formalne stawiane pracom eksperymentalnym. Tres¢ dysertacji, obejmujacej 183 strony
maszynopisu, zostata podzielona na 9 rozdzialéw, poprzedzonych wykazem stosowanych
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skrotow. Zamieszczone na koncu pracy streszczenia w jezyku polskim i angielskim
wyodrebniono jako oddzielne rozdziaty (Rozdziat 7 i 8). Dokumentacje pracy stanowi w sumie
79 rycin oraz 4 tabele. Wszystkie rozdzialy dysertacji zostaly przedstawione poprawnie,
z zachowaniem odpowiednich proporcji, dostarczajac wszelkich niezbednych informacii,
wskazujac na orientacje Pani mgr Aleksandry Witusinskiej w problematyce badawczej oraz
umiejetnos$¢ prowadzenia wywodu naukowego.

Rozdziat 1. — ,Wstep” (38 stron maszynopisu) przedstawia bardzo logicznie
poprowadzong i przejrzyscie przedstawiong synteze wiadomosci, ktére stanowia doskonate
wprowadzenie do badan prezentowanych w pracy. Rozdziat ten zostal podzielony na cztery
podrozdziaty, w ktérych dodatkowo wyrézniono podpunkty precyzujace zagadnienia omawiane
w ramach tych podrozdziatéw. Na poczatku Doktorantka przedstawita zrédla, stezenia i formy
niklu w srodowisku, a nastepnie dokladnie omoéwita pozytywny i negatywny wplyw tego
pierwiastka na rosliny. W kolejnych dwoch podrozdziatach wzorowo i wyczerpujaco przedstawita
zagadnienie stresu oksydacyjnego w roslinach i mechanizmy obronne roslin przed tym stresem.
Opisata reaktywne formy tlenu (RFT) i procesy, w ktorych s3 generowane, negatywne
oddzialywanie RFT na lipidy, biatka i kwasy nukleinowe, a takze enzymatyczne
1 nieenzymatyczne elementy systemu antyoksydacyjnego roslin. Na zakonczenie przedstawita
metabolizm azotu w ro$linach, ze szczeg6lnym uwzglednieniem roli poszczegdlnych enzyméw
uczestniczacych w przemianach i asymilacji pobranych form azotu. Niewatpliwg zaleta tego
rozdziatu sg schematy (7), ktére w bardzo przejrzysty i graficznie estetyczny sposob ilustruja
omawiane zagadnienia. Opisy i ilustracje przedstawione w tym rozdziale stanowig doskonaty
material dydaktyczny.

Rozdziat 2. przedstawia ,,Cel pracy”. Po kr6tkim wprowadzeniu wyjasniajacym zasadnosé
podjgcia badan wptywu niklu na siewki ogérka, sformutowano w trzech punktach cele pracy.
Glownym celem przeprowadzonych badan byto poznanie mechanizméw toksycznego dziatania
niklu na szereg procesow fizjologicznych i biochemicznych, zwigzanych przede wszystkim ze
stresem oksydacyjnym i metabolizmem azotu w r6éznych organach ro$lin ogérka (korzenie,
starsze i miodsze liscie), w zaleznosci od czasu ekspozycji na ten metal. Cele pracy zostaty
wilasciwie sformutowane. Cele szczegdlowe przedstawiajg kolejne badane parametry, ktorych
analiza w takiej sekwencji zostata przedstawiona w kolejnych rozdzialach dysertacji.

W rozdziale 3. ,Materialy i metody”, Autorka przedstawila przebieg eksperymentu,
opisala rowniez szczegdélowo metody badania parametréw morfologicznych, fizjologicznych
1 biochemicznych roslin, a takze metody molekularne oraz stosowane analizy statystyczne.
Wszystkie procedury i metody badawcze, poczawszy od zalozenia hodowli roslinnych, az po
kolejne przeprowadzane analizy materiatu roslinnego zostalty opisane precyzyjnie, w sposob
pozwalajgcy na ich odtworzenie. Zastosowane metody badawcze sg adekwatne do zatozonych
celow. Nalezy podkresli¢ szeroki wachlarz metod analitycznych wykorzystanych w badaniach,
w tym m.in.: spektrometria absorpcji atomowej do okreslenia profilu pierwiastkéw w organach
roslin; konduktometryczny pomiar integralnosci bton komérkowych; fluorescencja chlorofilu a
do okreslenia sprawnosci aparatu fotosyntetycznego; spektrofotometryczne analizy stezenia
barwnikéw fotosyntetycznych, poziomu fenoli czy aktywno$ci enzymoéw; chromatografia
cieczowa (LC) i wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) sprzezona z tandemowa
spektrometrig mas do analizy profilu lipidéw oraz HPLC do oznaczenia profilu zwigzkow
fenolowych; histochemiczne analizy akumulacji RFT; wreszcie analiza profilu ekspresji
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wybranych genéw zwigzanych z metabolizmem azotu przy uzyciu nowoczesnych metod
molekularnych. Opis i wielo$¢ metod badawczych WSkaZLl]e réwniez na wielki naktad pracy
wlozony w przeprowadzenie doswiadczen.

Analiza statystyczna wynikdéw zostata przeprowadzona prawidlowo i czytelnie przedstawiona
na rycinach i w tabelach.

Rozdzial 4. — ,,Wyniki” stanowi najobszerniejsza, liczacg 48 stron cze$¢ dysertacji.
Wyodrebniono w nim az 14 podrozdzialdw, zawierajgcych dodatkowe podpunkty. Mimo tak
olbrzymiej ilosci uzyskanych wynikéw, Autorka przedstawita je w sposob systematyczny,
logiczny 1 czytelny, w oparciu o liczne ryciny (70) i trzy tabele. Wykresy zostaly przygotowane
bardzo starannie, a konsekwentne stosowanie ich uktadu i kolorystyki we wszystkich analizach
bardzo ulatwia $ledzenie wynikow i porownywanie poszczegdlnych parametrow w danych
warunkach eksperymentalnych. Bardzo podoba mi si¢ zestawienie wynikow analizy zawartosci
anionorodnika ponadtlenkowego i1 nadtlenku wodoru w postaci skanow wybarwionych lisci oraz
wykreséw na Ryc. 31.

W rozdziale 5. ,Dyskusja”, podzielonym dla wigkszej przejrzystosci na cztery
podrozdziaty, Autorka dokonata wielostronnej analizy i interpretacji uzyskanych wynikow
w odniesieniu do tych opublikowanych w literaturze $wiatowej. W kolejnych podrozdziatach
przeanalizowata wplyw niklu na wzrost siewek, procesy pro- i antyoksydacyjne, poziom i profil
zwigzkow fenolowych oraz metabolizm azotu. Dyskusja zostata przeprowadzona w sposéb
bardzo dojrzaly, bez zbednych powtdrzen wynikdw i w nawigzaniu do stawianych celéw
badawczych. Na zakonczenie kazdego podrozdzialu dyskusji Autorka dokonata syntetycznego
podsumowania 1 interpretacji najwazniejszych osiagnie¢, co wskazuje na doskonalg orientacje
w problematyce pracy, umiejetnos¢ krytycznego myslenia i wyciggania wnioskow na podstawie
wynikow wielu przeprowadzonych przez siebie analiz. Dowodzi to réwniez, ze dobor parametrow
do analiz i metod badawczych nie byt przypadkowy, a miat prowadzi¢ i prowadzit do wyjasnienia
mechanizméw toksycznego dzialania niklu na siewki ogdrka oraz wskazania mechanizmdow
obronnych.

Rozdzial 6. — ,,Wnioski” zawiera 10 punktow przedstawiajagcych najwazniejsze
osiggniecia, sformulowane poprawnie i zgodnie z postawionymi celami badawczymi. Moim
zdaniem Doktorantka zbyt skromnie odniosta si¢ do swoich osiagni¢é, nie uwypuklajgc swoich
nowatorskich dla nauki wynikow, jak cho¢by analiza wezesnych produktéw peroksydacji lipidow
w roslinach od wplywem niklu, co nie byto wczesniej badane.

Wykaz pismiennictwa (Rozdziat 9. — , Literatura™) liczy az 287 pozycji literatury, w tym
tylko 7 pozycji literatury polskojezycznej. Dobor literatury jest jak najbardziej odpowiedni,
bardzo dobrze powigzany z tematyka pracy. Za wartosciowe uwazam odwotania do literatury
zrodtowej z polowy 20. wieku (m.in. Hoagland i Arnon, 1950), jak rowniez wykorzystanie
literatury najbardziej aktualnej, opublikowanej w ostatnich latach.

Przeprowadzone badania toksycznosci niklu w siewkach ogorkach byly kompleksowe
i wielowatkowe, i dostarczyty wielu warto$ciowych dla nauki wynikéw. Majg one bardzo duza
wartos¢ poznawcza, jednak nie prowadza bezposrednio do ewentualnego ich praktycznego
wykorzystania.



Wsrod najwazniejszych, sposrod diugiej listy, osiggnie¢ badawczych ocenianej rozprawy nalezy
wymienic:

- potwierdzenie na podstawie licznych i réznorodnych badan, ze nikiel wykazuje
wielostronne dziatanie toksyczne na ro$liny, a u podstaw jego toksycznosci lezy m.in.
indukcja stresu oksydacyjnego i zaburzenia w pobieraniu i metabolizmie azotu, co
skutkuje zahamowaniem procesu fotosyntezy i wzrostu roslin;

- pionierskie doniesienia, ze nikiel wywotuje w ro$linach oksydacyjne uszkodzenie lipidow
oraz podanie profilu lipidéw btonowych (wczesnych i koncowych produktéw
peroksydacji, klas fosfolipidow), a takze stwierdzenie wzrostu stopnia nienasycenia
fosfolipidéw pod wptywem niklu, skutkujace zaburzeniem integralnosci i funkcjonalnosci
bton;

- wykazanie, ze nikiel powoduje zmiane profilu zwigzkow fenolowych i wzrost aktywnosci
peroksydaz klasy III (GPOX, SPOX), co moze zwigkszaé potencjal antyoksydacyjny
siewek ogorka (np. wzrost stgzenia kwasu chlorogenowego), ale réwniez w sposob
bezposredni ogranicza¢ toksyczno$é tego pierwiastka poprzez chelatowanie metalu przez
zwigzki fenolowe lub unieruchamianie w $cianie komorkowej na skutek jej zwiekszonej
lignifikacji;

- wykazanie zmiany aktywnosci poszczeg6lnych enzymow zaangazowanych w metabolizm
azotu, a zwlaszcza potencjalnej roli NADH-GOGAT i NADH-GDH w syntezie
glutaminianu w warunkach stresu niklu.

Warto podkresli¢, ze Autorka swobodnie postuguje sie jezykiem polskim i uzywa
fachowe;j terminologii, a styl pisania jest gladki i przyjemny dla czytelnika. Praca jest napisana
wyjatkowo starannie i estetycznie, jednak przy tej objetosci tekstu nie udalo sie uniknaé kilku
drobnych pomylek i niescistosci, jak rowniez bardzo nielicznych btedéw natury edytorskiej lub
stylistycznej (twarde spacje, przecinki, kropki).

Z obowigzku recenzenta podaje ponizej kilka przyktadow takich bledow, niedociagnied
czy niescistoscei:

- Rys. 27 (str. 87) — w opisie osi Y ,,Chlorofil a/b” nie powinno podawa¢ si¢ jednostki
(stosunek chlorofilu a do b niweluje jednostke); z kolei na Rys. 29 (str. 88) brakuje
jednostki przy parametrze QY na osi Y.

- W tabelach 3 i 4 (str. 108-111) dobrze byloby wyjasni¢, jakie wartosci sg wyrdznione
kolorem czerwonym i zielonym.

- W tekscie pojawia si¢ pewna niekonsekwencja uzywania nazw pierwiastkow, czasem sa
pisane pelng nazwa, a czasem symbolem (dotyczy np. niklu/Ni, kadmu/Cd).

- Zabraklo wyjasnienia kilku skrétéw, np. NRT i AMT (str. 44), HPLC.

- W spisie literatury wigkszo$¢ tytulow czasopism jest pisana w formie skroconej,
ale pojawiajg si¢ tez pelne nazwy czasopism; brak kursywy w nazwie lacinskiej gatunku
(np. poz. 83); w poz. 128 zabraklo nazwy czasopisma.
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Podczas lektury rozprawy doktorskiej nasun¢to mi si¢ kilka pytan czy uwag, na ktore
chciatabym poznac¢ odpowiedzi/opinie Doktorantki:

- Mimo, ze cel pracy jest jasno sformutowany, zabraklo mi hipotezy badawczej, ktéra
moglaby by¢ zweryfikowana poprzez przeprowadzone badania. Czy moglabym prosic¢
o sformutowanie takiej hipotezy/hipotez?

- Nastr. 138 pojawitlo si¢ stwierdzenie ,,... w lisciach bgdacej hiperakumulatorem kapusty
rzepak ... [Nouairi i wsp., 2006]”, a na stronie 141 ,,Poréwnawcze badania reakcji na stres
Cd u kapusty rzepak (gatunek wrazliwy) i kapusty sitowatej (hiperakumulator)
wykazaly.... [Nouairi i wsp., 2006]”. Zachodzi tu sprzecznos$¢ informacji dotyczacej
hiperakumulatorowych wiasciwosci kapusty rzepak (Brassica napus). Chciatabym sie
dowiedzie¢, czy B. napus jest rzeczywiscie hiperakumulatorem metali (jakich?), na czym
polega zjawisko hyperakumulacji, zwlaszcza w odniesieniu do niklu i jakie gléwne
mechanizmy odpowiadajg za hiperakumulacje tego metalu w roslinach.

- Na str. 141 pojawilo si¢ kolejne zdanie, w ktore wkradt si¢ biad: ,,... wyniki badan
przeprowadzonych na wykluczajagcym i1 hiperakumulujacym gatunku rzodkiewnika
pospolitego [Seregin i wsp., 2023]”. Rzodkiewnik pospolity (4rabidopsis thaliana (L.)
Heynbh.) nie jest hiperakumulatorem. Czy chodzito Pani o dwa badane w tej pracy gatunki
rzodkiewnika o odmiennych wlasciwosciach: A. lyrata i A. halleri? Ktéry z nich jest
hiperakumulatorem, a ktory ,,wyklucza” metale? Na czym polega strategia wykluczania
metali?

- Ciekawi mnie, jakie dalsze kierunki/perspektywy badan mogg wyloni¢ sie
z przeprowadzonych w niniejszej pracy badan i na podstawie uzyskanych wynikow.

- Czy przeprowadzone badania / uzyskane wyniki mogg mie¢ aspekt aplikacyjny?

Podsumowanie i uwagi koncowe

Podsumowujac opini¢ stwierdzam, ze Doktorantka bardzo dobrze wywigzata sie ze
wszystkich zadan, jakie zostaly postawione w celu pracy. Wobec niezwykle szerokiego zakresu
prezentowanych badan, bardzo wartosciowych wynikéw, ktore stanowig oryginalne rozwigzanie
problemu toksycznosci niklu w roslinach, a takze rzetelnej dokumentacji, dyskusji i interpretacji
uzyskanych wynikow, przedstawione powyzej uwagi w zaden sposdb nie umniejszajg wartosci
calej pracy i nie maja istotnego znaczenia dla mojej wysoce pozytywnej oceny rozprawy
doktorskiej Pani mgr Aleksandry Witusinskie;j.

Na podstawie analizy przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej moge stwierdzié, ze
Doktorantka wykazala si¢ rozlegla wiedza teoretyczng dotyczaca zagadnien zwigzanych
z toksycznoscig metali w roslinach, stresem oksydacyjnym, metabolizmem azotu, profilem
lipidow i zwigzkéw fenolowych, wpisujacych sie w dyscypling nauki biologiczne. Doktorantka
opanowala bardzo szeroki warsztat badawczy, przeprowadzita liczne praco- i czasochlonne
badania, a takze zaprezentowata umiejetnos¢ starannej dokumentacji oraz poprawnej interpretacji
uzyskanych wynikow. Doskonale dobrata i wykorzystata literature fachowa. Uwazam, ze jest
przygotowana do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, od etapu planowania badan,
poprzez ich przeprowadzenie i opracowanie wynikow.



Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska spelmia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.
U. z 2018 r. poz. 1668). W zwiazku z powyiszym, przedkladam Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne wniosek o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Witusinskiej do dalszych etapéw
postepowania doktorskiego.

Jednoczesnie, sktadam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej stosowna
nagrodg. Praca prezentuje wyrdzniajacy si¢ poziom biorgc pod uwage bardzo szeroki
1 kompleksowy zakres wysokiej jakosci badan, z zastosowaniem réznorodnych i nowoczesnych
metod i narzedzi badawczych. Doktorantka umie faczy¢ klasyczne i zaawansowane metody
badawcze, a uzyskane dzieki nim wyniki, profesjonalnie przedstawione i zinterpretowane, wnosza

nowg wiedze w rozwdj dyscypliny nauki biologiczne.
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