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1. Znaczenie podjetego tematu - uwagi ogolne:

W przedstawione) do oceny pracy doktorskiej poruszono wazny problem usuwania
toksycznych metali cigzkich z gleby. Wobec braku optymalnych rozwiazan pomimo stale
prowadzonych prac, pozostaje on ciagle aktualny. Glowny temat badan to fitoekstrakcja metali z
zanieczyszczonych gleb — najmniej inwazyjna dla Srodowiska technologia usuwania skazen przy
pomocy roslin. Z tego wzgledu, wsérod dostepnych metod usuwania zanieczyszczen, pozostaje
rozwigzaniem nad ktorym warto pracowac by zwiekszy¢ jej efektywnosé. Zatem pod; ecle tego
tematu uwazam za uzasadnione.

2. Charakterystyka pracy i uzyskanych wynikow

Rozprawa doktorska liczgca 113 stron jest podzielona na sze$¢ rozdziatéw glownych, ktore
poprzedzono Streszczeniem 1 Wykazem Skrotow oraz uzupetniono Spisem literatury, Suplementem
(zawierajgcym spis stosowanych odczynnikow, tabele, wykresy i fotografie) oraz Wykazem tabel,
rysunkow 1 zdjec.

We wstepie liczagcym 18 stron przedstawiono gtowne zagadnienia dotyczace fitoeksrake;ji:
potrzeby stosowania te] metody do usuwania skazen z gleby w odniesieniu do innych technologii
remediacji, z przedstawieniem zalet 1 wad, ograniczen, zakresu stosowania, uwarunkowan majacych
znaczente dla podejmowania decyzji o sposobie ograniczenia oddziatywania zanieczyszczen
obecnych w glebie na organizmy. Oméwiono dwa parametry wazne dla powodzenia fitoekstrakeyi —
poziom akumulacji metali 1 produkcje biomasy, z podaniem sposobéw ich modyfikacii.
Przedstawiono w skrdcie zabiegi zwiekszajgce wydajnosé fitoekstrakcji. W dwdch ostatnich
podrozdziatach oméwiono stosowane w fitoekstrakcji wspomaganej chelatory oraz
mikroorganizmy. Sg to rozdzialy szczegdlnie wazne dla opisu badan wykonanych w ramach pracy
doktorskiej, gdyz chelatory oraz mikroorganizmy byly testowane w prowadzonych
doswiadczeniach pod katem przydatnosci dla bardziej efektywnego usuwania metali z gleby.

Opis jest zwiezly, wystarczajacy dla zrozumienia sensu prowadzonych badaf. Temat jest niezwykle
obszerny, konieczne bylo zatem stosowanie skrotow w opisach, aby wskazaé na glowne

uwarunkowania procesu fitoekstrakcji. Autorka dokonata trafnego wyboru. Jednak w niektorych



przypadkach tekst staje sie zbyt pobiezny lub niejasny w swoim przestaniu. I tak, na str. 21 opis
pobierania metal(loid)ow jest zbyt uproszczony z niejasnym okresleniem ,,po wniknieciu do
korzenia przez blone komdrkowa epidermy lub endodermy”. Z kole1 na str. 23 przy opisie
stosowanie EDTA autorka uzywa okreslen ,,mobilizacja” 1 ,,mobilnos¢” metali nie wyjasniajgc ich
znaczenia. Nie wyjasnia takze, jakie jest powigzanie zatrzymywania Pb w korzenmach z 2-3-krotnie
zwiekszong mobilnoscig. Kolejny przyktad to ostatnie zdanie Wstepu (str. 27). Nie podano, jaki jest
sens biologiczny , wykazywanej roznicy w poziomie ekspresji genow’” (Jakich genow? Jaki to ma
zwiazek z opisywanymi procesami?). W calosci watki omoéwione we Wstepie zostaty dobrze
podzielone tematycznie co daje prawidlowy obraz ztozonos$ci problematyki poruszonej w pracy
doktorskie;.

Celem pracy bylo przetestowanie przydatnosct wybranych kombinacji zwigzkow
chelatujacych oraz mikroorganizmow dla zwiekszenia wydajnosci fitoekstrakej wspomaganej. Cel
przedstawiono bardzo krétko, wymieniajgc w punktach pytania, na ktore szukano odpowiedzi. Nie
podano jednak uzasadnienia dla wyboru wiasnie tych czynnikow. W zwigzku z tym, chciatam
prosi¢ megr Kutrowska o szersze wyjasnienie wskazujgce na kryteria wyboru przyjetego uktadu
eksperymentalnego.

 Autorka zastosowala klasyczne podejscie metodyczne do oceny przydatnoscit wybranych
warlantow wspomagania fitoekstrakcji. Badania przeprowadzono w dwoch czesciach — pierwszej
opartej] o hodowle hydroponiczne oraz drugiej prowadzonej na glebie zanieczyszczone]
pochodzace) ze stanowiska naturalnego (testy z zastosowaniem czynnikOw wspomagajacych
fitoekstrakcje). Oceniono zawarto$¢ metali w glebie 1 w czgsciach roslin, obliczono parametry
niezbedne dla poréwnania analizowanych wariantéw 1 zroznicowanej odpowiedzi wybranych
oatunkow roslin (wspodtczynnik akumulacji,, wspotczynnik akumulac)i pedu, wspolczynnik
biokoncentracji). W oparciu o wysokos¢ biomasy, zawartos¢ chlorofilu, reaktywnych form tlenu
(RFT), aktywnosci systemow antyoksydacyjnych okreslono poziom toksycznosci stosowanych
warunkow dla roslin. Mierzono takze aktywnos$¢ mikrobiologiczng w glebie poprzez okreslanie
aktywnosci dehydrogenaz. Oceniano catkowite stezenie metali w czesciach roslin (metodg ICP-MS)
jak rowniez metoda pohlosciowa (LA-ICP-MS) w wybranych miejscach todyg, korzeni 1 lisci. Do
analizy danych zastosowano stosowne metody statystyczne. ‘

Przeprowadzono wstepne testy stosujgc uprawy hydroponiczne dla wstepne) charakterystyki
gorczycy pod wzgledem odpowiedzi na metale podawane pojedynczo oraz w mieszaninach dwoch
metali. Gleby poddawane fitoekstrakcji sg zwykle zanieczyszczone co naymniej dwoma metalami,
zatem znajomos$¢ reakcji roslin na mieszaniny metali ma znaczenie praktyczne przy podejmowaniu

decyzji o przysztym schemacie nasadzen roslin. Okreslenie zaleznych od rodzaju metali

oddziatywan synergistycznych czy antagonistycznych (wptywajacych na pobieranie, akumulacje 1



dystrybucje metali w roslinie) jest wazne dla podeymowania decyzji1 o ewentualnym zastosowaniu
danego gatunku do oczyszczania gleby o okreslonym skiadzie mineralnym metodg fitoekstrakeji.
Ciekawym 1 waznym wynikiem jest wskazanie stymulacji translokacji Pb do pedu w obecnosci
jonow Zn. Chciatabym w tym miejscu, jako uzupetnienie Dyskusji, poprosi¢ autorke rozprawy o
przedstawienie transporterow metali, ktorych substratem moze by¢ jednoczesnie zarowno Zn jak 1
Pb. '

Waznym wkiadem drugiej czesci badan (uprawy glebowe) do rozwoju wiedzy na temat
mechanizmoéw zwiekszania efektywnosci fitoekstrakcji metali z gleb, byto polaczenie uprawy
wspotrzednej (rownolegly wzrost kilku gatunkow) ze stymulacjg poprzez podawanie doglebowe
zwiazkow chelatujacych (intensyfikujacych biodostepnos¢ metali w glebach, pobieranie przez
rosliny 1 translokacje do czesci nadziemnych) oraz preparatow mikrobiologicznych. Pomimo wielu
badan prowadzonych w tym zakresie na Swiecie, ze wzgledu na brak rozwigzan gotowych do
zastosowania w kazdych warunkach, istnieje konieczno$¢ poszukiwania nowych kombinacji roshn 1
warunkow wspomagania fitoekstrakci.

Gléwnym osiagnieciem pracy sa nowe wskazania dla stosowania kombinacji systemow

wspomagania fitoekstrakcyi:

o Wykazanie duzego zroznicowania odpowiedzi na inokulacje PGPR (Burkholderia
phytofirmans) badanych gatunkéw (u gorczycy poprawa parametrow waznych dla fitoekstrakcji
takich jak stezenie w pedach, wartos¢ BCF, wysokos¢ plonu oraz 1los¢ metalu w tkankach -
oldwnie dla Zn, w mniejszym stopniu Cd; negatywny wplyw na lucerng 1 kukurydze);

Nie zgadzam sie ze stwierdzeniem na s. 54, ze inokulacja PGPR podwyzszyta dla wigkszosci
wariantow zawartos¢ metali w gorczycy; na Rys. 4.8 wyzsze wartosci widac jedynie dla Zn 1 w
mniejszym stopniu dla Cd. Minusem jest brak statystycznej analizy 1stotnosci roznic pomiedzy
wynikami. Poza tym na Ryc.4.8; 14.10, Tab. 4.9 14.11 nie podano w jakich warunkach
hodowano rosliny — domyslnie tylko na glebie zanieczyszczonej?

o Wykazanie korzystnego wplywu obecnosci kukurydzy w nasadzeniach gorczycy przy
rownoczesnym zastosowaniu wszystkich form wspomagania fitoekstrakcj: dla zwigkszenia
stezenia metali w pedach gorczycy (najsilniej Pb), a takze wartosci BCF; Podobnie — kukurydza
rosngc w obecnosci gorczycy akumuluje wiecej Pb (takze Cd, Zn 1 Cu) po zastosowaniu 1
wszystkich form wspomagania fitoekstrakcji (w porownaniu z wariantem bez suplementacji).
Wskazuje to m. in. na specyficzng modyfikacje dostgpnosci metali w ryzosterze w badanym
podwoinym uktadzie. '

o Wykazanie przydatnosci komercyjnie dostepnego konsorcjum mikroorganizmow dla
zwiekszenia wydajnosci fitoekstrakcji metali — przede wszystkim Pb 1 w mniejszym stopniu Cu.

Wykazano, iz mozne je stosowaé w procesie fitoekstrakcji indukowanej jako zamiennik



zw13zkOw chelatujacych. Jest to szczegolnie cenne odkrycie, bioragc pod uwage powszechna

 dostepno$¢ preparatu, niewysoki koszt i nieinwazyjny dla srodowiska system stosowania

O

O

(zawiera ono mikroorganizmy wystepujace naturalnie w glebie, polecane w rolnictwie dla
zwigkszenia dostepnosct mikro- 1 makro-elementow oraz dla przyspieszenia kompostowania)
Wykazanie szczegoOlne) przydatnosci ramnolipidoéw oraz kwasu nitrylotrioctowego (NTA) 1
konsorcjum mikroorganizmow dla fitoekstrakcyi Zn z zastosowaniem testowanych gatunkow;
Wykazanie szczegoOlnej przydatnosci stosowania NTA oraz konsorcjum mikroorganizmow do

fitoekstrakcji Pb 1 Cu z zastosowaniem testowanych gatunkow;

Rozprawe konczy rozdziat DYSKUSJA, w ktorym na 20 stronach omowiono najwazniejsze

oslagniecia pracy, przedstawiajac wiasne wyniki na tle bogatej literatury. Autorka traftnie komentuje

zalety 1 wady zastosowanego systemu wspomagania fitoekstrakcji, wskazuje takze na mozliwe

przyczyny duzego zroznicowania odpowiedzi roslin na testowane warunki.

Uwagi dodatkowe: Praca nie jest wolna od pewnych uchybien:

a)

b)

h)

Dlaczego jako pozywke kontrolng wybrano 100-krotnie rozcienczona pozywke Hoaglanda? Czy
tak niskie stezenie sktadnikdw mineralnych pozywki jest uktadem optymalnym dla wzrostu
'badanych roshin?

Dlaczego nie analizowano parametrow waznych dla oceny efektywnosci fitoekstrakcji w
hodowanych pojedynczo roslinach kukurydzy 1 lucerny? Minusem jest brak testow dla
pojedynczych roslin kukurydzy 1 lucerny (stosowanych w hodowlach wspotrzednych z
gorczyca) pokazanych na wykresach Ryc. 4.814.10.

Nie zastosowano, jako uktadu odniesienia do pozywki zawierajace] wysokie stezenia dwoch
metali, pozywki zawierajacej jeden metal o stezeniu takim jak w uktadzie podwojnym.

Opis wynikOw jest bardzo uproszczony, ograniczony do wskazan gdzie dany parametr ulegt
zmianie. Utrudnia to sledzenie rozumowania autorki pracy 1 kryterium podejmowania kolejnych
doswiadczen. Wskazanie i1ch sensu biologicznego podano dopiero w Dyskusii.

Termin ,,akumulacja” uzywany nieprecyzyjnie w tekscie, autorka odnosi go zaroOwno do opisu
wyniku porownania wspotczynnikow akumulacy jak tez stezema metalu.

Tabela 4.6 — podano stezenie [mg/kg s.m.] a nie calkowitg zawartosc ;

Dystrybucja mikroelementéw, s.50; Ryc.4.4 — nie opisano precyzyjnie co przedstawia, co
oznacza poziom zmian pierwiastkOw w roslinach (jakie wartosci dzielono przez siebie, nie
podano co to jest ,,proba traktowana 1 proba kontrolna™); W legendzie brak informacji o gatunku
roshiny;

Interakcje pomiedzy metalami, s. S1: W zasadzie brak opisu wynikow — zamieszczono jedno

krétkie zdanie. Tab. 4.5, s.51 — brak informacj1 o gatunku rosliny;



Uwagi techniczne

a) Wyniki podano w formie Tabel 1 Wykresow (nazwanych Rys. ), dlaczego czes¢ z nich
zamieszczono w tekscie, czes¢ jednak na koncu rozprawy, nie podajgc przekierowania do tej czescl
pracy. Taki uktad utrudnia czytanie pracy 1 sledzenie wynikow.

b) Tab. 4.14, s.61: w gornym wierszu — ,,plon [mg]” — sugeruje sucha mas¢ w mg, a nie zawartosc
metalu w zebranej biomasie. Niejasno$¢ wprowadza takze pierwsze zdanie w opisie Tabeli
zamieszczonym pod spodem.

c¢) Spis literatury — nieczytelny, bez formatowania tekstu;

Bledy edytorskie 1 jezykowe

literowka: s. 13, 16, 23, 65

Wysuchone s.43 (zamiast wysuszone)

s.48 — obecno$¢ Pb wpltywata podwyzszyta akumulacje ... (wptywala nie zostalo skreslone)
Transportery przezbtonowe (5.20)

Komorki translokujg ...(s.21)

Uklad eksperymentacyjny — s. 23

JYadowanie ksylemu” — raczej ,,zatadunek ksylemu ...s.21

s.50 — stowo ,,poziom” powtarza sie w kazdym zdaniu, a w jednym zdaniu nawet 2-krotnie.
Wykonano serie upraw badajacych (uprawy nie badajg), s. n35

s. 67 —w wariancie traktowanym metalami (traktowane sg rosliny, a nie wariant)

Whniosek koncowy:

Wymienione uwagi krytyczne nie umniejszajg caloksztaltu osiggniec. Dzigki poddaniu
testom ciekawego systemu wspomagania fitoekstrakcji otrzymano nowe wazne wyniki, dajgce
szanse na dalsze usprawnienie te] metody. Wyznaczaja one takze $ciezki dla dalszych badan.
Stanowia zatem tworczy wklad w poznanie proceséw wspomagajacych fitoekstrakcje metali.
Autorka wykazala sie umiarem w interpretacji nowych danych, nie prowadzita zbyt daleko 1dacych
spekulacji. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca spelnia wymagania art. 13 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 . Nr 65, poz. 595; z pOzniejszymi zmianami.). W zwigzku z tym
wnosze o jej przyjecie, oraz o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Kutrowskiej do dalszych etapow -

przewodu doktorskiego.

Prof dr hab. Danuta Maria Antosiewicz





