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Podstawa formalna

Recenzj¢ pracy doktorskiej mgr inz. Michata Baciaka opracowano zgodnie
z uchwatg Rady Wydziatu Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego, na podstawie pisma Pana Dziekana prof. dr hab. Krzysztofa Mtynarczyka
z dnia 10. 05. 2017 r. (WKSiR.DZ.6350.6.2015).

Celowos¢ podjecia tematu

Wzrost produkcji i uzycia lekéw wplywa na zwigkszenie stezenia farmaceutykow
1 produktéw ich metabolizmu w $ciekach surowych, biologicznie oczyszczonych, w glebie,
w wodach powierzchniowych, a takze w wodzie przeznaczonej do picia. Zuzycie
poszczegolnych grup farmaceutykow w ciagu roku waha si¢ w poszczegdlnych krajach od
kilkudziesigciu do kilkuset ton. Szacuje sig, ze potowa antybiotykdw aplikowanych w ciagu
roku na $wiecie dotyczy hodowli zwierzat. Leki uzywane w weterynarii sg czgsto
wprowadzane bezposrednio do wod. Substancje farmaceutyczne obecne w glebach
nawozonych odchodami zwierzat lub wskutek wykorzystania osadéw Sciekowych sa
pobierane przez rosliny oraz wymywane trafiajg do wod powierzchniowych. Antybiotyki
zawarte w S$ciekach, glebie i wodach stwarzaja warunki do wzrostu lekoopornosci

drobnoustrojow, zakldcaja procesy oczyszczania Sciekow i réownowage ekologiczng



w ekosystemach.

W komorkach roslin powstaty unikatowe mechanizmy molekularne, ktére bardzo
czgsto pozwalaja im przezwycigzy¢ lub zminimalizowaé czynniki stresowe. Oprécz wielu
przystosowan morfologicznych, istotng rol¢ odgrywaja mechanizmy fizjologiczne,
metaboliczne i genetyczne. Sg one czg¢sto uruchamiane w obecnosci ksenobiotykdéw obecnych
w S$rodowisku, (np. antybiotykéw) a zarejestrowanie zmiany stanowigce ,,biologiczng
odpowiedZ™ na stres mogg petni¢ role biomarkeréw o wysokiej specyficznosci. Z uwagi na
fakt, ze formuly aktywne lekéw wykrywane s3 w elementach $rodowiska w matych
stezeniach lub wystepuja w stgzeniach ponizej poziomu wykrywalnos$ci, istnieje potrzeba
rozwoju czutych metodyk testowych do monitorowania ich ekotoksycznosci. Biorgce

powyzsze pod uwage, wybor tematyki rozprawy doktorskiej uwazam za w petni uzasadniony.

Analiza treSci pracy i ocena merytoryczna

Przedstawiona rozprawa doktorska zgodnie ze znowelizowanymi przepisami Ustawy
z dnial4 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65,
poz. 595, z pdzniejszymi zmianami), zostata ztozona w formie jednotematycznego cyklu
publikacji pod wspdlnym tytutem: |, Reakcje wybranych roslin na zanieczyszczenie
Srodowiska antybiotykami stosowanymi w medycynie weterynaryjnej” opublikowanych w

latach 2014-2017:

1. Sikorski L., Adomas B., Dobiesz M., Baciak M., Piotrowicz-Cie$lak A.l. 2014.
Morphological and biochemical responses of Lemna minor L. (common duckweed) to
ciprofloxacin. Fresenius Environmental Bulletin, 23(2): 363-371. IF3p — 0.31;
MNiSWy6 — 15 pkt.

2. Baciak M., Sikorski L., Piotrowicz-Cieslak A.l., Adomas B. 2016. Content of
biogenic amines in Lemna minor (common duckweed) growing in medium
contaminated with tetracycline. Aquatic Toxicology, 180: 95-102. IFyy6 — 4.35;
MNiSWy6 — 45 pkt.

3. Baciak M., Piotrowicz-Cieslak A.l., Adomas B. 2016. Uptake of chlortetracycline by
yellow lupin (Lupinus luteus L.) growing under photoperiod or at constant darkness.
Fresenius Environmental Bulletin, 25(12): 5096-5104. IF3916 — 0.31; MNiSWjg15 — 15
pkt.



4. Baciak M., Piotrowicz-Cieslak A.l., Adomas B. 2015. Ksztaltowanie si¢ cech
morfologicznych i biochemicznych tubinu zottego rosngcego na glebie
zanieczyszczonej chlorotetracykling w warunkach fotoperiodu i ciemnosci. Zeszyty
Problemowe Postgpdw Nauk Rolniczych, 583: 3-11. MNiSWj¢;5 — 13 pkt.

5. Baciak M., Sikorski L., Piotrowicz-Cieslak A.l., Adomas B. 2017. Role of
decarboxylases in the biochemical pathway of biogenic amines of pea (Pisum sativum
L.) growing in soil contaminated with lomefloxacin. Applied Ecology and

Environmental Research, 15(3): 1131-1148. IF3016 — 0.78; MNiSW,q15 — 15 pkt.

Sumaryczny IF —5.75
Sumaryczna punktacja MNiSW - 103 pkt.

Zataczone publikacje zostaty poprzedzone przewodnikiem zawierajagcym kolejno:

streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétow oraz 7 rozdziatow - Wstep (4),
Hipoteza badawcza i cel badan (5), Materialy i metody (6), Omoéwienie publikacji
stanowigcych rozprawe doktorska (7), Wnioski (8), Literatura (9), Zataczniki (10).
Pan mgr inz. Michat Baciak jest pierwszym autorem czterech wymienionych w rozprawie
artykutdow, a jego udzial merytoryczny we wszystkich publikacjach potwierdzony
zatgczonymi o$wiadczeniami wynosit od 55% do 70%. Dane te wskazuja na wiodaca rolg
Doktoranta w ich opublikowaniu. Wkiad ten polegat na wykonywaniu badan
eksperymentalnych, analizie i opracowaniu wynikow oraz dyskusji, a takze przygotowaniu
tekstu publikacji.

Celem dysertacji byta ocena wptywu antybiotykdéw z grupy tetracyklin (tetracyklina,
chlorotetracyklina) i fluorochinolonéw (cyprofloksacyna, lomefloksacyna) na morfologi¢

oraz cechy biochemiczne i fizjologiczne wybranych roslin wyzszych — wodnych i ladowych.

Do realizacji zamierzonego celu zaproponowano zakres badan obejmujacy:
v okreslenie fitotoksycznos$ci cyprofloksacyny i tetracykliny w odniesieniu do rzgsy
drobnej - Lemna minor,
v oceng fitotoksycznego oddziatywania chlorotetracykliny obecnej w glebie na siewki
tubinu zoitego - Lupinus luteus,
v okreslenie fitotoksycznosci lomefloksacyny w odniesieniu do siewek grochu - Pisum
sativum.

Mierzone punkty koncowe reakcji testowych w badaniach z zastosowaniem rzgsy drobnej
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obejmowaly: dlugos¢ korzenia i fodygi, $wieza i suchg masg, zawarto$¢ chlorofilu
1 karotenoidow a takze w przypadku cyprofloksacyny - weglowodandéw rozpuszczalnych a w
badaniach z tetracykling - amin biogennych.

W siewkach tubinu narazonych na dziatanie chlorotetracykliny obecnej w glebie
w warunkach fotoperiodu i ciemnosci poddano ocenie dtugos¢ korzeni i fodyg, $wieza i suchg
masg, aktywnos$¢ peroksydazy, dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy, potencjat osmotyczny
oraz zawartos¢ chlorotetracykliny w korzeniach i todygach.

Fitotoksycznos¢ lomefloksacyny w odniesieniu do siewek grochu okreslono na podstawie
analizy dtugosci korzeni i tfodyg grochu, ich $wiezej i suchej masy, potencjatu osmotycznego,
zawartosci amin biogennych (tyraminy, putrescyny, kadaweryny, spermidyny, agmatyny
i sperminy) oraz aktywnosci dekarboksylaz (dekarboksylazy ornityny, dekarboksylazy
argininy i dekarboksylazy S-adenozylometioniny). Zakres badan wskazuje na
interdyscyplinarny charakter recenzowanej pracy doktorskiej.

Czegs$¢ teoretyczna rozprawy zawarta w przewodniku oraz w publikacjach
uwzgledniajgca dane z najnowszych pozycji piSmiennictwa stanowi dobre wprowadzenie do
badan wilasnych Doktoranta. Warsztat badawczy przedstawiony w metodyce badan
reprezentuje wysoki poziom merytoryczny.

Wyniki badan zaprezentowane w cyklu prac potwierdzily, ze antybiotyki z grupy
tetracyklin i fluorochinolonéw zanieczyszczajace wody powierzchniowe i glebe moga
indukowa¢ zmiany biochemiczne i morfologiczne w komoérkach roslin wyzszych — wodnych
i ladowych.

Cyprofloksacyna rozpuszczalna w wodzie, w stezeniu 1,25 mM hamowata wzrost rzesy
drobnej w 100%, a ECs.7qni wg Autora wynosito 0,0097 mM i 0,0143 mM odpowiednio dla
formy rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej. Te wyniki wskazujg, ze wg klasyfikacji Unii
Europejskiej w odniesieniu do toksycznosci ostrej cyprofloksacyna jest toksyczna dla Lemna
minor. W pracy wykazano réwniez, ze narazenie na cyprofloksacyng¢ w niskich st¢zeniach
generowalo wzrost stezen niektorych weglowodanow rozpuszczalnych w  poréwnaniu
z probka kontrolng.

Badania z zastosowaniem rzgsy drobnej poddanej dzialaniu tetracykliny pozwolity Autorowi
na wyznaczenie stezen efektywnych (ECy) w odniesieniu kilku punktéw koncowych reakcji
testowej. Wartosci ECso.7qni zawieraty sie w zakresie od 0,15 pM (zawarto$¢ sperminy) do
28,12 uM (zawartos¢ putrescyny). Inhibicja wzrostu rosliny w najwyzszym badanym st¢zeniu
tetracykliny (80 uM) nie przekraczata 80%.

Analiz¢ fitotoksycznosci chlorotetracykliny obecnej w glebie wobec tubinu zoltego
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przeprowadzono w dwodch seriach badan, w roéznych zakresach stgzen antybiotyku. W
stezeniach od 5 mg-kg™'- 100 mg-kg" (Publikacja 3) wykazano, ze zawartos¢ antybiotyku
byta wigksza w korzeniach i todygach roslin rosngcych w ciemnosci niz w fotoperiodzie. W
tych warunkach stwierdzono réwniez wyzsza aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej.
W zakresie stezen od 1,45 mg-kg” - 46,38 mg-kg' aktywnos$é peroksydazy w korzeniach
tubinu zottego byla wyzsza niz w todygach i zmalata wraz ze wzrostem zawartosci
antybiotyku w glebie. W warunkach fotoperiodu zaobserwowano spadek aktywnosci tego
enzymu w tkankach fodyg w pordwnaniu z kontrola. W tych samych warunkach stwierdzono
rowniez stopniowy wzrost aktywnosci katalazy w korzeniach i istotny wzrost w todygach.
Dodatkowo, wraz ze wzrostem stezen antybiotyku w glebie, wykazano wzrost ci$nienia
osmotycznego w komdrkach roslin (wigkszy w ciemnosci).

Badania fitotoksycznosci lomefloksacyny w zakresie stezen od 0,2 mg-kg"' — 2000 mg-kg™
gleby pozwolity Autorowi na wyznaczenie stezen efektywnych (ECy) w odniesieniu do
wzrostu siewek grochu, zawartosci 6 amin biogennych i aktywnosci 3 dekarboksylaz.
Z analizy wartosci ECsp.94ni Wynika, ze w przypadku korzeni najbardziej czutymi punktami
koncowymi reakcji testowych byly aktywnos¢ dekarboksylazy ornityny i zawartos¢
putrescyny (ECso.oani rowne odpowiednio 1,58 mg-kg ' i 1,84 mg-kg ') a w przypadku todyg
oprocz aktywnosci ww. enzymu, zawartos¢ tyraminy (ECspogqni= 5.53 mg-kg"
i 4,90 mg-kg ). Przedstawione w dysertacji wyniki badan wiasnych zostaty przez Doktoranta
odniesione do danych literaturowych i wnikliwie przedyskutowane.

Do najwazniejszych, oryginalnych osiggni¢¢ rozprawy doktorskiej nalezy zaliczy¢:

v Wykazanie, na przykladzie cyproloksacyny, ze antybiotyki obecne w wodach
powierzchniowych moga powodowa¢ wzrost stgzen niektdrych wegglowodanow
rozpuszczalnych w komorkach Lemna minor;

v Zidentyfikowanie 5 amin biogennych w komorkach Lemna minor i udowodnienie
wzrostu st¢zen 4 z nich wraz ze zwigkszajaca si¢ zawartoscig tetracykliny w podtozu;

v Wykazanie, ze wysoki wzrost stezen niektorych amin w komorkach rzesy drobnej pod
wptywem tetracykliny moze stanowi¢ dodatkowe zagrozenie dla organizméw
ekosystemu wodnego;

v Potwierdzenie, na podstawie oznaczenia zawartosci chlorotetracykliny oraz
aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, w korzeniach i todygach Lupinus luteus
rosnagcych w warunkach fotoperiodu i ciemnosci, ze tetracykliny sa zwigzkami

wrazliwymi na $wiatlo i tatwo ulegajg fotolizie;



v Udowodnienie, na przykladzie siewek Pisum sativum, ze ze wzgledu na istotne

wahania zawartosci poszczegdlnych amin biogennych w cyklu rozwojowym rosliny,
lepszym biomarkerem gleby zanieczyszczonej lomefloksacyng jest aktywnos¢

dekarboksylazy ornityny.

Na podkreslenie zastuguje rowniez zarekomendowanie metody analitycznej opartej o pomiar

ilosci wydzielonego CO, do oceny aktywnos$ci enzyméw ze szlaku biosyntezy amin

biogennych.

Uwagi dyskusyjne i szczegolowe

Zaglebiajac si¢ w szczegodty pracy doszukano si¢ kilku elementéw, ktére mogg byé

przedmiotem dyskusji:

1.

Cel pracy, w mojej ocenie, powinien by¢ sformutowany w odniesieniu catej dysertacji.
W rozdziale 5 przewodnika — Hipoteza badawcza i cel badan - sformutowano odrgbne
cele i zakres badan dla kazdej publikacji. Brak jest réwniez jasno sformulowanej

tezy/tez.

. W streszczeniu w przewodniku Autor napisal: ,, Wyznaczono wskazniki toksycznosci

(EC, NOEC), dzigki ktorym wykazano zakresy stgzen bezpiecznych i toksycznych
wybranych lekow wobec amin biogennych, aktywnosci enzymow i tempa wzrostu oraz
plonowania.” W pracy nie zauwazylam wartosci NOEC, brak jest réwniez
wyjasnienia skrotu. Jakie kryteria zastosowat Autor do okreslenia stgzen bezpiecznych

i co rozumie pod pojgciem stgzen bezpiecznych badanych lekow?

. Co skionito Autora do przeprowadzenia badan ekotoksycznosci cyprofloksacyny w

odniesieniu do rzgsy drobnej w zakresie bardzo wysokich stezen substancji
aktywnych?

Czy wlasciwym wedhig Autora wydaje si¢ analizowanie zawarto$ci wegglowodanéw
rozpuszczalnych w stgzeniach 5 mM - 40 mM cyprofloksacyny rozpuszczalnej, skoro
stwierdzit, ze stezenie 1,25 mM bylo $miertelnym dla rzgsy drobnej? - str. 25 i 26
rozdziat 7 przewodnika i str. 371 w publikacji 1, rozdziat 5. Co Autor rozumie pod
pojeciem stezenie $miertelne? Jakie wartosci inhibicji wzrostu informuja o efekcie
letalnym?

Wyjasnienia wymaga sposob, w jaki zostal wyliczony % efektu toksycznego
niezbedny do wyliczenia ECy (publikacje 2 i 5). Proszg o zdefiniowanie ECsy w

odniesieniu do badanych punktow koncowych reakcji testowych w badaniach



ekotoksycznosci tetracykliny (poblikacja 2) i lomefloksacyny (publikacja 5)
i wyjasnienie jak obliczono ECy = Zdanie w rozdziale Statistical analysis str 1135 w
publikacji 5 jest niezrozumiate, a na str. 97 publikacji 2 jest co prawda logiczne, ale
nie merytoryczne, poniewaz nie przedstawia metody obliczeniowej ECy.

Co sktonito Autora do wyboru typu wigkszosci wykresow nie odzwierciedlajacych
réznicy stezen na osi X. Dlaczego nie wybrano wykresu liniowego? Jaka metoda

wyznaczono ECs przedstawione w publikacji 1, na rysunku 1.

W pracy, szczegdlnie w przewodniku, zauwazono szereg skrotoéw myslowych, pewne drobne

btedy i usterki redakcyjne jak np.:

v/
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Str. 10 — Przewodnik: W streszczeniu w jezyku angielskim w ostatnim akapicie
napisan: ,,In the tested plants (publications 1-5), biogenic amines were identified and
assayed; moreover, the activity of dehydrogenases involved in the biosynthesis of
biogenic amines, inter alia S-adenosylmethionine decarboxylase, arginine
decarboxylase and ornithine decarboxylase, was also assessed’ zamiast
dehydrogenases powinno by¢ decarboxylases.

Str. 14 — Przewodnik: ,,Tetracykliny sq wrazliwe na swiatlo, przez co proces
fotodegradacji, ktory odbywa si¢g w warstwach wody blisko jej powierzchni moze
uszkadzad rosliny plywajqce (na przyklad rzese). - Skrot myslowy.

Str. 25 publikacja 1 i wniosek 1 str. 32 ,, Wzrost zawartosci myo-inozytolu i D-chiro-
inozytolu zaobserwowano juz przy niewielkich stgzeniach CIP rozpuszczalnej.” Z
wykresu nr 2, publikacja 1 to nie wynika. Wzgledem czego obserwowano wzrost
zawartosci tych weglowodanow?

Publikacja 4 str. 9 — Whnioski, punkt 3 ,, Aktywnos¢ enzymow zwigkszata sig w
tkankach korzeni i lodyg wyrostych w glebie skazonej 46,38 mg chlorotetracykliny na
1 kg gleby.” Analizujac wykresy (4 i 5 str. 8) nasuwa si¢ pytanie: wzgledem czego
zwigkszata si¢ aktywnos¢ i czy w przypadku obydwu badanych enzymow?

Str. 30 — Przewodnik: ,, Badania wykazaly, ze juz najnizsze z zastosowanych stgzen
LOM hamuje aktywnos¢ ODC, a wyzsze powodujq wzrost aktywnosci ADC i SAMDC”
— Uwazam, ze ta analiza wynikoéw zaprezentowanych na wykresie 7, (str. 1139
publikacja 5) jest dalece nieprecyzyjna.

Str. 33 — Przewodnik, Wniosek 8. Najbardziej wrazliwa aming biogenna na
lomefloksacyn¢ byta putrescyna, za$ najbardziej odporng spermina. — skrot

myslowy, czy w tym kontekscie mozemy mowi¢ o wrazliwosci amin?



v W przewodniku poprzedzajacym publikacje nagminnie stosowane sg skroty, co w
pewnym stopniu utrudnia lekturg opracowania (pomimo zataczonego wykazu) Np. str.

27:
wJednym z najwazniejszych wynikow tej pracy bylo opisane reakcji BA na TC. Z wyjgtkiem
CAD, zawartosé¢ pozostalych BA wzrastala wraz ze wzrostem stgzen TC w pozywce. Mimo, zZe
najwyzsze stgzenie leku (78 uM) spowodowato czternastokrotny wzrost zawartosci TYR, to

liczbowo najbardziej wzrosta zawartosé SPD (0 314.19 ug x g™ suchej masy).”

oraz str. 30: , Badania wykazaly, Ze juz najnizsze z zastosowanych stgzen LOM hamuje
aktywnos¢ ODC, a wyzsze powodujg wzrost aktywnosci ADC i SAMDC. Zawartos¢ PUT jest
skorelowana z aktywnoscig ADC. Sugerujemy, ze poziom tej aminy jest zwigzany z biosyntezg

AGM, katalizowanqg przez ADC”

Powyzsze uwagi nie obnizajg wartoSci merytorycznej rozprawy, ktdérg oceniam
w pefni pozytywnie. Realizacja pracy umozliwita przeprowadzenie kompleksowej oceny
ekotoksykologicznej czterech antybiotykow z grupy tetracyklin i fluorochinolonéw,
powszechnie stosowanych w terapii ludzi i zwierzat w odniesieniu do wybranych roslin
wyzszych - wodnych i ladowych. Dogtebna analiza zmian morfologicznych, biochemicznych
i fizjologicznych z wykorzystaniem nowoczesnych narzedzi badawczych pozwolita na
udowodnienie, ze aktywnosci wybranych enzymow antyoksydacyjnych oraz ze szlaku
biosyntezy amin biogennych mogg by¢ dobrymi biomarkerami wody i gleby
zanieczyszczonej antybiotykami. Szeroki zakres testow uzytych w ocenie potencjatu
toksycznego wybranych antybiotykow oraz nowatorskie podejécie do zastosowanych technik
analitycznych wptywaja na duza warto$¢ poznawcza i metodyczng pracy. Doktorant wykazat
si¢ umiejetnoscia rozwigzywania trudnych probleméw badawczych z dziedziny fizjologii,
chemii, biochemii i ekotoksykologii. Uwazam, ze praca stanowi warto$ciowe osiggnigcie
naukowe a jej tres¢ kwalifikuje Pana mgr inz. Michata Baciaka do ubiegania si¢ o stopien
doktora nauk rolniczych w zakresie dyscypliny naukowej ochrona i ksztaltowanie

srodowiska.
Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze praca pt: ,Reakcje wybranych ros§lin na zanieczyszczenie
srodowiska antybiotykami stosowanymi w medycynie weterynaryjnej” speinia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim w zgodnie z art. 13 Ustawy z dnia 14 marca

2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
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- Dz.U. Nr 65 poz.595 wraz z pdzniejszymi zmianami i stawiam wniosek o dopuszczenie
Pana mgr Michala Baciaka do jej publicznej obrony przed Rada Wydziatu Ksztaftowania

Srodowiska i Rolnictwa Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego.
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