RECENZJA

rozprawy doktorskiej pt. "Reakcje didiownic (Lumbricidae) na stres na
poziomie populacyjnym i komérkowym"

(autorka: mgr Agnieszka Podolak-Machowska)

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki Podolak-Machowskie;
przygotowana zostala w Katedrze Biologicznych Podstaw Rolnictwa i Edukacji
Srodowiskowej Wydzialu  Biologiczno-Rolniczego  Uniwersytetu Rzeszowskiego w
Rzeszowie pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny Kosteckiej oraz dr hab. Anny Rozen z
Instytutu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Praca zostala
zrealizowana przy pomocy $rodkow z grantow badawczych przyznanych na lata 2013-2015
(dotacja celowa na prowadzenie badan naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi
zwigzanych, shizacych rozwojowi mdodych naukowcow oraz uczestnikow  studiow
doktoranckich finansowanych w wewnetrznym trybie konkursowym).

Rozprawa, ktorej tekst liczy 208 str., sktada sie z 8 rozdziatow: "Wstep", "Cele pracy",
"Przeglad pismiennictwa”, "Material i metody badan”, "Wyniki badan", "Dyskusja",
"Whnioski", "Bibliografia". Do rozprawy dolaczono streszczenie w jezyku angielskim oraz
"Aneks", zawierajacy wyniki analizy statystycznej (zestawienie efektow).

We "Wstepie” Autorka zwrocila uwage na rozwoj nowych badan nad Lumbricidae, kiore
stanowiC moga nowy model do$wiadczalny w badaniach skazania srodowiska, glownie w
ckotoksykologii gleb ze wzgledu na duza wrazliwoéé tych zwierzat na stres srodowiskowy.
Moga one by¢ bowiem wykorzystywane jako biowskazniki przy badaniu zanieczyszczenia
gleb m.in. ksenobiotykami na réznych poziomach, w tym na poziomie celomocytow
majgeych udziat w procesach odpornosciowych tych zwierzat

W rozdziale "Cele pracy" Autorka, nawigzujac wprost do okreslone] we "Wstepie"
problematyki badan, wyraznie okreslita postawiony przez siebie cel badawczy rozprawy
doktorskiej. Celem tym bylo eksperymentalne okreslenie reakcji dzdzownic na stres, w tym:

* przedstawienie wybranych cech populacji gatunkow Lisenia fetide (Sav) i

Dendrobuene veneta (Rosa) w cyklu rocznym (eksperyment 1),

* okreslenie wplywu regularnego czynnika stresowego (za stres uznano oddzialywanie

pradu elektrycznego o napieciu 4,5 V) na wybrane cechy badanych populacji

wybranych do badan gatunkow Lumbricidae oraz na ich celomocyty (eksperyment 11).



* okreslenie wplywu prokainy i lidokainy na badane gatunki Lumbricidae pod katem
znalezienia stgzen toksycznych - LCys, LCsp, LCos (za stres uznano oddzialywanie
wybranych anestetykow lokalnych) (eksperyment 111).

* znalezicnie stezen prokainy i lidokainy, ktore s3 bezpieczne oraz skuteczne w
odwracalnym znieczulaniu dzdzownic (eksperyment 111).

Autorka zalozyla, ze szczegdlowa znajomosé cech populacji  gatunkow  Lumbricidue
stosowanych w wermikompostowaniu ma duze znaczenie praktyczne np. przy doborze
gatunku dla wermikultury i produkcji wermikompostu. Podobnie zatozono, ze wyniki badan
uzyskane w trakcie eksperymentu II1 mogg mie¢ znaczenie zardwno przy wyborze
wiasciwego srodka do unieruchamiania osobnikow Lumbricidae przy podejmowaniu badan
tego wymagajacych, jak i by¢ moze okaza sie przydatne dla innego praktycznego
zastosowamia tych zwierzat, zwigzanego z mozliwoscia zastosowania dzdzownic do
wslgpnego testowania roznych $rodkow farmakologicznych.

Wslepnym  teoretycznym rozdziatem przedstawiajacym zagadnienia zwigzane z
problematyka rozprawy jest "Przeglad pismiennictwa", dotyczacy czterech rzagadnien:
nowego ujgcia wartosciowania zasobow $rodowiska, gleby w  srodowisku, w tym
wystepowania 1 roli Lumbricidac w ekosystemie glebowym, biomonitoringu z uzyciem
Lumbricidae, nowych perspektyw zastosowania Lumbricidae w wermikompostowaniu oraz
testowaniu anestetykow,

Przedstawiajgc podstawowe informacje o nowym ujeciu wartoéciowania zasobow
stodowiska Autorka ograniczyla si¢ tylko do podstawowych informacji dotyczacych glownie
swiadczen ekosystemow w aspekcie rozwoju zrownowazonego. Krytycznie jednak nie
analizuje tej koncepcji; przedstawia tylko podstawowg literature i informacje. Nie zwrocita
uwagi na znaczenie decyzji politycznych i ich wptywu na srodowisko. Brak w naszym kraju
woli politycznej uniemozliwia wprowadzanie rozwoju zrownowazonego i retardacji.
Deklaracje na ten temat, a nawet wyniki badan naukowych, praktycznie bez tego nic nie
znaczy 1 sq tylko pozorem dziatania. Sytuacje zmieni tylko diugotrwata praca organiczna.

Autorka przedstawila podstawowa charakterystyke gleby, ktorej podstawowym atrybutem
jest zycie, w Srodowisku. Nie poruszyla zagadnienia wypadania gleb z produkeji rolng) w
wyniku zaprzestania upraw i rozpoczecia naturalne] sukcesji roslinnosci lub catkowitej
zmiany funkcji terenow z glebami porolniczymi, Podnoszony przez Autork¢ problem
wzrostu pozytywnego przeksztatcenia gruntéw zdegradowanych i zdewastowanych w obszar
zagospodarowane nie zawsze musi by¢ jednak pozytywny. Moga bowiem powstac

zabudowania it skomplikowana naziemna i podziemna infrastruktura techniczna, nastepuje



rozlewanie si¢ miast, na terenach urbanizujacych sie powstaja coraz wigksze powierzchnie
uszczelnionych gruntow, nastepuje obnizenie poziomu wod gruntowych i przesuszenic. Gleby
me tworza - jak pisze Autorka - przestrzeni dla roznych struktur technicznych i
przemystowych oraz budowli mieszkalnych. Nie tylko nie tworza lecz w wyniku dziatalnosci
inwestycyjnej ulegaja na ogot bezpowrotnemu zniszezeniu,

Wiedza o roznorodnosci gatunkowej naszego kraju Jest ciggle bardzo ograniczona. | bedzie
jeszeze bardziej, bowiem nie ksztalci sig nowych specjalistéw znajacych poszezegolne grupy
zwierzgt, zwlaszcza bezkregowcow. Przedstawiajac /umbricidae jako czes¢ ekosystemu
glebowego Autorka podaje krotka charakterystyke roli tych zwierzat w glebie. Zasiedlaja one
jednak nie tylko ekosystemy typowo ladowe, ale takze czgsciowo zwigzane z woda:
spotykane sa nawet w wodach plynacych lub w strefie pobrzeza jezior. Wyraznie podkresia,
ze ze wzgledu na duza wrazliwosé na stres srodowiskowy Lumbricidue uwazane sg za dobre
organizmy wykorzystywane przy ocenie skazen srodowiska. Stusznie uwaza, podobnie jak
wielu innych autorow, ze na podstawie znajomosci biologii tych zwierzat i roznorodnosci
tauny towarzyszacej ich populacjom mozliwe jest monitorowanie stanu gleb zdegradowanych
I rekultywowanych. Lumbricidae stosowane sa w ocenie jakosci gleby. Dotyczy to badan
wplywu zanieczyszczen na cechy morfologiczne i rozrodczoséc tych zwierzat, a takze analiz
niektarych cech komorek odpornosciowych. Przedstawila podstawowe informacje o
komorkach odpornosciowych oraz rozne metody badan, np. eksponowanie na substancje
chemiczue i testy bibulowe. Mozliwa jest ocena wplywu substancji na osobniki roznych
gatunkow Lumbricidae na roznym poziomie oraz analiza $miertelnosci w warunkach
polowych i testow laboratoryjnych. Wyraznie podkreslila, ze Lumbricidue jako zwierzeta
pospolite, tatwe w hodowli i intensywnie rozmnazajace si¢ moga stanowi¢ modelowe
organizmy w badaniach ekotoksykologicznych. Dlatego rozne gatunki, chociaz odznaczajjce
si¢ odmienng reakcja na czynniki chemiczne, moga by¢ uzywane jako bioindykatory skazenia
srodowiska. Nie podala jednak informacji o miarach oceny takiej bioindykacji w oparciu o
znajomosc tauny Lumbricidae.

Stosunkowo nowymi perspektywamt zastosowania Lumbricidac jest
wermikompostowanie, produkcja biomasy wykorzystywanej dla celow paszowych oraz
testowanie anestetykow. Juz we wczesniejszych pracach (Podolak-Machowska i in. 2012,
2013). ktorych jest wspotautorkg, zwrécita uwage, ze¢ Lumbricidae spelniajg wymagania
stawiane zwierz¢tom laboratoryjnym.  Stanowié moga dobra alternatywg badan na
kregowcach, mogg znalezé zastosowanie réwniez jako pierwszy etap testowania srodkow

znieczulajacych. Autorka stusznie zwrocita uwage na istniejace w tym przypadku problemy



natury etycznej oraz watpliwosé w interpretacji wynikow tych badan w odniesieniu do
kregowcow, w tym do czlowieka.

Szczegdlowy opis zalozonych doswiadczen laboratoryjnych Autorka zamiescila w
rozdziale "Materiat i metody badan". Prowadzone w latach 2011-2015 badania wykonano w
warunkach laboratoryjnych Katedry Biologicznych Podstaw Rolnictwa Edukacii
Srodowiskowej Uniwersytetu Rzeszowskiego, Do badain  zastosowano dwa gatunki
Lumbricidae: Lisesna fetida (Sav.) 1 Dendrobacna veneta (Rosa). Taksonomiczne oznaczenie
badanych gatunkéw jest bez watpienia poprawne i nie budzi jakichkolwiek watpliwosci.
Wskazuje na to m.in. zestawienie wybrane cech taksonomicznych badanych gatunkow
Lumbrividac. Poprawnie okre$lajac systematyczna pozycje wybranych do badan gatunkow
mozna bylo - wskazujac rzad Haplotavida - okreslié takze podrzad, w tym przypadku
Lumbricina. Rzad Haplotaxida jest dos¢ zréznicowany i podziat na podrzedy (Haplotaxina,
Moniligastrina, Lumbricina, Tubificina) jest wskazany.

Metoda zatozonej hodowli gatunkow Lumibricidae zostata przez Autorke przedstawiona i
praktycznie zrealizowana prawidtowo. Hodowle gatunkow pozyskanych z hodowli
komercyjnych prowadzono w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych, glownie ze
wzgledu na odpowiednia temperature, wilgotnosé i stale oswietlenie. Nie budzi zadnych
zastrzezen wykorzystane do hodowli podioze (Kronen Universalerde). Autorka przyjeia
podane przez producenta parametry pH oraz zawartosci azotu, fosforu i potasu nie
przeprowadzajac dodatkowych analiz chemicznych podtoza. Brak jest danych o zawartoséci w
podiozu substancji organicznych. Poniewaz jest to podioze majgce  zastosowanie w
ogrodnictwie, dlatego bez watpienia zawartosé substancji organicznych byta bardzo wysoka.
Jednoznacznie nie okreslono, jak w trakcie hodowli zmienial st sklad podloza. Jednak
analizie poddawano skiad wermikompostu uzyskiwanego w do$wiadczeniu 1. scislej TA, W
tym  przypadku  Autorka podata zastosowane metody analiz wermikompostu i
wykorzystywang aparature. Autorka przedstawila takze zastosowane w badaniach odczynniki
chemiczne, podajgc ich charakterystyke i producenta.

Metodyczna czg$¢ rozprawy zawiera takze szczegolowy opis eksperymentow. Chce
podkreslic, ze eksperymenty prowadzone byty przez dlugi okres czasu (dwa lata, a kazde z
doswiadczen przez jeden rok). Opisy eksperymentéw sa dobrze przygotowane, przejrzyste,
jednoznaczne, takze w zakresic zadawanej karmy (pochodzenie, skiad, ilogé, sposob
podawania).  Okreslano biomase¢ zywych osobnikow, po ich uprzednim zewngtrznym
oczyszezeniu. Do wyliczenia  wartosci biomasy nie stosowano wspolczynnikow

uwzgledniajacych wypetnienie przewodu pokarmowego. Jednak w opisie eksperymentu 11



Jest uwaga, ze przed okresleniem masy ciala osobniki byly pozbawiane zawartosci jelita
poprzez delikatne masowanie. Nie jest to jednoznaczne z tym, ze wszystkie osobniki byly w
ten sposob traktowane. Ze wzgledu na roznice wielkosci osobnikow miodych i dojrzalych
moziiwe bylo to zapewne tylko u esobnikéw stosunkowo duzych. Opis eksperymentu 11
zawiera takze szczegolowe dane na temat sposobu uzyskiwania zawiesiny celomocytow do
dalszych badan komorek (amebocyty, eleocyty). W opisie eksperymentu Il podano takze
sposob wybudzania osobnikow Lumbricidae po poddaniu dzialaniu prokainy i lidokainy.
Istotne dla wiarygodnosci wynikow uzyskanych w tym doswiadczeniu jest to, ze nie
stwierdzono $miertelnosci zwierzgt w grupach kontrolnych podczas zadnego z powtorzen. W
cksperymencie tym obserwowano takze wystepowanie zmian morfologicznych oraz
ruchliwosct osobnikow poddanych dzialaniu prokainy  lidokainy.

Dane liczbowe uzyskane w trakcie badan opracowano statystycznie wykorzysiujac
program STATISTICA. Stosowano takze testy istotnosci (testy: W Shapiro-Wilk'a oraz
Browna-Forsyth'a).

W rozdziale "Wyniki badaf” Autorka bardzo szczegotowo przedstawilta wyniki
poszczegolnych eksperymentow:

* cksperyment 1 - dynamika populacji Eisenia fetida (Sav) i Dendrobaena veneta
(Rosa) - analiza liczebnosci i biomasy populacji pelnych i niepelnych; sklad
chemiczny otrzymanych wermikompostow,

* eksperyment 1l - oddziatywanie stresu na populacje Fisenwia fetidea (Sav) i
Dendrobaena veneta (Rosa) - analiza liczebnoéci i biomasy populacji petnych i
niepelnych; wptyw na celomocyty;

* eksperyment HI - reakcje Kisenia fetida (Sav.) i Dendrobaena veneta (Rosa) na
dziatanie prokainy i lidokainy w testach bibulowych oraz proby unieruchamianie
osobnikow przy uzyciu prokainy i lidokainy;

Wszystkic dane z eksperymentéw w prawidlowy sposob zostaly porownane z populacjami
grup kontrolnych. W takiej sytuacji nie moze by¢ mowy o pomyltkach. Przeprowadzone
kazdorazowo testy potwierdzily istotnos¢ uzyskanych danych. Niezreczne jest sformulowanie
tylulu  podrozdzialu 5.2.2. "Oddzialywanie stresu elektrycznego (4,519 na populacje
celomocytow .. feitda”. Nie ma "populacji celomocytow", sg jedynie populacje osobnikow
Lumbroicidae. Proponuje tytul nastepujacy: "Oddziafywanie stresu elekiryeznego (4.5V) na
celomocyty I, feitda” Cheg jednak podkreslié niezwykle staranne opracowanie wynikow
przeprowadzonych eksperymentow. Wszystkie zostaly poddane analizie statystycznej,

prezentowane sa w rozprawie w postaci licznych przejrzystych wykresow, tabel, a takze



wykonanych przez Autorke licznych kolorowych fotografii dokumentujacych poszczegolne
ctapy eksperymentow, w tym. takze obrazujgcych zmiany morfologiczne dzdzownic po
ekspozycji na stezenia badanych anestetykow.

Bardzo obszernym rozdzialem jest "Dyskusja". W wielkim uznaniem przyjalem
rozpoczecie tego rozdzialu od przywolania, a wlasciwie od przypomnienia dzieta Karola
Darwina pt. “The Formation of Vegetable Mould Through the Action with Obscrvation on
Their Habiis" poswieconego Lumbricidae i roli tych zwierzat w glebie.

Badania dostarczyly wielu interesujacych obserwacji dotyczacych biologti populacyi
gatunkow wykorzystywanych w procesach kompostowania.

Rozprawa przedstawia szereg nowych danych dotyczacych biologii, rozwoju, zmiennosci
osobniczej, intensywnosci rozmnazania (dugosc procesu dojrzewania, liczebnos¢ skladanych
kokonéw, masa ciata, wptyw temperatury na modyfikacj¢ cykli zyciowych). Znajdujg one nie
tylko potwierdzenie w dotychczasowej literaturze, ale istniejace na ten temat dane jeszcze
bardziej uszczegdtawiaja. Bardzo interesujace sa informacje na temat dhigosci zycia
Lumbricidae. Autorka przedstawita takze swoje uwagi na temat strategii zyciowe]
Lumbricidae (strategie: K, r). Chociaz sklania si¢ - opierajac sig¢ na wczesniejszych danych
literaturowych - do stwierdzenia, ze w przypadku badanych gatunkow jest to strategia r, to
jednak sprawy jednoznacznie nie rozwiazuje. | stusznie, bowiem strategie te nie byly
przedmiotem badan Autorki. Tak naprawde nie wiadomo do konca jakie w przypadku
Lumbricidae strategie maja miejsce. Hodowle eksperymentalne dotycza tylko nielicznych
gatunkow. Brak jest szczegOlowych danych na temat cykli rozwojowych wigkszosci
vatunkow Lumbricidae, zwlaszcza wystepujacych w glebokich warstwach gleby w roznych w
warunkach naturalnych. Nowym i danymi, nie majgcymi jak dotychczas porownania z
danymi literaturowymi, sq obserwacje na temat wplywu pradu elektrycznego na osobniki, w
tym zmiany morfologiczne i anatomiczne. Praktyczne zastosowanie w réznych technikach
laboratoryjnych moga mie¢ dane uzyskane w trakcie badan nad poddawaniem osobnikow
Lumbricidae "znieczulenin” anestetykami. Stosowana przez Autorke metoda pozyskiwania
celomocytow oraz metoda "znieczulania® sa wyraznie doskonalsze od dotychczasowym. Nie
podzielam jednak w peini stanowiska, ze odkrywanie nowych technika znieczulania
Lumbricidac ma istotne znaczenie dla poprawy dobrostanu zwierzat laboratoryjnych.
Przeniesienie wynikow tych badan na poziom krggowcow niekoniecznie moze by¢ wiasciwe
a pozniejsze wnioskowanie wrecz bledne. Obecnie na pewno nie bgda to rutynowe procedury
7wigzane z badaniami laboratoryjnymi. Calkowicie shiszne sa natomiast stwierdzenia, ze

prowadzenie badaf laboratoryjnych na kregowcach nalezy ograniczy<.



Przytoczone przez Autorke "Wnioski" jednoznacznie wskazuja, ze osiggneta ona zalozone
cele badawcze w przedstawionych hipotezach. Sg one jednoznaczng odpowiedzia na
postawione pytania dotyczgce:

» analizy cyklu rocznego rozwoju sredniej populacji dzdzownic Eisenia fetida (Sav.) i
Dendrobaena veneta (Rosa) (liczebnosé, biomasa, rozrodczosé),
- skladu chemicznego wermikompostu powstatego przy udziale obu gatunkow

+ reakcpi osobnmkow Lumbricidae  na stres wywolany przez stymulacje pradem

elektrycznym oraz kontakt z anestetykami,

Stwierdzono, ze sktad chemiczny wermikompostow wykazal istotne roznice w zawartosci
potasu, sodu, magnezu, kadmu i chromu. Zasobno$¢ w azot, fosfor, wapn, otow, cynk, miedz,
nikiel, mangan, zelazo byla natomiast bardzo podobna. Obserwowano wystgpowanie
wyraznego zroznicowania reakcji  osobnikow Lumbricidae na stres na poziomic
populacyjnym. Stres ujawnial si¢ takze na poziomie komorkowym, na co wskazywalo
obnizanie si¢ calkowitej liczby celomocytow 1 nizszy procent eleocytow. Podobnie
wystepowaly zroznicowane reakcje osobnikow Lumbricidae dzdzownic w kontakcie z
anestetykami.

Cytowana literatura (rozdzial "Bibliogratia”) liczy 296 pozycji, w tym cztery prace
wykonane przez zespoly autorskie (po 4 1 6 autoréw) z udzialem mgr Agnieszki Podolak-
Machowskie), we wszystkich tych pracach jest Ona pierwszym, autorem. Przewazajaca
wigkszos¢ cytowanych prac zwigzanych jest z badaniami Lumbricidae, cytowane sg takze
prace o bardziej ogolnych problemach ekologicznych, o zrownowazonym rozwoju i retardacji
oraz roézne podreczniki.

*

Zgodnie z przepisem art. 13 ust. | wstawy z dhia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
Otule nawkowym oraz stopnicch i (vairde w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 1. poz. 882, tekst jednolity z
pozn. zm.) rozprawa doktorska powinna stanowi¢ oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz wykazywac ogédlna wiedze teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie
naukowej, a takze umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Moim zdaniem
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki Podolak-Machowskie]
wszystkie te walory zawiera. W zwiazku z powyzszym, jako recenzent rozprawy doktorskiej
mgr Agnieszki Podolak-Machowskie] pt. "Reakcja didzownic (Lumbricidac) na stres na
poziomie populacyinym i komorkowym" | wyznaczony uchwalg Rady Wydziatu Biologiczno-
Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego w Rzeszowie z dma 7 lipca 2016 r. (pismo

Dzickana Wydzialu Biologiczno-Rolnmczego z dnia 26 lipca 2016 r., znak DBR-520-



58/2010). uwazam ze przedstawiona rozprawa jest dowodem na bardzo dobre opanowanie przez
Autorke warsztatu naukowego. Przedstawiona rozprawa odpowiada wymaganiom stawianym
rozprawom doktorskim, co zgodnie z art. 13 ust. | ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
nawkowych i tyvtule naukowym oraz stopniach 1 tviule w zakresie sztuki (Dz. U. 2 2014 1 poz. 1852,
tekst jednolity z pozn. zm.) kwalifikuje mgr Agnieszk¢ Podolak-Machowska do nadania stopnia
naukowego doktora nauk biologicznych- biologia. Zgodnie z art. 14 ust. 2 cytowanej wyzej ustawy jako
recenzent wnosze¢ o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Agnieszke Podolak-Machowska i
dopuszczenie jej do publicznej obrony.

Podkreslajac jednoczesnie ogromny wklad pracy i wage podnoszonych problemow proponuje
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dr hab. Krzysztof Kasprzak, prof. nadzw

wyroznic oceniang prace doktorska.

Poznan, dnia 27 wrzesnia 2016 .



