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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]

mgr Natalii Gocek-Szczurtek

»,Udziat olejku eterycznego z Thymus vulgaris L. w tagodzeniu stresu wywotanego kadmem w
komérkach merystemdéw korzeniowych Vicia faba L. var. minor”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Justyny T. Polit, prof. UL, oraz promotora pomocniczego dr

Anety Zabki

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii Gocek-Szczurtek dotyczy
aktualnego i waznego zagadnienia badawczego z zakresu biologii komérki roslinnej, fizjologii
stresu $Srodowiskowego oraz biologii molekularnej roslin. Podjeta problematyka wpisuje sie w
jeden z istotnych Kkierunkéw wspétczesnych badan zwigzanych z narastajacym
zanieczyszczeniem Srodowiska metalami ciezkimi i poszukiwaniem skutecznych, przyjaznych
Srodowisku metod ograniczania ich negatywnego oddzialywania na organizmy roS$linne.
SzczegOlne znaczenie ma poszukiwanie naturalnych substancji biologicznie czynnych,
mogacych poprawia¢ odporno$¢ roslin na stres Srodowiskowy, stanowigc potencjalng
alternatywe lub uzupetnienie metod opartych na inzynierii genetyczne;j.

Autorka skoncentrowata swoje badania na ocenie ochronnego dziatania olejku eterycznego z
tymianku (Thymus vulgaris) wobec stresu indukowanego kadmem w komoérkach merystemow
korzeniowych bobu (Vicia faba var. minor). Zakres podjetych analiz nalezy uzna¢ za bardzo
szeroki i obejmujgcy wiele pozioméw organizacji komoérkowej. Oceniano wptyw badanego
olejku na procesy zwigzane ze stresem oksydacyjnym, uszkodzeniami DNA, przebiegiem
replikacji, zmianami epigenetycznymi, aktywnos$cia transkrypcyjng, organizacja cytoszkieletu

oraz przebiegiem podziatéw komorkowych. Tak kompleksowe ujecie badanego problemu
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stanowi jedna z istotnych zalet rozprawy, poniewaz umozliwia integracje wynikéw uzyskanych
na poziomie molekularnym, komérkowym i ultrastrukturalnym. Temat pracy nalezy uznac za
dobrze uzasadniony i posiadajacy zaré6wno znaczenie poznawcze, jak i potencjalne implikacje
aplikacyjne dla biologii roslin, ochrony srodowiska oraz nowoczesnego rolnictwa.

Rozprawa zostata przygotowana w formie doktoratu publikacyjnego, opartego na cyklu pieciu
prac naukowych. Cztery publikacje zostaly opublikowane w czasopismach o uznanej
miedzynarodowej renomie, natomiast pigta znajduje sie na etapie procedury wydawnicze;.
Taka forma rozprawy stanowi potwierdzenie wysokiej jako$ci prowadzonych badan. Dorobek
publikacyjny stanowigcy podstawe rozprawy nalezy oceni¢ bardzo wysoko. Wszystkie prace
zostaly opublikowane (lub skierowane do publikacji) w renomowanych miedzynarodowych
czasopismach indeksowanych w bazie Web of Science Core Collection. Szczegdlnie istotny jest
fakt, ze wszystkie czasopisma nalezg do pierwszego kwartylu (Q1) odpowiednich kategorii
Journal Citation Reports, co Swiadczy o wysokiej jako$ci naukowej wynikéw badan oraz ich
pozytywnej ocenie przez miedzynarodowe Srodowisko naukowe. Sumaryczny Impact Factor
opublikowanych prac wynoszacy 17,5 oraz tgczna punktacja 520 punktéw MNiSW stanowig
bardzo dobry wynik jak na rozprawe doktorska z zakresu biologii roslin. Dodatkowo, ztoZenie
manuskryptu do The Plant Journal - jednego z najbardziej prestizowych czasopism w
dziedzinie biologii roslin - potwierdza wysoki poziom naukowy uzyskiwanych przez
doktorantke wynikéw badan.

Wprowadzenie do rozprawy zostalo przygotowane starannie i zawiera szeroki
przeglad aktualnego stanu wiedzy dotyczacego biologii i toksycznos$ci kadmu, metod
remediacji Srodowiska, witasciwosci biologicznych olejkéw eterycznych oraz mozliwosci
wykorzystania olejku tymiankowego w ograniczaniu skutkéw stresu Srodowiskowego. Cele
badawcze zostaty sformutowane jasno i pozostajg w bezposrednim zwigzku z przedstawionymi
hipotezami badawczymi.

Za jeden z najwiekszych waloréw rozprawy nalezy uzna¢ rozbudowany warsztat
metodologiczny. Autorka zastosowata liczne nowoczesne techniki badawcze obejmujace

analize GC-MS sktadu olejku eterycznego, oznaczanie reaktywnych form tlenu w badanych
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komorkach (takze przezyciowo w komérkach wraz z lokalizacja wewnatrzkomorkowsa, co jako
osoba pracujgca na fizjologia RFT bardzo doceniam), cytometrie DNA, immunocytochemie,
analizy uszkodzen DNA z wykorzystaniem markera YH2A.X, znakowanie IdU i EU, badania
metylacji DNA oraz modyfikacji histonowych, oznaczanie aktywnosSci enzymoéw
antyoksydacyjnych, analize metabolitow tiolowych, technike TUNEL, transmisyjna
mikroskopie elektronowg, badania ekspresji gendw oraz ocene organizacji cytoszkieletu. Na
szczeg6lne podkreslenie zastuguje adaptacja metody iPOND do badan materiatu roslinnego,
ktéra stanowi cenny wktad metodologiczny do biologii komérki roslinnej i §wiadczy o bardzo
dobrym przygotowaniu eksperymentalnym Doktorantki.

Wyniki przedstawione w rozprawie maja charakter nowatorski i wypetniaja
istniejgca luke w aktualnym stanie wiedzy naukowej. W mojej ocenie dotychczas brakowato
kompleksowych badan dotyczacych wptywu olejku tymiankowego na przebieg procesu
replikacji w warunkach stresu, regulacje epigenetyczng, funkcjonowanie osi MAPK-
chromatyna oraz organizacje aparatu mitotycznego w warunkach toksycznego dziatania
kadmu. Uzyskane rezultaty wskazujg, ze olejek tymiankowy moze ogranicza¢ negatywne skutki
dziatania kadmu poprzez zmniejszanie poziomu stresu oksydacyjnego, ograniczanie uszkodzen
materiatu genetycznego i poprawe przebiegu podziatéw komdérkowych. Wyniki te posiadaja
nie tylko warto$¢ poznawcza, lecz takze potencjalne znaczenie aplikacyjne, zwtaszcza w
kontekscie opracowywania biologicznych metod zwiekszania odpornosci roslin na stres
Srodowiskowy.

Przedstawione w rozprawie wnioski sg logiczne, dobrze udokumentowane i
wynikajg bezposrednio z uzyskanych wynikéw badan. Autorka wykazata sie umiejetnoscia
krytycznej analizy danych oraz ich wtaSciwej interpretacji w odniesieniu do aktualnego stanu
wiedzy. Pomimo bardzo wysokiej oceny naukowej rozprawy nalezy jednak zwrdéci¢ uwage na
pewne ograniczenia badan. Wszystkie doSwiadczenia zostaly przeprowadzone w warunkach
laboratoryjnych z wykorzystaniem merystemdéw korzeniowych Vicia faba. Oznacza to, ze
mozliwo$¢ bezposredniego przeniesienia uzyskanych wynikéw do praktyki rolniczej pozostaje

ograniczona i wymaga dalszych badan prowadzonych w warunkach szklarniowych oraz w
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warunkach polowych. Ponadto wiekszo$¢ analiz wykonano po stosunkowo krotkim czasie
ekspozycji na kadm, co nie pozwala oceni¢ trwatosci obserwowanego efektu ochronnego ani
zmian zachodzacych w dalszym rozwoju ro$lin. Pewnym ograniczeniem jest rowniez
wykorzystanie jednego gatunku modelowego, co utrudnia ocene uniwersalnosci
obserwowanych zalezno$ci dla innych grup roslin, w tym dla gatunkéw uprawnych. Nie
wiadomo, czy analogiczne efekty wystgpityby u innych grup ros$lin, np. zbéz, roslin
warzywnych, gatunkéw hiperakumulujacych metale. Pewien niedosyt budzi takze ograniczona
analiza mechanistyczna sktadnikéw olejku. Autorka wykazata ochronne dziatanie catego
olejku, natomiast badania nie rozstrzygaja, ktéry sktadnik odpowiada za efekt biologiczny, czy
dziatanie wynika gtéwnie z efektow tymolu, czy kluczowe znaczenie ma synergizm sktadnikéw.
Niedosyt ten zwigzany jest wytgcznie z ciekawos$cig naukowg, natomiast doskonale zdaje sobie
sprawe, Ze idgc w kierunku potencjalnego zastosowania TO, bedzie to ,surowy” olejek
pozyskany z ziela tymianku, a nie jego poszczegdlne frakcje. Problem ten nie jest zresztg
kwestig nowa i dotyczy wszystkich badan nad zastosowaniem wielosktadnikowych ekstraktéw
biologicznych i analizg ich efektow biologicznych.

Rozprawa doktorska przygotowana w formie tzw. ,zszywki” w pewnym stopniu
zdejmuje z recenzenta konieczno$¢ analizy poprawnosci wynikéw - to zostato uczynione w
trakcie procesu publikacyjnego, tak wiec recenzja rozprawy skupia sie bardziej na wymianie
pogladéw dotyczacych przedstawionych badan oraz kierunkéw dalszej pracy doktorantki. Tu
poprositbym doktorantke o przedstawienie perspektyw kontynuowania badan, zwtaszcza tych
majacych na celu wprowadzenie olejku tymiankowego do praktyki ochrony roslin.
W moim przekonaniu, w przysztych badaniach warto bytoby rozszerzy¢ analize o okreslenie
zaleznos$ci dawka-efekt dla zastosowanego olejku eterycznego oraz kadmu, co umozliwitoby
wyznaczenie minimalnych skutecznych stezen 1 okre$lenie granic fitotoksycznosci.
Interesujagcym uzupeinieniem bytaby réwniez bardziej szczegétowa analiza ekspresji gendw
zwigzanych z odpowiedzia antyoksydacyjng, metabolizmem zwigzkéw tiolowych,
mechanizmami naprawy DNA oraz szlakami sygnalizacji MAPK. W rozprawie nie

rozstrzygnieto takze, ktére sktadniki olejku odpowiadaja za obserwowany efekt biologiczny i
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w jakim stopniu mozliwe jest wystepowanie efektéw synergistycznych pomiedzy
poszczegbdlnymi komponentami mieszaniny.

Wskazane byloby rowniez szersze omowienie praktycznych aspektow
potencjalnego wykorzystania olejku tymiankowego, obejmujacych kwestie ekonomiczne,
trwato$¢ preparatu oraz jego wptyw na Srodowisko. W tym kontekscie bardzo przydatne
bytoby przeprowadzenie walidacji w warunkach bardziej zblizonych do naturalnych, np. w
warunkach dos$wiadczen glebowych, hydroponicznych dtugoterminowych oraz na dorostych
roslinach. Poprosze o odniesienie sie do tych kwestii podczas publicznej obrony rozprawy.
Poprositby takze doktorantke o przybliZenie kilku aspektéw praktycznego stosowania olejku
tymiankowego. Warto byloby omoéwi¢: koszty stosowania olejku, trwato$¢ preparatuy,
potencjalne skutki Srodowiskowe oraz realng mozliwo$¢ wdrozenia w rolnictwie.

Od strony redakcyjnej rozprawa zostala przygotowana bardzo starannie. Stwierdzone
nieliczne btedy majg charakter wytacznie drobnych usterek jezykowych lub redakcyjnych i nie
wptywajg na warto$¢ naukowa pracy ani poprawnos$¢ przedstawionych wynikow.

Rozprawa mgr Natalii Gocek-Szczurtek stanowi oryginalne i wartoSciowe osiggniecie naukowe.
Doktorantka wykazata sie bardzo dobra znajomos$cia podejmowanej problematyki,
umiejetnos$cig planowania i realizacji zaawansowanych badan eksperymentalnych oraz
zdolnoScig do krytycznej interpretacji uzyskanych wynikéw. Praca wnosi nowe i istotne
informacje dotyczace mechanizméw ochronnego dziatania olejku tymiankowego wobec stresu
kadmowego w komorkach roslinnych oraz przyczynia sie do rozwoju badan nad naturalnymi
metodami ograniczania skutkow skazenia Srodowiska metalami ciezkimi.

Podsumowanie

Podsumowujgc, w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Natalii Gocek-Szczurtek w pelni
odpowiada wymogom Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1668), stawianym pracom doktorskim. W zwigzku z tym zwracam sie do
Komisji Uniwersytetu Ldodzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o

dopuszczenie mgr Natalii Gocek-Szczurtek do dalszych etapéw postepowania doktorskiego."
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Whniosek o wyrdznienie

Jednoczes$nie, biorgc pod uwage wysoki poziom naukowy przedstawionych badan, ich
nowatorstwo oraz znaczacy dorobek publikacyjny Doktorantki, uwazam, Ze rozprawa
zastuguje na jej wyroznienie:

Ocena wplywu badanego olejku na procesy niwelowania stresu indukowanego obecnoscia
kadmu zostata powigzana przez autorke z szeregiem aspektéw biologii badanej na poziomie
komorki: stresem oksydacyjnym, uszkodzeniami DNA, przebiegiem replikacji, zmianami
epigenetycznymi, aktywnos$cig transkrypcyjng, organizacja cytoszkieletu oraz przebiegiem
podziatéw komoérkowych. Tak kompleksowe ujecie badanego problemu umozliwia integracje
wynikéw uzyskanych na poziomie molekularnym, komérkowym i ultrastrukturalnym.
Ponadto wszystkie czasopisma, w ktérych autorka opublikowata wyniki swoich badan, naleza
do pierwszego kwartylu (Q1) odpowiednich kategorii w Journal Citation Reports, co Swiadczy
o wysokiej jako$ci naukowej uzyskanych przez nig wynikéw badan oraz ich pozytywnej ocenie
przez miedzynarodowe Srodowisko naukowe.

Doktorantka wykazata sie bardzo dobra znajomoscig problematyki bedacej przedmiotem
badan, umiejetno$cia wilasciwego zaplanowania i przeprowadzenia zaawansowanych
eksperymentéw oraz zdolnosScig do wnikliwej i krytycznej analizy uzyskanych wynikow.
Przedstawiona rozprawa doktorska wnosi oryginalny i warto$ciowy wktad w aktualny stan
wiedzy w zakresie mechanizméw ochronnego dziatania olejku tymiankowego w warunkach
stresu wywotanego kadmem w komadrkach roslinnych. Uzyskane wyniki majg istotne znaczenie
poznawcze, a jednocze$nie poszerzaja wiedze dotyczaca mozliwosci wykorzystania
naturalnych zwigzkéw w ograniczaniu negatywnych skutkow skazenia sSrodowiska metalami

ciezkimi, wyznaczajac kierunki dalszych badan w tym obszarze.
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