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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Justyny Pelc
pt.: Zastosowanie kwasu askorbinowego celem ograniczenia toksycznosci

zwigzkow fluoru w glebie i w roslinie

Recenzja zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo Pani dr hab. inz. Joanny
Podlasinskiej, prof. ZUT, Przewodniczacej Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska,
Gornictwo 1 Energetyka, Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie. Przestana do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Justyny Pelc zostala wykonana
na Wydziale Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie. Promotorem rozprawy jest Pani dr hab. inz. Beata Smolik,
prof. ZUT, zatrudniona w Katedrze Bioinzynierii tegoz wydziatu, a Promotorem pomocniczym

Pani dr inz. Martyna Snioszek.

Oceniana rozprawa doktorska dotyczy bardzo interesujgcych i waznych naukowo
zagadnien zwigzanych z mozliwoscig zanieczyszczenia Srodowiska przez szkodliwe zwigzki
fluoru. Pierwiastek ten jest sklasyfikowany na pigtym miejscu w hierarchii trucizn
srodowiskowych, poniewaz charakteryzuje si¢ wysokg toksycznoscig. Takie oddziatywanie
dotyczy glownie roslin, a wigkszos$¢ prac naukowych traktujacych o oddzialywaniu zwigzkow
fluoru na rosliny dowodzi ich wysokiej fitotoksycznosci. Negatywne oddziatywanie fluoru na
rosliny zwigzane jest z indukowaniem stresu oksydacyjnego w komorkach tych organizmoéw,
co z kolei powoduje degradacje kwasow nukleinowych, bialek, czy peroksydacje lipidow.
Jezeli dochodzi réwniez do degradacji i obnizenia si¢ zawartosci barwnikow fotosyntetycznych
to nastepuje wowczas obnizenie produkcji pierwotnej, a obserwowane spadki plondw roslin

uprawnych siegajg niekiedy 50%. W zwigzku z powyzszym niezwykle wazne jest



poszukiwanie 1 opracowanie takich metod, ktore skutecznie ograniczg toksyczne oddziatywanie
zwigzkow fluoru na rosliny np. poprzez zwiekszenie ich odpornosei. Bardzo skuteczng metodg
jest np. hodowla odmian roélin charakteryzujacych si¢ zwickszong odpornoscig na fluor, jednak
jest to metoda dlugotrwala. Dlatego trwajg poszukiwania innych metod zaradczych, ktore
w sposob szybki bedg niwelowa¢ badz ogranicza¢ negatywne skutki obecnosci zwigzkow
fluoru w $rodowisku glebowym, w ktorym uprawiane sg rosliny. Jedna z takich metod,
charakteryzujagca si¢ wysokim potencjalem praktycznym, polega na egzogennym
wykorzystaniu zwigzkdw naturalnie wystepujacych w roslinach o wysokim potencjale
antyoksydacyjnym. Do takich substancji mozna zaliczy¢ kwas askorbinowy, ktéry jest jednym
z najbardziej efektywnych antyutleniaczy, dlatego egzogenne stosowanie kwasu
askorbinowego moze by¢ prostym, a jednoczesnie wydajnym sposobem radzenia ze
szkodliwoscig zwigzkow fluoru dla roslin. Na chwile obecng w literaturze naukowej brak jest
informacji na temat wykorzystania antyoksydacyjnych wlasciwosci kwasu L-askorbinowego
w zapobieganiu, bgdz ograniczaniu fitotoksycznosci fluoru.

W te trendy wpisuje si¢ rozprawa doktorska Pani mgr inz. Justyny Pelc. Podjete
i zrealizowane przez Doktorantke badania, ktorych celem bylo okreslenie odpowiedniej dawki
i formy aplikacji kwasu L-askorbinowego, ktéra w sposdb jak najbardziej efektywny ograniczy
wielko$¢ tzw. stresu fluorkowego u pszenicy, uwazam za niezwykle aktualne i wazne naukowo,
glownie w aspekcie mozliwosci wykorzystania rolniczego gleb zanieczyszczonych zwigzkami

fluoru.

Formalna ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Justyny Pelc pt. ,,Zastosowanie kwasu
askorbinowego celem ograniczenia toksycznosci zwigzkow fluoru w glebie i w roslinie” zostala
przygotowana w oparciu o oryginalne wyniki badan wilasnych. Rozprawa liczy
129 ponumerowanych stron izgodnie z klasycznych ukladem prac doktorskich zostala
podzielona na 10 gléwnych czgsci. Sg to: Streszczenie, Abstract, Wstep, Cel i zakres badan,
Przeglad literatury, Material i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Bibliografia.
Wykorzystana przy pisaniu pracy doktorskiej literatura obejmuje 189 pozycji, z czego 159 to
pozycje anglojezyczne. Jestem gleboko przekonany, ze tak obszerna i profesjonalnie dobrana
literatura na pewno byla bardzo pomocna w napisaniu rozdzialu — Przeglad literatury oraz
w przygotowaniu prawidlowej i rzetelnej dyskusji wynikow badan wilasnych Doktorantki.

Praca doktorska zawiera 38 tabel i 11 rysunkow prezentujgcych opracowane statystycznie



wyniki badan. Praca napisana jest jezykiem prostym, w miare poprawnym stylistycznie, co

bardzo ulatwia czytelnikowi zapoznanie si¢ z zawartoscig ocenianej dysertacji.

Merytoryezna ocena rozprawy doktorskiej

Rozpoczynajgc ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Justyny Pelc pod wzgledem
merytorycznym, nalezy na poczatku stwierdzi¢ calkowitg zgodnosc¢ tresci pracy z jej tematem.
Streszczenia pracy doktorskiej, zarowno w jezyku polskim, jak i angielskim, przedstawiajg zas
najwazniejsze informacje zawarte we wszystkich jej rozdziatach.

Kolejnym rozdziatem pracy jest Wstep, w ktorym Autorka wprowadza czytelnika
w problematyke podjetych badan, wskazujac jak wazne znaczenie dla prawidlowej wegetacji
rodlin ma monitorowanie czynnikow biotycznych i abiotycznych, ktore moga by¢ przyczyna
wystgpienia stresu oksydacyjnego. Do wyjgtkowo szkodliwych substancji dla organizmow
glebowych 1 roslin zalicza si¢ zwigzki fluoru, stad konieczno$¢ poszukiwania metod
niwelujacych lub ograniczajgcych toksyczne skutki wystepowania fluoru w srodowisku. Z kolei
Doktorantka precyzuje cel glowny pracy: ,,Celem niniejszej pracy bylo ograniczenie
toksycznosci zwigzkow fluoru poprzez egzogenne zastosowanie kwasu L-askorbinowego”.
Oproécz celu glownego Autorka sprecyzowala cztery cele szczegolowe, wskazujgce m.in. na
metody badawcze, dzigki ktérym powyzszy cel gldwny zostal zrealizowany.
Brak jest natomiast jednoznacznie sformulowanej hipotezy badawcze;j.

Rozdzial zatytulowany: Przeglad literatury, przygotowany i napisany w oparciu
o obszerng fachowg bibliografi¢ sklada si¢ z siedmiu podrozdzialow: Naturalne
i antropogeniczne zrédla fluoru w srodowisku, Toksycznosé fluoru wobec roslin, Stres
oksydacyjny wywolany fluorem oraz mechanizmy detoksykujace, Wybrane antyoksydanty
enzymatyczne i nieenzymatyczne, Chlorofil a, b oraz karotenoidy — barwniki fotosyntetyczne,
Prolina i dialdehyd malonowy — wskazniki stresu oksydacyjnego oraz Aktywnos¢ enzymow
glebowych — wskaznik zanieczyszczenia gleb. W wymienionych podrozdziatach Doktorantka
wymienila i scharakteryzowata najwazniejsze zwigzki fluoru wystepujace w Srodowisku,
przedstawila mechanizm toksycznosci fluoru dla roslin i skutki skazenia gleb tym
pierwiastkiem oraz dokonala szczegdlowej charakterystyki zagadnien zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym. Ponadto w tej czgsci rozprawy doktorskiej pokrotce scharakteryzowano
podstawowe  wskazniki stresu oksydacyjnego oraz drobnoczgsteczkowe naturalne
antyoksydanty 1 enzymy, ktorych zadaniem jest detoksykacja wolnych rodnikoéw tlenowych.

Realizacja zalozonego celu pracy doktorskiej wymagala od Autorki zaplanowania

i przeprowadzenia badan. Badania zostaly przeprowadzone w latach 2014-2017 i skladaly si¢
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z 4 etapow. W etapie pierwszym dokonano oceny odzialywania roztworu NaF o stezeniu
10 mM na 10 gatunkéw roslin: rzodkiewka zwyczajna, rzodkiew zwyczajna, jeczmien
zwyczajny, zyto zwyczajne, pszenica zwyczajna, lubin waskolistny, slonecznik zwyczajny,
ogérek zwyczajny, lucerna siewna i pomidor zwyczajny. Na podstawie zmian wielkosci
wybranych parametrow biometrycznych, fizjologicznych i biochemicznych tj. dlugos¢ siewek,
dhugos¢ korzeni, $wieza masa, indeks kielkowania, indeks tolerancyjnosci, zawartos¢ chlorofili
1 karotenoidéw oraz poziom proliny, dialdehydu malonowego w 10-cio dniowych siewkach
tych roslin, wyznaczono ich tolerancje na fluor i do dalszych bada wybrano jedng z roslin
nietolerancyjnych — pszenice zwyczajng odmiany ,,Bryza”. W etapie II okreslono mozliwosci
lagodzenia stresu wywolanego zastosowaniem roztworu NaF w dwodch stezeniach 10 mM
i1 20 mM w 10-cio dniowych siewkach pszenicy zwyczajnej, poprzez egzogenne zastosowanie
roztworéw kwasu L-askorbinowego w trzech stezeniach: 0,5 mM, 1 mM i 2 mM. Reakcje
siewek na zastosowane zwigzki oceniono na podstawie pomiaru zmian wielkosci tych samych
parametrow, ktore byly wykorzystane w etapie 1. Etap trzeci to badania wazonowe, a analizy
laboratoryjne wykonano w trzech terminach, tj. 14., 21., i 28 dniu od zalozenia do$wiadczenia.
W etapie tym dokonano pomiaréow fizjologicznych (zawarto$é chlorofili i karotenoidow)
i biochemicznych (zawarto$¢ wolnej proliny, MDA, kwasu askorbinowego oraz zmiany
aktywnosci katalazy i peroksydazy gwajakolowej). Dodatkowo w tym etapie eksperymentu do
badan wykorzystano rowniez glebe, w ktorej okreslono zmiany aktywnosci dehydrogenaz
i fosfataz. W etapie I1I zastosowano jako czynnik stresogenny NaF w dwdch stezeniach: 25 mM
1 50 mM, a wplyw kwasu L-askorbinowego badano dodajgc roztwory o stezeniu ImM i 2 mM.
Natomiast etap IV to dwuletnie badania wazonowe, ktorych celem bylo wyznaczenia
najbardziej efektywnej formy aplikacji kwasu askorbinowego (moczenie nasion, oprysk roslin
i podlewanie), zastosowanego w stezeniu 0,5 mM, podczas gdy fluorek sodu wykorzystano
jako roztwor o stezeniu 50 mM. Badania laboratoryjne przeprowadzono w nastepujgcych
fazach rozwojowych pszenicy: trzeciego liscia, krzewienia, strzelania w zdzblo i kloszenia.

W rozdziale Materiaty i metody znajduje si¢ rowniez szczegolowy i profesjonalny opis
metodyki pobierania probek do badan oraz opis wlasciwie dobranych i niebudzacych zadnych
zastrzezen merytorycznych metodyk analitycznych. Otrzymane wyniki badan poddano analizie
statystycznej z wykorzystaniem programu STATISTICA 10.0. Dane z trzech pomiardéw
analizowano przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji i testu t-studenta (etap 1) oraz
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA (etap 11, 111 i IV) i testu post-hoc Tukeya.

Najwazniejszg czgscig kazdej rozprawy doktorskiej jest omowienie wynikow badan

1 przeprowadzenie rzetelnej ich dyskusji z rezultatami uzyskanymi prze innych naukowcow.
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Prawidlowo zaplanowany eksperyment 1 starannie wykonane analizy zaskutkowaly
uzyskaniem wrecz olbrzymiej ilosci wynikow, ktore zostaly zebrane w kilkudziesieciu tabelach
oraz szczegOblowo opisane na 63 stronach maszynopisu. Taki uklad pozwolil na dokladne
i zrozumiale przedstawienie duzej ilosci danych wuzyskanych w ramach omawianego
eksperymentu. Trzeba wyraznie zaznaczy¢, ze analiza i interpretacja tak duzej ilosci wynikow
na pewno nie byla sprawg latwg. Jednak i w tym przypadku nalezy stwierdzié, ze Pani mgr inz.
Justyna Pelc stanela na wysokos$ci zadania. Uzyskane wyniki badan wyraznie wskazujg, ze
zastosowane roztwory NaF charakteryzujg si¢ duzg fitotoksycznoscig dla pszenicy zwyczajnej
oraz prowadza do wystgpienia u tej rosliny jednolisciennej stresu oksydacyjnego. Szczegdlng
warto$¢ naukowg majg jednak dane, dzieki ktérym Autorka udowodnita, ze egzogenne
zastosowanie naturalnego antyoksydanta jakim jest kwas L-askorbinowy moze niwelowa¢ lub
ogranicza¢ nie tylko fitotoksyczno$¢ zwigzkow fluoru, ale rowniez lagodzi¢ skutki stresu
oksydacyjnego. Nie bez znaczenia jest tutaj forma aplikacji kwasu L-askorbinowego,
a z zastosowanych najefektywniejszg okazalo si¢ by¢ podlewanie.

Po doglebnej analizie tresci rozdzialu Dyskusja stwierdzam ponadto, ze uzyskane
wyniki badan wilasnych zostaly przez Péniq mgr inz. Justyne Pelc poddane bardzo
wyczerpujgcej dyskusji z rezultatami uzyskanymi przez innych autorow.

Osiggniete wyniki badan wlasnych pozwolily Doktorantce na wyciggniecie i poprawne
sformulowanie szesciu wnioskéw, z ktorych do najwazniejszych zaliczam:

— Egzogenne zastosowanie kwasu L-askorbinowego obniza toksyczno$¢ wywolang NaF
u pszenicy w warunkach in vitro.

— Doglebowo wprowadzony kwas L-askorbinowy obniza toksyczno$¢ wywolang NaF
u pszenicy w doswiadczeniu wazonowym.

— Trzy formy aplikacji kwasu L-askorbinowego redukujg toksycznos¢ wywolang przez NaF

u pszenicy, a najefektywniejszg formg aplikacji jest podlewanie

Pomimo tych wszystkich walorow ocenianej dysertacji, z obowigzku recenzenta musze
zwréci¢ uwage na fakt, ze Doktorantka nie ustrzegla sie jednak pewnych niedociggnigc
jezykowych i edytorskich, Niektore z nich prezentuje ponize;j:
str. 8 jest ,,parametry fizjologicznych”, winno by¢ ,,parametry fizjologiczne”
str. 13 jest ,,wplywu zastosowanie”, winno by¢ ,,wplywu zastosowania”
str. 14 jest ,,fluorki, ktory”, winno by¢ ,.fluorki, ktére”
str. 18 jest ,,toksyczno$¢ na fluor”, winno by¢ ,,toksycznosé fluoru™

str. 22 jest ,,iszkodliwy”, winno by¢ ,.i szkodliwy™



str. 29 jest ,,dobry wskazniki”, winno by¢ ,,dobry wskaznik™

—

str. 45 jest ,,w gatunkach”, winno by¢ ,,u gatunkow”
str. 63 jest ,,wzrost endogennego stezenia kwasu”, winno by¢ ,,wzrost stezenia endogennego
kwasu”
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str. 65 jest aktywno$¢ peroksydazy...17,03 g'$é.m.min'”, winno byé aktywnoéé
peroksydazy...17,03 pM H20; g'-$é.m.-min"”

str. 69 w tytule tabeli 20 jest ,,Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej i kwasniej w glebie”, winno by¢
.. Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej w glebie”

str. 71 jest ,,aktywnosc”, winno by¢ ,aktywnos¢”

str. 99 jest ,.zawarto$c”, winno by¢ ,,zawartos$¢”

str. 107 jest ,,w liSciach odmiany pszenicy ozimej”, winno by¢ ,.w liSciach pszenicy ozime;j
odmiany”

str. 107 jest ,aktywno$¢ POX charakteryzowala si¢ wzrostem aktywnosci wraz ze
zwiekszajacym sie stezeniem NaF w pozywce”, winno by¢ ,,aktywno$¢ POX wzrastala
wraz ze zwiekszaniem stezenia NaF w pozywce”

str. 111 jest ,,trzy formy aplikacji 0,5 mM kwasu L-askorbinowego redukuje”, winno by¢ ,,trzy
formy aplikacji 0,5 mM kwasu L-askorbinowego redukujg”

str. 76, 77, 80, 84, 87, 90, 94, 95, 98, 100, 102, w tytulach podrozdzialéw i tytulach tabel

9

pojawia sie zwrot: ,synteza S$rednich zawartosci...”, albo ,synteza $rednich
aktywnosci...”. Wydaje sie, ze wystarczylo napisac ,,srednia zawartos¢” lub ,.$rednia

aktywnos$c¢”.

Powyzsze uwagi nie wplywajg jednak na calosciowa, pozytywng ocene recenzowanej
pracy doktorskiej. Podczas czytania ocenianej dysertacji nasunely mi si¢ jednak dwie kwestie,
ktére wymagajg wyjasnienia:

1. Na podstawie wynikéw badan uzyskanych w etapie I, doktorantka uznala, ze pie¢ gatunkow
ro$lin tj. pszenica, rzodkiewka, lucerna, stonecznik i pomidor sg nietolerancyjne na fluor.
Do kolejnych etapéw wybrano pszenice zwyczajng, ale na kartach rozprawy nigdzie nie
znalazlem wyjasnienia co bylo powodem takiego wyboru?

2. Prositbym rowniez o wyjasnienie wynikow badan z etapu pierwszego dotyczacych
okreslenia dlugosci korzeni (Tab. 4 i Rys. 11). W tabeli 4 doktorantka umiescila wyniki
wskazujace na brak istotnych r6zni¢ pomiedzy dlugoscig korzeni 10-cio dniowych siewek
uprawianych w warunkach kontrolnych (woda destylowana) i w obecnosci roztworu NaF

o stezeniu 10 mM dla rzodkwi, jeczmienia, zyta i lubinu waskolistnego. Na rysunku 11.2,



11.3, 11.4 1 11.6 wida¢ natomiast wyrazne réznice w dlugo$ci korzeni pomiedzy kontrola,
a obiektami z dodatkiem roztworu NaF dla wymienionych powyzej roslin. Skad te

rozbieznosci?

Whioski koncowe

Reasumujagc, w podsumowaniu stwierdzam, ze nie mam zadnych watpliwosci co do
faktu, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Justyny Pelc pt.: ,,Zastosowanie kwasu
askorbinowego celem ograniczenia toksycznosci zwigzkow fluoru w glebie i w roslinie” jest
pracg nowatorskg i stanowi samodzielne oraz oryginalne rozwigzanie prezentowanego w niej
problemu naukowego. Koncepcja rozprawy, zastosowane metody badawcze, uzyskane wyniki
iich interpretacja pozwalaja stwierdzi¢, ze cel pracy zostal osiggniety.

W zwigzku z powyzszym przedstawiona dysertacja spelnia ustawowe wymagania
stawiane rozprawom doktorskim — Ustawa z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, w zw. z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr inz.

Justyny Pelc do dalszych etapow procedury ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.

dr hab. Robert Biczak, prof. UID

r/{/(i‘ {/,/( 2/ (/ ):,/;L)/ ( o //( )

A N



