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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Piotra Bulaka
pt. Wplyw jonéw glinu i olowiu na wybrane parametry biochemiczne i wzrost pszenicy
zwyczajnej”

1. Wprowadzenie

Zboza sg podstawa wyzywienia ludzi i zwierzat na §wiecie i dostarczajg organizmowi 2/3
ilosci potrzebnego biatka. W $§wiatowym spozyciu udzial produktéw zbozowych wynosi 47
procent, a artykuldéw pochodzenia zwierzgcego okolo 32 procent. W Polsce zbozem
produkowanym w najwigkszych iloSciach jest pszenica i zajmuje ona najwigksza
powierzchnie zasiewoéw. Dominujacym gatunkiem jest pszenica zwyczajna. W jej uprawach
okoto 70-75% powierzchni zajmuja bardziej plenne odmiany ozime. Pozostate 25-30%
przypada na odmiany jare, ktére sa mniej wydajne, ale maja wigksza warto$¢ uzytkows -
maka z nich otrzymywana charakteryzuje si¢ wyzsza warto$cig wypiekowa.

Odczyn gleb na obszarze naszego kraju ma znaczacy wptyw na produkcje rolnicza. Gleby
lekkie, silnie zakwaszone stanowig w Polsce ponad 30% gruntéw ornych, a lacznie z glebami
kwasnymi (pH 4,5 - 5,5) zajmujg okolo 60% powierzchni. Gléwnymi mankamentami tych
gleb sa deficyty wody i wielu sktadnikéw pokarmowych, zwlaszcza magnezu, wapnia,
fosforu 1 potasu oraz wzmozona mobilnoéé, toksyczno$¢ i pobieranie metali
wielowartosciowych takich, jak glin, mangan, otéw i wielu innych, ktére mogg oddzialywaé
toksycznie.

Zbozem najbardziej wrazliwym na kwasny odczyn gleby (w tym na mobilne formy glinu)
jest jeczmien, a w dalszej kolejnosci pszenica. Natomiast obecno$¢ metali cigzkich takich, jak
Pb i Cd w glebie wptywa na jakos¢ plonéw ziarna w sposdéb znaczacy, poniewaz
przekroczenie dopuszczalnej zawartosci tych pierwiastkéw w interwencyjnym zakupie zb6z
(powyzej 0,2 mg kg™) dyskwalifikuje ziarno do dalszego przetwarzania i konsumpcji.

Wystepowanie substancji niepozadanych w surowcach roélinnych, niesie ze soba ryzyko
zagrozenia dla zdrowia konsumentdéw. Bezpieczenstwo produkcji roslinnej jest zatem Scisle
powigzane ze stanem $rodowiska przyrodniczego. Metale takie jak Al. czy Pb wplywaja
negatywnie na organizmy i odznaczajg si¢ takze stosunkowo duza fitotoksycznoscia, przy
czym ich funkcja biologiczna u ludzi nie zostata do dzi§ poznana, stanowig zatem zbgdne
elementy w taficuchu troficznym, niestety, maja tendencje do bioakumulacji, dlatego z punktu
widzenia jako$ci zywno$ci naleza do pierwiastkdw groznych dla zdrowia czlowieka.



Glin, przedostajacy si¢ do organizmu czlowieka, jest przyczyng zanikéw pamieci,
obnizenia poziomu intelektualnego ipowoduje nadmierng tamliwo$é kosci. W mozgu
chorych na Alzheimera stwierdzono obecno$¢ aluminium w charakterystycznych dla tej
przypadiosci ztogach amyloidu. Wykazano, ze pierwiastek ten tworzy trwale zwiazki, miedzy
innymi z fosfolipidami obecnymi w tkance nerwowej i blokuje aktywno$é enzyméw
biorgcych udziat w przewodzeniu bodzcéw nerwowych.

O1éw 1 jego trujace wlasciwoscei znane sg od wiekéw. W wyniku zatrucia sie cztowieka
tym pierwiastkiem obserwuje si¢ bole gtowy, nudnosci, wymioty, a takze objawy psychiczne
W postaci niepokoju oraz zaburzen pamigci i koncentracji. Pierwiastek ten nalezy do grupy
tzw. ,,pierwiastkow $mierci” (obok Cd, Hg, As). Dawka otowiu przekraczajaca 35 mg w 100
mililitrach krwi moze juz wywota¢ zmiany w centralnym uktadzie nerwowym cztowieka.

Dostepno$¢ glinu i olowiu dla roslinach uzalezniona jest przede wszystkim od wartosci
pH gleby. Wraz ze zwigkszeniem si¢ jej zakwaszenia wzrasta liczba form monomerycznych
glinu i mobilnych form otowiu, a zatem najbardziej przyswajalnych i toksycznych dla roslin.

Ro$liny w réznych ilo$ciach akumulujg glin i oldéw w swoich tkankach, zaleznie od
gatunku, odmiany i czesci roliny (korzenie > todygi > liscie >owoce).

W kontekscie powyzszych rozwazan nalezy podkresli¢, Ze zaré6wno wyboér jonow
metali do badan, jak i testowanej roSliny przez Doktoranta, jest jak najbardziej
aktualny i wazny z punktu widzenia pozyskiwania odpowiedniej jakoSci Zywnos$ci w
zmieniajgcym sie Srodowisku przyrodniczym. Pan mgr inz. Piotr Bulak zatozyt w hipotezie
badawczej, ze laczne oddzialywanie jonéw glinu i otowiu na pszenice silniej ogranicza jej
wzrost oraz nasila stres oksydacyjny niz jony tych metali dzialajace pojedynczo. Doktorant
zalozyt rowniez, ze zjawisko to jest silniejsze w warunkach zakwaszenia.

Biorgec pod uwage mozliwosé wspélistnienia obydwu tych jonéw zaréwno w
Srodowisku przyrodniczym, jak i w organizmach zywych, a takze chemizm badanych
metali, ich sposéb przemieszczania si¢ i dystrybucji w glebach i ro§linach, uwazam, ze
tematyka badawcza jest innowacyjna i bardzo interesujaca.

2. Ocena merytoryczna

Doktorant prawidlowo postawil hipotez¢ badawcza oraz wlasciwie podal cele badan,
ktore postluzyly do sprawdzenia zaloZonej hipotezy. Najwazniejszym celem, ktéry
postawil sobie Pan mgr inz. Piotr Bulak bylo zbadanie odpowiedzi obronnej i parametréw
wzrostu pszenicy (korzeni i peddw oraz suchej i $wieze] masy korzeni i pedéw) wobec
zastosowanych stresoréw podanych oddzielnie i razem w modelowych warunkach
hydroponicznych. Dawki glinu i olowiu zastosowane byly na czterech poziomach
toksycznosci oraz przy dwoch poziomach pH (silnie kwasnym — pH =4 i optymalnym dla
wzrostu pszenicy, czyli pH = 6). Przy czym zastosowane dawki glinu i otowiu odpowiadaly w
przyblizeniu stezeniom tych metali, ktdre spotyka si¢ w glebach. Drugim waznym celem
badan byly zmiany parametréw biochemicznych pszenicy w warunkach stresogennych,
takich, jak: aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (SOD, CAT, APX, GR i GRX), stopiefi
stresu oksydacyjnego (LPO) mierzonego metoda oznaczania zawarto$ci dialdehydu
malonowego (TBARS), ogélna aktywno$¢ antyrodnikowa (anty-ABTS), a takze takich
wskaznikow, jak: zawarto$¢ biatka oraz metali w tkankach roslinnych.

Zalozone cele wynikaly bezpoSrednio z bardzo przemyslanego ,Przegladu
literatury”, ktory Doktorant przedstawil w sposéb logiczny i bardzo szczegélowy. W
pieciu gtéwnych podrozdziatach Pan mgr inz. Piotr Bulak przedstawil: §wiatowe znaczenie



pszenicy, zjawisko stresu abiotycznego i stresu oksydacyjnego, mechanizmy obronne roslin
przed stresem abiotycznym, wybrane stresy abiotyczne i strategie przetrwania roslin w
obecnosci metali, a takze abiotyczne czynniki stresowe w ekosystemach rolniczych. Przy
czym na szczegOlng uwage zastuguje tutaj rozdziat o mechanizmach obronnych ro$lin, ktéry
jest najbardziej obszerny i porusza m.in. problemy enzymatycznego i nieenzymatycznego
aparatu antyoksydacyjnego. Tak przedstawiony ,Przeglad literatury” pozwolil
Doktorantowi na logiczne przeprowadzenie swoich wlasnych badan, a takze na ciekawg
i obszerng ,,Dyskusje” wynikow.

W rozdziale ,,Materialy i metody” Doktorant w sposéb szczegotowy scharakteryzowat
wybrany do analiz materiat rodlinny (pszenica z klasy jakosci A — przydatna do wypieku
chleba), nastepnie szczegdtowo przedstawit sposoéb zalozenia do§wiadczen hydroponicznych
oraz przedstawit klarownie na rysunku schemat cato$ciowego dos§wiadczenia. Pan mgr inz.
Piotr Bulak doktadnie réwniez opisat w jaki sposob zostat pobrany material roslinnych i jak
przygotowat homogenaty ro$linne do badan laboratoryjnych.

Zaréwno procedura przeprowadzenia doswiadczen, jak i etapéw badan
laboratoryjnych, zostala pokazana prawidlowo. W pracy zastosowano profesjonalne
metody i instrumenty badawcze, ktére szczegbélowo zostaly opisane. Doktorant
zastosowal takze obliczenia statystyczne, wyjasniajac celowosé zastosowanych testow.

Nalezy tu podkresli¢ rozleglos¢ i r6znorodnos¢ uzytych metod i technik badawczych,
co wskazuje dobitnie, Ze Pan mgr inz. Piotr Bulak w bardzo dobrym stopniu opanowal
procedury badawcze zwigzane z prezentowanymi zagadnieniami. Swiadczy o tym takze
zrozumialy opis wszystkich tych metod.

Rozdzial ,,Wyniki” zostal logicznie podzielony przez Doktoranta na siedem
podrozdziatow omoéwionych wedlug wczesniej zalozonych celow badawczych. Nalezy
podkreslié, ze Pan mgr inz. Piotr Bulak bardzo jasmo, klarownie, szczegélowo i
wielostronnie przedstawil otrzymane wyniki swoich badan. Czytelnik nie gubi watku,
wchodzgc coraz glebiej w omawiane zjawiska. Opis wynikéw mozna latwo odnies¢ do
schematu badan i latwo powigzaé z treSciami zawartymi w ,,Przegladzie literatury”.
Opis wynikéw miesci sie na 70 stronach. Zawiera celowe, klarowne rysunki i tabele, ktore
ulatwiajg zrozumienie omawianych treéci. Rozdzial ,,Dyskusja” stanowi 34-stronicowe
opracowanie podzielone na dwa gtéwne, ale bardzo obszerne podrozdziaty opisujace: 7.1. pH
6 vs pH 4 oraz 7.2. wplyw jonéw glinu, olowiu oraz kwasnego odczynu (a nie kwasnego pH —
takie sformutowanie jest bt¢dne) na badane parametry.

Do wybranych, istotnych elementéw nowatorskich otrzymanych w niniejszej pracy
nalezy to, ze Doktorant wysuwa ze swoich badan nastepne hipotezy do przebadania w
przyszlo$ci, a mianowicie:

a) W czasie trwania stresu (pH=4) nastepuje obniZenie ogélnej aktywnoSci
antyrodnikowej (anty-ABTS), co by¢ moze zwigzane jest ze wzrastajagca w tym
samym czasie aktywno$cia GPX (peroksydazy gwajakolowej). Moze z tego
wynikaé, ze zwigkszona lignifikacja Sciany stanowi rodzaj bariery mechanicznej
dla nadmiaru rodnikéw. Zwigkszenie biomasy pedéw moze by¢ tez zwigzane z
percepcja stresu i transdukcja sygnalu z korzeni do pedéw dzigki aktywowaniu
szlakéw sygnalowych, lecz brak jest dostepnej literatury na ten temat.

b) W warunkach stresu przy pH = 4 aparat antyoksydacyjny byl rozregulowany i
nie byl w stanie ochronié rofliny przed zahamowaniem tempa wzrostu, o czym
mogl Swiadezy¢é brak zmiany w stosunku do kontroli albo zmniejszenie si¢



aktywnoSci pozostalych enzymoéw, takich, jak: SOD - dysmutazy
ponadtlenkowej, CAT — aktywnoS$ci katalazy, APX — aktywnoS$ci peroksydazy
askorbinianowej, GR — reduktazy glutationowej.

¢) W S§wietle prezentowanych badan widoczna jest takze potrzeba badan

wyjasniajagcych wudzial niskoczgsteczkowego aparatu antyoksydacyjnego i
enzymow cyklu askorbinowo-glutationowego podczas stresu zwigzanego z niskim
pH. Ponadto interesujace bylyby badania nad dynamika przenoszenia sie¢
zakwaszania apoplastu od korzeni wzdluz pedu i jak to wplywa na pH cytozolu u
ro§lin pszenicy.

Czyli z przedstawionych wyzej podpunktdw wynika pytanie: ,,w jakim stopniu obserwowane
przez Doktoranta zmiany parametrow biochemicznych rosliny zalezq od zmian pH tkanek, a w
Jjakim stopniu sq wynikiem aktywacji réznych szlakoéw sygnatowych wzdtuz osi korzen-ped?”

d) Przeprowadzone badania sugeruja takze, ze laczny wplyw Al+Pb moze by¢ inny

f)

w roflinach jednoliSciennych (jak pszenica) i dwuliSciennych (np. soja)
opisywanych w literaturze. Przy czym moim zdaniem istotny moze tu by¢ takze
wplyw anionu towarzyszacego (chlorek glinu i azotan (V) olowiu), bowiem
obecnos$é azotanéw stymulowaé moze pobieranie olowiu, podobnie dzieje si¢ z
kadmem.

Oproécz potencjalnych interakcji metali ze skladnikami pozywki, zaobserwowano
przy pH = 6 zjawisko ekskluzji, ktére jest najbardziej rozpowszechnionym
mechanizmem tolerancji na glin. Przy czym zjawisko ekskluzji z pedéw mozna
bylo zaobserwowa¢é¢ w niniejszych badaniach dla obydwu badanych jonéw metali
we wszystkich wariantach dla pH = 6. Nalezy pamietaé, ze ta warto§¢ pH
generalnie nie sprzyja mobilizacji ani jonéw glinu, ani olowiu.

Wplyw jonow glinu i olowiu na zmiany w zawartosci bialka rozpuszczalnego byl
niejednolity, cho¢ przewazala tendencja malejaca wraz ze wzrostem dawki,
natomiast wplyw badanych metali na peroksydacje lipidéw byl specyficzny i
zalezny od dawki metalu.

g) Prezentowane wyniki badan lacznego odzialywania jonéw glinu i olowiu przy pH

=4 i pH = 6 powigkszaja niewielka, jak do tej pory, pule badan potwierdzajacych
idiosynkrazje¢ (odpowiedz roSliny calkowicie inna niz na pojedyncze sensory)
wSsrod interakeji sensoréw abiotycznych.

Reasumujgc wyniki badan i dyskusje, przedstawione przez Pana mgr inz. Piotra Bulaka,
nalezy stwierdzi¢, ze sa one napisane zrozumiale i dostarczajg cennych informacji z zakresu
reakcji roslin na stresory ,,glinowe i olowiane”, zastosowane razem i oddzielnie. Szczegélnie
cennych informacji dostarczyly badania parametréw biochemicznych, ktére zmieniajg
si¢ w zaleznosci od dawek stresor6éw i wartoSci pH.

Rozdzial ,,Wnioski” podzielony zostat na dwa podrozdzialy, w ktérych Pan mgr inz.
Piotr Bulak przedstawil prawidtowo dwa obszerne wnioski ogélne oraz 8 szczeg6élowych.

Nalezy tu dodaé, ze wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej,
maja przede wszystkim implikacje praktyczne, gdyz prébujg wyjasni¢ mechanizmy
obronne roflin pszenicy na wystepowanie wiecej niz jednego stresora podczas jej
wzrostu i rozwoju, a takie warunki majg czesto miejsce w naturalnym Srodowisku

przyrodniczym.



Rozdzial ,Literatura” zawiera 150 pozycji najnowszej literatury. Przy czym tylko 7
pozycji jest w jezyku polskim. Swiadezy to o ogromnym oczytaniu Doktoranta w
literaturze swiatowej.

3. Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska pt. ,,Wplyw jonow glinu i olowiu na wybrane parametry
biochemiczne i wzrost pszenicy zwyczajnej” autorstwa Pana mgr inz. Piotra Bulaka jest 185-
stronicowym opracowaniem podzielonym na 10 gléwnych rozdziatéw, ktére nastepnie zostaty
logicznie podzielone na szczegdtowe, ale klarowne podrozdzialy. Dodatkowo w pracy
zamieszczone sg streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz tabel (dwie),
rysunkow (109) i jeden schemat do$wiadczenia, ktore zostaly zamieszczone w tekscie w
sposob klarowny i przejrzysty.

Nalezy podkresli¢, ze niniejsza rozprawa doktorska zawiera wszystkie niezbedne
rozdzialy wymagane w takich opracowaniach. Rozprawa doktorska Pana mgr inz.
Piotra Bulaka spelia zatem wymogi formalne, a Autor jawi si¢ jako osoba niezwykle
pracowita, skrupulatna i dokladna oraz o duzej znajomoS$ci literatury Swiatowej
zwigzanej z tematem niniejszej pracy.

4., Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr inz. Piotra Bulaka pt. ,,Wplyw jonow glinu i ofowiu na
wybrane parametry biochemiczne i wzrost pszenicy zwyczajnej’ stanowi: (i) oryginalne
rozwigzane problemu naukowego z elementami nowatorskimi wilacznie, (ii) udowadnia
szerokg wiedze Doktoranta w prezentowanej przez Niego dziedzinie naukowe;.

Nalezy dodatkowo podkreslié, ze wysoki poziom niniejszej pracy doktorskiej w
zakresie wiedzy teoretyczno-laboratoryjnej znakomicie przeklada si¢ na zastosowania
praktyczne w skali krajowej i globalnej. Znajomo$¢ bowiem mechanizméw reakcji rodlin
na stresy zwiazane z zakwaszeniem oraz obecnoscig takich ,,metali §mierci”, jak Al i Pb moze
przyczynié sie do lepszego zrozumienia mechanizméw obronnych roslin przed toksycznymi
pierwiastkami, co ma wptyw na caty taficuch troficzny, a przez to na ilos¢ i jako$¢ surowcow
konsumpcyjnych.

Praca spelnia ponadto wszelkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim
zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 pazdziernika
2015 r. Wnioskuj¢ zatem do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego
PAN o dopuszczenie Pana mgr inz. Piotra Bulaka do dalszych czynnosci zwigzanych z
przewodem doktorskim i wnosze jednoczesnie o wyréznienie niniejszej pracy i jej Autora
stosowng nagrodg.
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