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W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej zaprezentowano wyniki analizy
poréwnawczej parametrow ekofizjologicznych i zawartoéci jadrowego DNA 14 populacji
Arabidopsis arenosa (L.) Lawalree zasiedlajgcych naturalne stanowiska niezanieczyszczone oraz
zanieczyszczone metalami na terenie Europy, a takze pigciu wybranych sposrod nich populacii,
uprawianych hydroponicznie w obecnosci kadmu (Cd) lub nadmiaru cynku (Zn) w pozywce.
Celem pracy bylo okreslenie poziomu akumulacji metali i tolerancji na metale w badanych
populacjach, réwniez w nawigzaniu do ploidalnosci genomu, w warunkach stresu chronicznego
i ostrego metali.

Rosliny rosnace na terenach zanieczyszczonych metalami, s3 narazone na tzw. stres
chroniczny, definiowany jako dtugoterminowa (trwajaca przez okres kilku tygodni-miesiecy lub
calej ontogenezy) ekspozycja na stosunkowo niskie (subletalne) stezenia metali. W takich
warunkach, zazwyczaj w ciggu dziesiecio- a nawet stuleci, lecz przy wysokiej presji selekcyjnej,
jak ta spotykana na sktadowiskach odpadéw metalonosnych o ekstremalnie wysokich stezeniach
metali w podtozu, juz w czasie 4-10 lat dochodzi do wyksztatcenia mechanizméw tolerancji,
utrwalonych genetycznie. Wystgpowanie ekotypow metalo-tolerancyjnych nie jest cechg
taksonomiczng. Obserwuje si¢ duze zréznicowanie w tolerancji miedzy gatunkami, a nawet
populacjami/ekotypami tego samego gatunku, czy nawet osobnikami w obrebie tej samej
populacji. Dlatego, populacje pseudometalofitow, czyli organizmoéw zdolnych do zasiedlania
terendw zanieczyszczonych, jak roéwniez niezanieczyszczonych metalami, sa doskonatymi
obiektami badan mechanizméw tolerancji na metale i adaptacji do terenéw zanieczyszczonych
metalami. W tym kontekscie, za bardzo duzg zalete przedstawionych w dysertacji doktorskiej
badan uwazam porownanie parametrow ekofizjologicznych az 14 populacji A. arenosa
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zaadaptowanych do wzrostu na terenach o zr6znicowanej zawarto$ci metali w podtozu, w tym
6 populacji metalofitycznych (pochodzacych z terendw o podwyzszonej zawartosci metali)
I 8 populacji niemetalofitycznych (z terené6w o zawarto$§ci metali na poziomie tla
geochemicznego, jedna populacja zasiedlajgca tereny o podwyzszonym poziomie
zanieczyszczen). Dodatkowo, Doktorantka przebadata trzy populacje niemetalofityczne (w tym
jedng pochodzaca z terenéw 0 niewielkim zanieczyszczeniu metalami) i dwie metalofityczne
w uprawach hydroponicznych, gdzie rosliny poddane byly dziataniu 10 uM Cd i 200 uM Cd
przez 4 tygodnie. Badania roslin uprawianych hydroponicznie, w kontrolowanych warunkach
rodzaju i nat¢zenia czynnika stresowego, sg niezwykle istotne ze wzgledu na mozliwos¢ poznania
fizjologicznych i molekularnych mechanizmow tolerancji na poszczegdlne metale i Szybkiej
selekcji  gatunkéw/ekotypdéw/populacji  tolerancyjnych. Ich wyniki nie moga by¢ jednak
bezposrednio odnoszone do roslin wystepujacych na zanieczyszczonych terenach, gdzie dziata
zazwyczaj kilka czynnikow stresowych. Dlatego, za bardzo cenne uwazam poréwnanie reakcji
ro$lin tych samych populacji w warunkach chronicznego i ostrego stresu metali, co pozwolito na
odré6znienie mechanizmow tolerancji na metale wrodzonych i nabytych.

W mojej ocenie, zarowno tematyka badawcza, jak i model roslinny zostaty dobrane
wilasciwie. Arabidopis arenosa, jako gatunek blisko spokrewniony w dwoma gatunkami
modelowymi — Arabidopsis thaliana (wykazujacy podstawowy poziom tolerancji na metale) oraz
Arabidopsis halleri (hyperakumulator Zn i Cd), w $wietle przedstawionych badan jawi si¢ jako
doskonaty kolejny organizm modelowy do badania mechanizmoéw tolerancji i (hyper)akumulacji
metali. Poznanie strategii pobierania i akumulacji metali oraz tolerancji na metale w populacjach
diploidalnych i tetraploidalnych A. arenosa jest bardzo interesujace pod wzgledem poznawczym,
ale moze mie¢ réwniez znaczenie praktyczne w konteks$cie zasiedlania sktadowisk metalono$nych
lub wykorzystania narzedzi biotechnologicznych do konstruowania roslin o zwigkszonej
tolerancji na metale.

Recenzowana rozprawa doktorska dostarcza oryginalne i bardzo wartosciowe dla nauki
wyniki. O wysokim poziomie przedstawionych badan §wiadczy fakt, ze cze$¢ wynikow zostata
juz opublikowana w czasopismie z listy JCR o bardzo wysokim wspotczynniku oddziatywania IF
= 14,224 i liczbie punktow MNiISW oraz MNIE = 200 (Journal of Hazardous Materials, 2021,
412: 125052). Wyniki te ciesza si¢ uznaniem naukowcoOw na $wiecie, co potwierdza indeks
cytowan tego artykutu (12 wg bazy Scopus w dniu 14.08.2023). Wstep przedstawionej rozprawy
doktorskiej zostat przygotowany w oparciu o kolejny opublikowany artykut w czasopismie z listy
JCR (Plants, 2021, 10: 1342) o wspotczynniku IF = 4,658 i 70 pkt MNiSW oraz MEIN (liczba
cytowan wg bazy Scopus — 3).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia ogdlnie przyjete wymagania
formalne stawiane pracom doktorskim. Tres¢ pracy, obejmujacej 74 strony maszynopisu, zostata
podzielona na 5 rozdziatow, po ktorych zamieszczono streszczenie w jezyku polskim i angielskim
oraz spis bibliografii. Prac¢ poprzedza wykaz skrotoéw. W pracy zamieszczono 6 rycin i 6 tabel
oraz szereg odno$nikow do rycin i tabel w opublikowanych artykutach wspomnianych powyze;j.
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Rozdziat 1. — ,Wstep”, przedstawia informacje na temat A. arenosa opublikowane
w artykule Gieron i in. pt. The different faces of Arabidopsis arenosa — a plant species for special
purpose (Plants, 2021a). W kolejnych podrozdziatach Doktorantka opisuje morfologi¢
i wystgpowanie A. arenosa, zjawisko autopoliploidyzacji (duplikacji genomu) stwierdzone w tym
gatunku, przystosowania morfologiczne, fizjologiczne i genetyczne do wzrostu w obecnos$ci
podwyzszonych stezen metali i zdolno$¢ do akumulacji metali, w poréwnaniu do A. halleri
i Noccaea caerulescens — organizmow modelowych w badaniach hyperakumulacji metali.
W ostatnim podrozdziale przedstawia wptyw mikroorganizméw glebowych na tolerancje metali,
zwlaszcza u A. arenosa i A. halleri. Autorka ogranicza si¢ tutaj wyltacznie do grzybow
endofitycznych i ryzosferowych, pomijajac inne grupy mikroorganizméw, dlatego, moim
zdaniem, tytul tego podrozdziatu nie do konca adekwatnie oddaje jego tres¢, a zagadnienia te nie
maja zwigzku z prowadzonymi w ramach pracy doktorskiej badaniami. W rozdziale 1.
zamieszczono trzy ryciny i dwie tabele, zaadoptowane w wersji polskiej z w/w artykutu.

Rozdziat 2. zatytutlowany ,,Eksperyment |. Ekofizjologia Arabidopsis arenosa, nowego
hyperakumulatora Cd i Zn” przedstawia wyniki badan opublikowanych w artykule Gieron i in.
pt. Ecophysiology of Arabidopsis arenosa, a new hyperaccumulator of Cd and Zn (Journal of
Hazardous Materials, 2021b). W rozdziale tym wyr6zniono trzy podrozdziaty: 1) Cel; 2) Materiat
I metody oraz 3) Wyniki. Przy opisie materiatdéw i metod oraz wynikow Autorka odwotuje si¢ do
rycin i tabel opublikowanych w w/w artykule, nie zamieszczajac ich w tekscie dysertacji
doktorskiej. Poza tym, odwotania sg nieprecyzyjne, poniewaz Autorka powoluje si¢ na prace
‘Gieron et al., 2021°, a wystepuja dwie publikacje o takiej cytacji opublikowane w 2021 roku.
Dobrze bytoby zamiescié ten artykut jako suplement do pracy doktorskiej, co znacznie utatwitoby
czytanie manuskryptu i analize¢ opisywanych wynikéw, lub wklei¢ te ryciny i tabele do tekstu
manuskryptu, tak jak w poprzednim rozdziale.

Opis zastosowanych metod jest adekwatny do przedstawionych wynikow. W rozdziale
tym przedstawiono akumulacj¢ metali w pedach, zawartos$¢ chlorofili, antocyjanow, flawonoli,
zawarto$¢ jadrowego DNA oraz parametry fluorescencji chlorofilu a w 14 populacjach A. arenosa
z ich naturalnych stanowisk, 6 metalono$nych i 8 niemetalono$nych.

Rozdziat 3. nosi tytut ,,Eksperyment 11. Wtasciwosci fizjologiczne Arabidopsis arenosa
pod wptywem traktowania Zn lub Cd w warunkach kontrolowanych”. Struktura tego rozdziatu
jest analogiczna do poprzedniego rozdzialu. Cel badan zostal jasno sformutowany, opis
warunkow eksperymentu i zastosowanych metod badawczych jest poprawny. W kolejnym
podrozdziale przedstawiono bardzo interesujace wyniki dotyczace roslin uprawianych
hydroponicznie na pozywce kontrolnej lub z dodatkiem Cd lub nadmiaru Zn. Przedstawiono
parametry wzrostu, stezenia wybranych pierwiastkow w korzeniach i lisciach (Cd, Zn, Fe, Mg,
Mn, brak opisu przedstawionych w tabeli wartosci dotyczacych stezen Ca, Cu, K), zawartosci
chlorofilu, antocyjanéw i flawonoli w lisciach, a takze parametrow wymiany gazowej
I parametrow fluorescencji chlorofilu a. Wyniki przedstawiono w 5 tabelach i na 3 rycinach, ktore
sg elegancko przedstawione i bardzo czytelne, mimo ze dostarczaja wielu informacji, zwtaszcza
te dotyczace parametrow fotosyntezy (Rys. 5 i 6). W odwotaniach do rycin i tabel wystepuje
jednak pewna niekonsekwencja — o ile kolejne ryciny sa numerowane w sposob ciagly w calej
dysertacji doktorskiej, o tyle odwotania do tabel w kazdym rozdziale sg niezalezne, w wyniku
czego w manuskrypcie wystepuje np. dwa razy tabela 1 (na str. 17 w rozdziale 1. oraz na str. 33
w rozdziale 3., a nie ma tabeli 1 do ktorej Autorka odwotuje si¢ w rozdziale 2). Mam rowniez
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zastrzezenia dotyczace opisu parametrow wzrostu. Mimo poprawnie wprowadzonych oznaczen
analizy statystycznej w tabeli 1 (str. 33-34), dane przedstawione jako statystycznie nieistotnie
roézne sa opisywane jako ‘najwigksza lub najmniejsza biomasa’, ‘najdtuzsze lub najkrotsze
korzenie’, ‘traktowanie metalami zmniejszyto ....", itp. Generalna konkluzja z przedstawionych
wynikow powinna by¢ taka, ze traktowanie metalami nie wplyneto na parametry wzrostu zar6wno
w populacjach metalofitycznych, jak i niemetalofitycznych (brak réznic istotnych statystycznie).
Podobne btedy wystepuja w dyskusji tych wynikoéw (str. 48). Sugeruje zwrdcic na to szczegdlng
uwage przy przygotowywaniu manuskryptu Z wynikow tego eksperymentu do druku.

Rozdziat 4. — ,,Dyskusja” zostat podzielony na 5 podrozdziatow. Struktura podziatu tresci
na podrozdziaty jest bardzo logiczna. Autorka dokonata analizy i interpretacji uzyskanych
wynikow w odniesieniu do wynikéw opublikowanych w literaturze $wiatowej, w tym wynikow
zespotu badawczego, ktorego jest cztonkiem. Dyskusja zostata przedstawiona w sposob dojrzaty
i rzeczowy.

Kolejny rozdziat stanowi ,,Podsumowanie i wnioski”. Doktorantka w zwigzly sposob
przedstawila najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy doktorskiej, wskazujac réznice w badanych
parametrach ekofizjologicznych pomig¢dzy populacjami metalofitycznymi i niemetalofitycznymi,
jak rowniez w obrebie tych populacji.

Wykaz pi$miennictwa (rozdziat 8. — ,,Bibliografia”) liczy 119 pozycji literatury, w tym
tylko jedna, obowigzkowy podrecznik pt. ,,Fluorescencja chlorofilu w badaniach stanu
fizjologicznego roslin” autorstwa Kalaji i Lobody (Wydawnictwo SGGW, 2010) jest pozycja
polskojezyczng. Dobor pozycji literaturowych jest jak najbardziej odpowiedni, bardzo dobrze
powigzany z tematyka pracy.

Wszystkie rozdziaty dysertacji zostaly przedstawione poprawnie, dostarczajac wszelkich
niezbednych informacji, wskazujac na dobrg orientacje Pani mgr Zanety Gieron w problematyce
badawczej oraz umiej¢tnos$¢ prowadzenia wywodu naukowego.

Jak juz wspomniatam, oceniana rozprawa doktorska prezentuje wysoka warto$¢ naukowa
ze wzgledu na kompleksowe podejscie do realizowanego tematu. Wsrdd najwazniejszych
osiagni¢¢ badawczych ocenianej rozprawy nalezy wymienic:

— wykazanie po raz pierwszy, ze populacje Arabidopsis arenosa zasiedlajgce tereny
o wysokiej zawartosci Zn i Cd w podtozu sg zdolne do hyperakumulacji tych metali (na 6
przebadanych populacji metalofitycznych 5 wykazywato cechy hyperakumulacji Zn,
a 3 hyperakumulacji Cd), co wuzasadnia nazwanie tego gatunku nowym
hyperakumulatorem Zn i Cd;

— Wwykazanie, ze hyperakumulacja metali u A. arenosa jest zwigzana z poliploidyzacja
genomu, poniewaz tylko populacje autotetraploidalne wykazywaly cechy
hyperakumulatorow;

— wykazanie, ze rosliny populacji niemetalofitycznych — diploidalnych byty bardziej
wrazliwe na toksyczno$¢ metali, mierzong sprawnoscia aparatu fotosyntetycznego, oraz
akumulowaty wigcej metali w czg$ciach nadziemnych w uprawach hydroponicznych, co
wskazuje na wyksztatcenie na drodze ewolucji efektywnych mechanizmow tolerancji na
metale w tetraploidalnych populacjach metalofitycznych, co z kolei moze mie¢ zwigzek
z poliploidyzacja genomu u tego gatunku.
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Generalnie, rozprawa doktorska jest napisana starannie i estetycznie, a Autorka swobodnie
postuguje sie jezykiem polskim, co sprawia, ze praca jest przyjemna do czytania. Nie udalo si¢
jednak uniknaé pewnych niescistosci 1 ,,skrotow myslowych”, ktorych kilka wazniejszych
przyktadow podaje ponize;j:

— Autorka czesto uzywa niewlasciwego terminu rosliny/populacje ,,niemetalonosne” lub
»,metalono$ne”; stowo ,,metalono$ny” stosuje si¢ do opisu terenu o wysokiej zawartosci
metali w podiozu; w odniesieniu do roslinno$ci zasiedlajacej takie tereny (populacji)
powinno uzywac si¢ terminu ,,ro$liny/populacje metalofityczne”, analogicznie populacje
z terendw o niskich zawarto$ciach metali w podtozu sg nazywane ,,niemetalofitycznymi”;
rownie niepoprawny jest termin ,,populacja metaliczna” (str. 55);

— w odniesieniu do podtoza, termin ,metaliczne” czy ,niemetaliczne” jest réwniez
nieprawidtowy (np. rys. 3 str. 16, str. 50), powinno uzywaé si¢ sformutowania
,,metalonosne” lub ,,niemetalono$ne”;

— w tabeli 1 na str. 17, przy opisie funkcji genow ZIP podano ,,wychwytywanie metali
w komorkach” — co to oznacza?, na czym polega to ,,wychwytywanie”?

— zamiast terminu ,ekofizjologia Arabidopsis arenosa” lub ,scharakteryzowanie
ekofizjologii Arabidopsis arenosa” lub ,,zbadanie ekofizjologii” powinien by¢ uzyty
termin ,,wlasciwosci ekofizjologiczne” 1lub ,,parametry ekofizjologiczne”; termin
ekofizjologia oznacza nauke zajmujaca si¢ fizjologicznymi przystosowaniami osobnikow,
populacji i biocenoz do $rodowiska;

— na str. 34, przy opisie stezen metali w cze$ciach nadziemnych roslin uprawianych
w kulturach hydroponicznych stwierdzono: ,Wszystkie populacje traktowane Cd
wykazywatly akumulacje tego metalu w pedach powyzej wartoSci $wiadczacej
0 hyperakumulacji” — w przypadku roslin uprawianych hydroponicznie nie mozna moéwic¢
0 hyperakumulacji. Stosujgc odpowiednie stezenia metali w pozywce i odpowiedni czas
uprawy kazdg rosling mozna ,,zmusi¢” do akumulacji metali w stgzeniach znacznie
przekraczajacych progi hyperakumulacji (co zazwyczaj jest letalne dla rosliny). Progi te
sg ustalone dla roslin z terenéw naturalnych, ktore akumulujac tak wysokie stezenia metali
w czesciach nadziemnych nie wykazuja objawow toksycznosci 1 tylko w odniesieniu do
takich roslin mozna uzywac terminu ,,hyperakumulacja”;

— nieprawidlowym ,,skrotem mys$lowym” jest uzycie terminu ,,Siedliska diploidalne” (str.
51) czy ,,populacjach ekstremalnie zanieczyszczonych” (str. 57).

Przedstawiam rowniez kilka drobnych niedociaggnie¢ w pracy:

— W jezyku polskim, a w takim pisany jest manuskrypt rozprawy doktorskiej, poprawniejsze
jest stosowanie w odniesieniu do wspotautorow publikacji skrotu ,,i in.” lub ,,i wspotaut.”
zamiast ,.et al.”; w odniesieniu do rycin skréotu ,,ryc.” lub ,rys.” (uzywany w pracy)
zamiast ,,fig.” (np. str. 55); w odniesieniu do jednostek wzglednych powinien by¢
stosowany skrot ,,J.w.” zamiast ,,r.u.” (np. str. 54);

— w podpisie do tabeli 2 (str. 36) brakuje wyjasnienia stosowanego w tabeli skrétu BDL;

— wtabeli 5 (str. 44) brakuje wyjasnienia zastosowanych koloréw (rézne odcienie zielonego
I Czerwonego);

— spis literatury — niejednolity styl przedstawiania pozycji literatury, brak kursywy
w nazwach lacinskich gatunkow roslin.
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Podczas lektury rozprawy doktorskiej nasunely mi si¢ pewne pytania, z ktorymi
chciatabym zwroci¢ si¢ do Doktorantki:

- Czym réznilo si¢ stanowisko niemetalonosne, ale zanieczyszczone metalami (NMP —
Klucze) od stanowisk metalono$nych (M)?

- W nawigzaniu do rys. 3 (str. 16) — czy na terenach metalono$nych sg spotykane populacje
diploidalne A. arenosa?

- Badano gleby i rosliny A. arenosa ze stanowisk zagranicznych — na Stowacji
(3 stanowiska) i na Wegrzech (4 stanowiska) — czym kierowano si¢ przy wyborze tych
stanowisk? Czy Doktorantka odwiedzita te lokalizacje w celu pobrania probek
| przeprowadzenia badan?

- Na jakiej podstawiec wybrano stezenia metali do badan w warunkach kontrolowanych:
10 uM Cd 1200 pM Zn?

- Bardzo interesujacym i warto§ciowym aspektem badan jest poréwnanie reakcji na metale
populacji metalofitycznych i niemetalofitycznych w warunkach naturalnych i uprawach
kontrolowanych — chciatabym prosi¢ o opini¢, ktore do$wiadczenia umozliwiaja
identyfikacj¢ mechanizmow adaptacji do wzrostu na zanieczyszczonych metalami
terenach, a ktore poznanie mechanizméw aklimatyzacji (aklimacji)? Czy mozna wskazaé
takie mechanizmy na podstawie uzyskanych wynikow?

- Doktorantka podsumowujac swoje wyniki wskazuje, ze konieczne sg dalsze badania
w celu poznania mechanizméw tolerancji metali i hyperakumulacji u A. arenosa. Jakie
kierunki badan mozna wskaza¢ w celu rozwigzania tego problemu badawczego?

Przedstawione powyzej uwagi w zaden sposob nie umniejszajg wartosci catej pracy i nie
majg istotnego znaczenia dla mojej pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr Zanety
Gieron. Uwazam, ze Doktorantka bardzo dobrze zaplanowata i przeprowadzita swoje badania
przedstawiajac oryginalne rozwigzanie postawionego problemu naukowego i wnoszac istotny
wktad do poznania adaptacji A. arenosa do zasiedlania stanowisk zanieczyszczonych
W zréznicowanym stopniu metalami oraz poznania fizjologicznych i genetycznych mechanizmow
hyperakumulacji metali u tego gatunku. O duzej warto$ci uzyskanych wynikow swiadczy rowniez
opublikowanie czesci z nich w bardzo renomowanym czasopismie naukowym i jestem gleboko
przekonana, ze pozostate wyniki, ktore sa juz opracowane do publikacji, zostang roéwniez
opublikowane w czasopiSmie 0 wysokim IF. Doktorantka opanowata réznorodne metody
badawcze, od badan srodowiskowych glebowych i roslinnych po wyszukane analizy fizjologiczne
| genetyczne, oraz wykazala si¢ dojrzatoscig w prowadzeniu wywodu naukowego.

Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wymagania zawarte
w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, art. 187 (Dz.U. 2022
poz. 574). W zwiazku z powyzszym, przedkladam Wysokiej Radzie Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Zanety Gieron do dalszych
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etapow przewodu doktorskiego.



