Recenzja rozprawy doktorskiej
pt.: , Wspomagana fitoekstrakcja metali §ladowych: Cu, Cd, Zn, Pb” wykonanej przez
mgr Agnieszke¢ Kutrowska w Zakladzie Biochemii Instytutu Biologii Molekularne;j i

Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

1. Wprowadzenie

Zmiany do jakich doszto w srodowisku wskutek obecnosci i dzialalnosci gospodarczej
cztowieka okazaly si¢ tak istotne ze zaczeto stawiaé hipotezg rozpoczgcia nowej ery
geologicznej zwanej Antropocenem ( Levis i inni , Nature. 2015. 519: 171-180). Gatunek
ludzki pochwalié¢ sie¢ moze szeregiem osiagnig¢ tak ich jak: poprawa warunkéw w jakich
zyjemy, powszechnej edukacji i opiece zdrowotnej czego wskaznikiem jest dtugos¢ zycia
mieszkancow naszej planety. Niestety wiele tych osiagnig¢ uzyskano kosztem srodowiska
naturalnego co bylo o tyle tatwe ze z wielu jego zasobéw korzystano nie ponoszac zadnych
kosztéw, niestety ma to miejsce réwniez obecnie. Pozyskane zasoby po ich wykorzystaniu
przez czlowieka wracaja do srodowiska ale jako opady produkcyjne powodujac jego
zanieczyszczenie. Wiele tych niekorzystnych zmian poczyniono zaréwno wskutek grabiezczej
jak i nieswiadomej dziatalnosci cztowieka w pewnym momencie zdano sobie jednak sprawg z
zagrozenia i skali poczynionych szkdd i podjgto procesy naprawcze. Jednym z pierwszych
obszaréw bylo zanieczyszczenie metalami cigzkimi, ktore byty wykorzystywane od
pierwszych etapéw rozwoju naszej cywilizacji i nadal petnig istotne funkcje w gospodarce i

zyciu codziennym homo sapiens.

2. Dane formalne o rozprawie

Praca liczy 113 stron, cze$¢ graficzna tacznie z aneksem zawiera 29 rycin, 11 tabel
oraz 5 fotografii ktére pozwalaja na precyzyjne przeprowadzenie analiz i udokumentowanie
stawianych hipotez. Wprawdzie przyjety przez Autorke system numeracji nie jest zwykle
stosowany w publikacja naukowych i trudno si¢ zgodzi¢ na okreslenie rysunkiem zdjecia
satelitarnego miejsca skad pobrano skazona glebe. Bibliografia rozprawy liczy 179 pozycji
literatury w jezyku angielski opublikowanych w ostatnich latach z wyjatkiem wybranych
publikacji metodycznych. Sam uklad rozprawy jest typowy dla opracowan z tego obszaru
nauki. Objetosci najwazniejszych rozdziatow rozprawy wynosza odpowiednio: streszczenie
polskie i angielskie 2 strony, wstep bedacy przegladem literatury obejmuje 19 str., cel pracy
oraz 4 cele szczegdtowe przedstawione w formie pytan zawarte sa na 1 stronie, materialy i

metody zajmuja 16 str,, wyniki 17 str., dyskusja 19 str. oraz podsumowanie w formie



wnioskow i perspektywy, ktore zawarte jest na 2 stronach Wstep bedacy przegladem
literatury zawiera cztery podrozdziaty charakteryzujace: badane metale cigzkie, technologie
fitoekstrakeji, zwigzki chelatujace jako czynniki wspomagajace proces fitoekstrakcji oraz
rozdzial prezentujacy proby wykorzystania mikroorganizméw do intensyfikacji procesu

fitoekstrakcji.

3. Dane merytoryczne o rozprawie

Podjete w rozprawie doktorskiej zagadnienia stanowig czg$¢ prowadzonych od kilku
lat badan podstawowych w Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii Molekularnej i
Biotechnologii, Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w
zakresie fitoremediacji - dziatu biotechnologii srodowiskowej. Mito mi zauwazy¢ ze rozprawa
dotyczy biotechnologii obszaru nauki zawartego w nazwie Instytutu. Zasadniczym nurtem
badawczym j przedstawionej rozprawy bylo eksperymentalne poszukiwanie metod
intensyfikacji technologii fitoremediacji oraz na ile to mozliwe wyjasnienie mechanizmu tej
zwigkszonej wydajnosci. Autorka rozprawy opierajac si¢ na aktualnie dostepnej wiedzy o
zwigzkach chelatujacych, biosurfaktantach, konsorcjach mikrobiologicznych oraz nowych
wariantach uprawy postawita sobie za cel poprawg wydajnosci technologii fitoekstrakcji
metali cigzkich. Pierwsze realizowane zadanie dotyczylo uprawy hydroponicznej gorczycy
sarepskiej i pobierania Cu, Zn, Cd, i Pb pojedynczo i obecnosci w roztworze dwéch
pierwiastkow jednoczesnie (co zwykle ma miejsce). Kolejny eksperymenty i towarzyszace im
analizy dotyczyly uprawy roslin na zanieczyszczonej metalami cigzkimi glebie w ktérej
dopuszczalny poziom Pb, Zn i Cd byt kilkukrotnie przekroczony. Oceniano konieczno$¢
dodania do zanieczyszczonej gleby, zyznej gleby ogrodniczej dla uzyskania warunkow
umozliwiajacych wzrost roslin, inokulacj¢ bakteriami stymulujacymi wzrost roslin,
aplikacje konsorcjum bakteryjnego zatrzymujacego metale w formie nie aktywnej w
komorkach oraz wydzielajacego siderofory do ich pobrania. Rosliny uprawiano jako

pojedyncze gatunki oraz wspdtrzednie, wykorzystujac zalety takiej uprawy.

4. Ocena rozprawy

Problematyka podjeta w rozprawie wychodzi naprzeciw powszechnie
prezentowanemu zapotrzebowaniu spolecznemu na pomoc i rozwiazanie przez nauke
probleméw wykreowanych dziatalnoscia cztowieka. Zardéwno w sensie rozpoznania
zagrozenia: toksycznoscig ostrg i chroniczng czy drogami wnikania. toksyn. Kolejne zwykle

pytanie do specjalistow reprezentujacych nauke i technologi¢ dotyczy naprawy




zanieczyszczonego Srodowiska. Pytania takie ostatnio bywaja coraz bardziej stanowcze gdyz
doroste staje si¢ pierwsze pokolenie, ktére od przedszkola byto edukowane tresciami dbatosci
o srodowisko. Ta mloda czg$¢ naszego spoteczenstwa jest bardziej aktywna i ambitna i nie
zadowala si¢ wynikami ciagle praktykowanym w naszej nauce monitoringiem skazen
(obecnie prowadza je juz czesto specjalnie powolane do tego stuzby publiczne), pragng oni
czynnego udziatu w naprawie i dalszym najblizszym naturalnemu funkcjonowaniu
Srodowiska. Przedstawiona do recenzji praca jest wlasnie takg propozycja czynnej naprawy
Srodowiska naturalnego, nalezy przy tym zaznaczy¢, ze dotyczy bardzo trudnego zadania ,
jakim jest usuniecie z srodowiska nie ulegajacych degradacji metali cigzkich.

Tytul rozprawy jest zgodny z jej trescia. Wstep rozprawy kregli nam obraz
zanieczyszczenia $rodowiska metalami ciezkimi w Europie i w Polsce. W nastepnych
podrozdziale prezentuje dzial fitoremediacji zwany fitoekstrakcja, ktory jest wiodacym w
usunigciu metali cigzkich z naszego otoczenia i stanowi gléwny obiekt dociekan naukowych
niniejszej rozprawy. Ta cze$é rozprawy zawiera ostatnie doniesienia literaturowe dotyczace
wnikaniem, translokacja, akumulacja i unieczynnienia metali cigzkich na terenie komérki.
Doktorantka bardziej obszernie opisuje procesy wnikania i translokacji jako kluczowe
procesy dla fitoekstrakcji. Charakteryzuje zwiazki chelatujace metale zaréwno pochodzenia
syntetycznego jak i naturalnego. Istotnym elementem bibliografii zawartej w rozprawie jest
koficowy podrozdziat poswigcony interakcji pomiedzy mikroorganizmami i roslinami
wyzszymi w aspekcie intensyfikacji procesu fitoekstrakcji. Mozliwos¢ naturalnej
intensyfikacji fitoekstrakcji przykuwa uwage wielu naukowcow, gtéwnie za sprawg
negatywnie ocenianej (przez zajmujacych si¢ ochrona srodowiska) intensyfikacji
fitoremediacji za pomoca dodatkowo wprowadzanych do srodowiska srodkéw chemicznych
w tym réwniez syntetycznych chelatéw. W tej czesci rozprawy zabraklo ustosunkowania si¢
do zastosowanych w doswiadczeniu efektywnych mikroorganizméw, Literatura z tego
zakresu nie jest zbyt obszerna ale Autorka mogta zamiesci¢ krétkie informacje o koncepcji
efektywnych mikroorganizméw i jej twércy.

Rozdzial materialy i metody jest dobrze opracowany. W mojej ocenie Autorka
dokonata trafnego wyboru gatunkéw roslin do prowadzonych dogwiadczen i prawidtowo
poprowadzita uprawg roslin zaréwno w hydroponice jak i w glebie z skazonego stanowiska.
Rozwigzata problem uprawy roslin na glebie skazonej metalami co czgsto bywa wyzwanie
samym w sobie. Wykazata si¢ duzymi umiejetnosciami w ocenie fitotoksycznosci
uprawianych rodlin jak i opanowaniu warsztatu analitycznego np.: pomiaru reaktywnych

form tlenu, poziomu aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych czy wykonaniem przy
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wspdlpracy z Pracownia Analizy Spektroskopowej Pierwiastkéw na Wydziale Chemii,
technika ICP-MS analiz ilociowych zawartoéci metali w tkankach réznych organéw rosliny.
Uzyskane wyniki wspiera przeprowadzona analiza statystyczna, ktérej znajomoscia wykazata
si¢ przy ich opracowaniu i interpretacji..

Rozdziat wyniki prezentuje uzyskane dane w sposob bardzo czytelny za sprawa
zardwno dobrze skonstruowanego podziatu rozprawy, formy przedstawienia oraz ich opisu..
Pierwszy podrozdzial wynikéw poswigcony jest uprawie hydroponicznej gorczycy sarepskiej
jednego z gatunkéw najlepiej pobierajacego metale cigzkie z podtoza. Tego typu badania aby
unikna¢ trudnej do okreslenia ilosci pierwiastka zatrzymanego przez kompleks sorbeyjny
gleby prowadzi si¢ w uprawie hydroponicznej. Oceniano cztery najczesciej zanieczyszczajace
nasze srodowisko metale: Cu, Zn, Cd i Pb zaréwno pojedynczo jak i po dwa razem pamigtajac
ze zwykle na stanowisku skazonym notujemy zwykle obecnoé wiecej anizeli jedenego
metalu cigzkiego. Autorka reakcje uprawianych roslin na badane metale cigzkie analizowata
na podstawie kilku wybranych parametréw dobrze charakteryzujacych wzrost i rozwdj oraz
reakcj¢ na warunki stresowe. Poziomy tej tolerancji Autora oceniata mierzac biomase
traktowanych roslin oraz przyzyciowymi pomiarami poziomu chlorofilu a i . Odnotowano
znaczace obnizenie poziomu chlorofilu b przede wszystkim w kombinacjach z Cu co wigze
si¢ z zachwianiem homeostazy tego pierwiastka w roslinie a jest on obecny w wielu
enzymach aparatu fotosyntetycznego. Przyjete parametry oceny sg trafne i umozliwity dobre
przesledzenie i udokumentowanie reakcji ro$lin na stres abiotyczny wywolany przez metale
cigzkie. Na tym etapie cennym elementem rozprawy jest akumulacja metali cigzkich w tym
szczegolnie kiedy podane zostaty po dwa jednoczesnie co pozwolito na przesledzenie
konkurencji lub synergizmu wystepujacy migdzy nimi. Oczywiécie najbardziej interesujaca
dla nas jest mozliwos¢ zwigkszonej translokacji i akumulacji metali przy ich réwnoczesnej
obecnosci. W przeprowadzonym eksperymencie odnotowano taki proces w obecnosci Zn +
Pb. Uzyskany wynik jest cenny ze wzgledu ze znaczne obszary gdzie te pierwiastki w Polsce
si¢ wydobywa i przetwarza gdyz zanieczyszczone sa zaréwno Zn jak i Pb. W tej czes¢ badan
jednym z bardziej odkrywezych elementéw rozprawy bylo oznaczenie ilosciowe technikg
LA-ICP-MS dystrybucji Cd i Pb w przekrojach poprzecznych todyg i korzeni, ktére ilosciowo
i wizualnie bardzo komunikatywnie prezentuja zréznicowanie w procesie translokacji i
akumulacji tych dwéch toksycznych a zbednych do zycia ro$linie metali.

Drugi podrozdziat wynikéw dotyczy upraw glebowych gdzie prowadzono uprawe roslin
pojedynczo i wspélrzednie na zanieczyszczonej metalami cigzkimi glebie z Piekar Slaskich

oraz jako kontroli pozytywnej glebie ogrodniczej. Dla zapewnienia wigkszej tolerancji roslin



na metale cigzkie przeprowadzono inokulacje trzech ocenianych gatunkéw roslin: gorczycy
sarepskiej, lucerny siewnej i kukurydzy zwyczajnej, ryzobakteria Burkholderia phytofirmans
szczep PsIN promujaca wzrost roslin. Pozytywny efekt uzyskano w przypadku samej
gorezycy i gorezyca uprawianej wspotrzednie z innymi gatunkami. Natomiast w lucernie i
kukurydzy na inokulacje B. phytofirmans obnizata zawarto§é metali. Trudno okresli¢ co bylo
przyczyna nalezy jednak pamigtac iz konsorcjum gatunkéw ryzosfery otaczajacej korzenie
Jest znacznie bardzkiej bogate anizeli wystepujecie w glebie i wykazuje pewna specyficznosé
gatunkowg bardzo prawdopodobne ze nie dopuscito do obecnosci B. phytofirmans w
otoczeniu korzeni lucerny i kukurydzy.

Kolejnym ocenianym czynnikiem ktéry moglby intensyfikowaé pobieranie metali cigzkich
byly dwa zwiazki chelatujace, syntetyczny kwas nitrylotrioctowy oraz biosurfatant z grupy
ramnolipidéw. Zwiazki chelatujace dodawane sg do gleby w tzw. fitoekstrakcji indukowanej
zwykle kilka dni przed zbiorem udostepniaja bowiem czgsto tak duze iloéci metalu ze roéliny
wysycone tym pierwiastkiem zamierajg i powinny by¢ zebrane zanim cze$¢ materiatu
roslinnego opadnie na glebe. W wielu krajach fotoremediacja indukowana mimo jej duzej
przydatnosci szczegolnie dla fitoremediacji metali trudno pobieranych przez rosliny jak np.
Pb. nie jest dopuszczona do praktyki z powodu mozliwosci fatwego wymycia kompleksu
chelat - metal do wod gruntowych.

Interesujaca propozycja badawcza podjeta w rozprawie byla aplikacja konsorcjum
mikroorganizméw dostgpnych pod nazwa EmFarma Plus firmy Probiotics Polska.
Konsorcjum efektywnych organizméw opracowane przez profesora Teruo Higa z
Uniwersytetu Ryukyus na Okinawie a obecnie oferowane przez rézne wytwornie znalazto
zastosowanie w szeregu obszarach rolnictwa i ochrony srodowiska. Jest to zbiér okoto
dziewigédziesigciu gatunkow bakterii i grzybéw w tym zwykle okoto 20 gatunkéw jest
dominujacych. Sita konsorcjum jest jego stabilnos¢ wynikajaca z przyjetej koncepciji ze
produkt koricowy danego gatunku jest substratem dla innego co pozwala na utrzymanie si¢ w
$rodowisku przez znaczny okres czasu mimo konkurencji ze strony mikrobiomu danej gleby.
Zastosowanie efektywnych mikroorganizméw razem z chelatami jest bardzo interesujacym
kierunkiem badan podjetych w rozprawie. Szereg gatunkéw wchodzacych w sktad
konsorcjum wykazuje si¢ silnym dzialaniem wspomagajacym wzrost roslin czyli sa to PGPR
(z ang. plant growth promoting rhizobacteria) czy z duzym prawdopodobiefistwem zwiazki
cheltujace (a naturalne chelaty na pewno). Substratem dla pewnych gatunkéw zawartych w
konsorcjum sa réwniez chelaty co znacznie skroci czas w trakcie obecnoéci w srodowisku

glebowym kompleksu chelat-metal cigzki a tym samym ich wymycie do wod gruntowych.



Dla zwigkszenie bezpieczenstwa konieczne jest uwzglednienie warunkéw pogodowych i
wykonanie zabiegu kiedy prognoza pogodowa nie przewiduje wystapienia opadéw. O
trafnosci podjetej w badaniach koncepcji $wiadcza uzyskane wyniki najwigkszej zawartosci
kazdego z czterech pierwiastkow w uprawie wspétrzednej gorezycy i kukurydzy kiedy
zastosowano chelat NTA lub ramnolipidy i konsorcjum mikroorganizméw EmFarma.
Dyskusja, jest waznym elementem kazdej rozprawy naukowej ze wzgledu na
konfrontacje uzyskanych wynikow z rezultatami uzyskanymi przez innych autoréw. Autorka
rozprawy zgromadzita wigkszos¢ opublikowanej literatury z zakresu fitoekstrakcji metali
cigzkich stad prowadzona dyskusja stosunkowo obszerna. W prowadzonej dyskusji w petni
zachowana jest poprawnosci metodyczna i logiczna, Autorka umiejetnie konfrontuje wyniki
swoich badan z dostgpnymi danymi literaturowymi. Uzyskane wyniki sa zgodne z wynikami
innych autoréw np.: dotyczace pobierania metali cigzkich przez roslin oraz roli zwiazkow
chelatujacych i uprawy wspéirzednej. Mito mi podkreslié, iz w kilku przypadkach Autorka
moze si¢ pochwali¢ wlasnymi oryginalne osiagnigciami, zaréwno w postaci uzyskanych
wynikéw jak i wiasnych rozwiazan metodycznych co juz uprzednio zostato podkreslone.
Koncowym opisowym rozdzialem rozprawy jest podsumowanie, ktére wyciagniete
wnioski przedstawia w formie opisowej gléwnie z powodu réwnoczesnego wpltywu wielu
czynnikéw na wspomaganie procesu fiotoekstrakeji. Nalezy jednak podkreslié iz
przedstawione wnioski mimo ich opisowego charakteru sa sformutowane bardzo poprawnie.
W podsumowaniu przedstawiono réwniez perspektywy dalszego poglebienia prowadzonych

badan w tym réwniez ich przeprowadzenia w warunkach polowych

Jak kazde opracowanie, praca doktorska mgr Agnieszki Kutrowskiej nie jest wolna od
pewnych niescistosci i uchybien. Wigkszos¢ z nich wynika prawdopodobnie z pewnego
pospiechu a i braku konsekwencji np. w metodyce Autorka tytutuje podrozdziat : Uprawa
rolin (3.2.1.) a zawarty w nim daje podtytut: Hodowla hydroponiczna (3.2.1.1.)., ktéry nie
jest prawidtowym gdyz termin hodowla okresla si¢ procesu w ktérym otrzymuje sie nowe
odmiany roslin lub rasy zwierzat jako efekt krzyzowania dajacego nowa kompozycja genéw.
Natomiast z bardziej ogdlnych uwag odnotowuje brak w przegladzie literatury jak juz
wspomniano uprzednio informacji o efektywnych mikroorganizmach.

Natomiast pragng podkresli¢ ze rozpraw napisana jest starannie bardzo komunikatywnym
jezykiem. Plusem tekstu rozprawy jest réwniez brak typowych literowych. bledéw
komputerowych..



5. Konkluzja

W posumowaniu rozprawe doktorska mgr Agnieszki Kutrowskiej oceniam jako
bardzo dobra, jest bogato udokumentowanym zbiorem informacji o fitoremediacji metali
cigzkich i najwazniejsze wnosi szereg nowych informacji z zakresu uczynienia technologii
fitoremediacji bardziej wydajna . Zgromadzone informacje, trafno$¢ wnioskowania oraz co
uwazam za bardzo wazne to uzyskane wyniki, ktére obok aspektu poznawczego
mechanizméw czyniacych rosliny bardziej wydajnymi fitoremediantami, wnosi szereg
praktycznych informacji przydatnych dla rozwoju technologii fitoremediacji

Uwazam, ze praca stanowi oryginalny dorobek naukowy, sposob jej opracowania oraz
duza swoboda poruszania si¢ w przedstawionej tematyce badawczej pozwalaja na
stwierdzenie, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa w pelni odpowiada wymaganiom
ustawy o stopniach i tytule naukowym i na jej podstawie wnioskuje do Rady Naukowej
Wydziatu Biologii , Uniwersytetu im A. Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr

Agnieszki Kutrowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Podjecie sig badan ktorych celem jest intensyfikacja czy jak Autorka okreslita w
tytule pracy wspomaganie procesu fitoremediacji byto znacznym wyzwanie. Trafne
zaproponowanie i wykonanie catego kompleksu badan rozwijajacych ta technologie
upowazniajg mnie do przekazu ze Autorka ma swoj udziat w rozwoju dyscypliny jaka jest
fitoremediaacja i pozwalaja na postawienia wniosku do Szanownej Rady Wydzialu o

wyr6znienie rozprawy mgr Agnieszki Kutrowskie;j.
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