UNIWERSYTET
PRZYRODNICZO-HUMANISTYCZNY W SIEDLCACH

Wydziat Przyrodniczy
Instytut Biologii, ul. Prusa 12, 08-110 Siedlce

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Bojarskiego pt. ,,Oddzialywanie
herbicydow na aktywnos$é wybranych enzymdéw oraz ultrastrukture skrzeli i

watroby ryb” wykonanej pod kierunkiem dr hab. lek. wet. Hanny Lutnickiej

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy toksycznego oddzialywania
subletalnych dawek trzech herbicydéw na miodociane osobniki karpia. Tematyka badan
zostata wybrana tratnie, poniewaz zuzycie herbicydéw w rolnictwie ro$nie, a ich
pozostalodci migruja do wod powierzchniowych, gdzie stanowig zagrozenie dla
organizméw wodnych. Migracja ta uwarunkowana jest nie tylko przez terminy
opryskow, ale takze przez czynniki atmosferyczne i hydrologiczne, a wiec stezenia
herbicydow w wodach sg zmienne i nieprzewidywalne. Za trafhy uwazam tez wybor
obiektu badaf — karp jest popularnym gatunkiem hodowlanym, wykorzystywanym nie
tylko w celach konsumpcyjnych, ale takze jako ryba do$wiadczalna. Liczba
stosowanych obecnie w rolnictwie herbicydoéw jest bardzo duza, a ich toksyczno$é¢ dla
zwierzat weigz niedostatecznie poznana. Autor wybral trzy spos$rdd nich: MCPA,
linuron i pendimetaling, nalezace do réznych grup ze wzgledu na budowe chemiczng i
mechanizm dziatania. Celem pracy byta ocena wplywu tych substancji na ultrastrukture
skrzeli i watroby oraz na aktywno$é enzyméw: Na'/K -ATPazy (skrzelowej i
watrobowej) oraz transaminaz watrobowych: ALT i AST w osoczu. Badania
przeprowadzono w dwoch etapach, wykorzystujac 340 osobnikéw karpia, a na ich
przeprowadzenie Autor uzyskal zgode I LKE do spraw do$wiadcze na zwierzetach.

Badania zostaly przeprowadzone w ramach projektu N N 304 279440,



Rozprawa liczy 188 stron, z czego wigkszg czg§é stanowi obszerna
dokumentacja fotograficzna preparatéw mikroskopowych (SEM i TEM) liczgca 107
zdjg¢. Praca zawiera takze 12 wykresow kolumnowych, 2 tabele oraz bibliografie
liczgeg 99 pozycji. Uklad pracy jest typowy, a kolejno$¢ rozdziatéw prawidlowa.

Tytul pracy odzwierciedla jej tres¢, cho¢ zamiast ,,ryb” powinien chyba zawieraé
,karpia”, poniewaz stowo,ryby” sugeruje, ze badano wigcej niz jeden gatuneck. We
Wstgpie Autor przedstawit zwigzla ogdlng charakterystyke herbicyddw z podzialem na
grupy ze wzglgdu na budoweg chemiczng, oméwil ich zastosowanie, mechanizmy
transformacji i migracji do wéd naturalnych oraz stgzenia w wodach powierzchniowych
1 gruntowych. W dalszej czgsci rozdziatu scharakteryzowal toksyczne dzialanic
herbicydow na ryby, podajac przyklady ich wplywu na aktywnodé roznych enzymow
(AchE, CAT, ALT, AST i LDH) oraz inne parametry fizjologiczne ryb (poziom
metabolitow i hormon6w, wskazniki stresu oksydacyjnego), a takze wywolywane przez
nie zmiany histopatologiczne w skizelach i watrobie. Wstgp koniczy sie jasno
postawionym celem badan. Rozdzial ten bylby bardziej przejrzysty, gdyby kolejne
podrozdzialy opatrzono stosownymi tytutami. Cz¢éé dotyczaca koncentracji réznych
herbicydow w wodach jest dos¢ trudna w odbiorze i zamiast dhugicj formy opisowej
moglaby miec¢ posta¢ tabeli — czytelnik moglby wowcezas o wiele tatwiej dostrzec, ze
danych dla MCPA jest najwigcej, a jego stgZenia zawierajg sic w szerokim zakresie
(0,5-100 pg/L), podezas gdy o poziomie linuronu i pendimetaliny w wodach wiadomo
bardzo niewiele. We Wstgpie brakuje takze przekonujgcego uzasadnienia celu: wyboru
stezen pestycydéw oraz tkanek i enzyméw do analiz. Uzasadnienia te znajdujg sic
dopiero w rozdziale Materiat i Metody. I tutaj jednak wybor stezen nie jest do kofica
jasny. Zawieraly sig one wprawdzic w zakresie koncentracji obserwowanych w
zanieczyszezonych wodach naturalnych, jednak stwierdzenie, Ze ,,odpowiadaty 1/100
usrednionej wartodci LCsy” jest nieprecyzyjne i budzi watpliwoéci: 1. nie podano
zadnych danych dotyczgcych wartosci letalnych, 2. dane takie zwykle sq bardzo
rozbiezne i letalne koncentracje tej samej substancji mogg réznié sie o kilka rzedow
wielkosci — zalezg od gatunku i wielkosci ryb, a takze wiclu czynnikéw $rodowiska
(temperatury, twardo$ci wody, i in.), ,usrednianie” ich nic ma wiec sensu, 3. nie
wiadomo, o jakg wartos¢ ,,L.Csy” chodzi — wartosei te sq rézne dla réznych czasow

ckspozycji (zazwyczaj podaje sig 96LCsp). Moim zdaniem, aby wybrane stezenia



rzeczywiscie odpowiadaly 1/100 koncentracji letalnych, nalezalo wykonaé testy
przezywalnoSci i na podstawie ich wynikéw obliczyé wartosci 96hL.Csy dla
mtodocianych karpi w konkretnych warunkach doswiadczalnych.

Rozdzial Materiat i Metody =zawiera charakterystyke wybranych do
doswiadczenia pestycydéw, ryb doswiadczalnych i warunkéw ich aklimacji oraz
ekspozycji, a takze opis sposobu pobierania materiatu biologicznego, jego
przygotowania oraz wykonania analiz. Rozdzial napisany jest przejrzyscie i dosé
wyczerpujaco, a tabele ufatwiajg zrozumienie schematu badad (jedyne uwagi dotycza
liczby pobran materialu biologicznego: w Tab. | powinno by¢ 2 (watroba) lub 3
(skrzela), natomiast w Tabeli 2 liczba pobran wynosita od 2 (Na'/K'-ATPaza w
watrobie) do 7 (ALT i AST). Moje watpliwosci budzi jednak sposob dawkowania
herbicydéw do wody: na jakiej podstawie zdecydowano si¢ na czterokrotng aplikacje
podczas 14 dniowej ekspozycji? Nie jest jasne, czy wymieniano caly roztwor, czy tez
dodawano herbicydy (w jakiej ilosci?) do wody bez jej wymiany. Podany przez Autora
czas poltrwania tych substancji jest rozny: od 13,5 dnia (MCPA) do 64 dni
(pendimetalina). Czy wobec tego podawanie herbicydow do wody co 3-4 dni nie
powodowato wzrostu ich stezenia w wodzie? Czy stgzenia te byly mierzone?

Zastosowane metody statystyczne na pierwszy rzut oka nie budzg zastrzezen, a
ich opis jest prawidlowy. Jednak w Wynikach Autor pokazat jedynie istotno$¢ réznic
aktywnosci enzymow parami: miedzy grupg kontrolng a grupami poddanymi dziataniu
herbicyddéw, dla kazdego terminu poboru prob osobno, co jest oczywiscie prawidtowe,
ale do takich porownan wystarczylby test t-Studenta. Nie ma natomiast w pracy
zadnych wynikoéw analizy wieloczynnikowej, ktérej wykonanie Autor deklaruje w
M&M, a ktora shuizy do oceny wplywu kilku czynnikéw (zmiennych niezaleznych) na
zmienng zalezng. Nie jest tez jasne, jakie czynniki w niej uwzgledniono (mozna sig
domyslac, ze rodzaj herbicydu i czas) oraz w jakim celu jg wykonano.

Przewazajgcy czgsé rozdzialu Wyniki (100 stron) stanowi prezentacja i opis
fotografii mikroskopowych preparatow skrzeli i watroby ryb z grupy kontrolnej i 3 grup
poddanych dziataniu kazdego z trzech pestycyddw przez 3 lub 14 dni oraz po 30 dniach
detoksykacji w czystej wodzie. Fotografiom towarzyszy szczegblowy opis zmian, ktéry
wskazuje, ze wszystkic 3 herbicydy wywotaly bardzo podobne zaburzenia: pogrubienie

i zlewanie si¢c blaszek, hipertrofie komorek nabtonka oddechowego, powstanie



naciekow komoérkowych migdzy blaszkami, degeneracje komorek PVC z zanikiem
mikrofaldek oraz wzrost wydzielania §luzu. Objawy te sa typowe dla ryb poddanych
dzialaniu substancji draznigcych i toksycznych, poniewaz skrzela stanowig glowne
wrota ich wnikania do organizmu. Hiperplazja i hipertrofia nabtonka oraz obfite
pokrycie blaszek $luzem, ktére poczatkowo stanowig reakcje obronng organizmu, z
czasem powodujg uposledzenie wymiany gazowej i zaburzenia osmoregulacji. Na
fotografiach i w ich opisie nie znalaztam jednak zadnej informacji na temat komdrek
chlorkowych, bedgeych bardzo waznym elementem regulacji jonowej ryb i nie jest
jasne, dlaczego Autor je pomingl. Z literatury wiadomo, ze komorki te sg takze bardzo
wrazliwe na dzialanie substancji toksycznych. Jedli nie stwierdzono ich obecnoéci,
warto byloby to zaznaczyé¢, choéby tylko w opisie skrzeli ryb z grupy kontrolne;j.
Ultrastruktura hepatocytéw takze ulegta pod wptywem wszystkich trzech herbicydow
zmianom wskazujgcym na ich dzialanie hepatotoksyczne: zanotowano uszkodzenia
mitochondriéw, fragmentacje RER a takze uszkodzenia jader komoérkowych,
stluszczenie i cytolizg. Zmiany te maja charakter ewidentie patologiczny i wskazujg na
mozliwe uposledzenie funkeji narzagdu. Charakterystyczne jest, ze — jalkkolwiek Autor
zanotowal niewielkg poprawe stanu skrzeli i watroby po 30 dniach detoksykacji w
czyste] wodzie — to zmiany patologiczne wcigz si¢ utrzymywaly. Moim zdaniem to
wlasnie dokumentacja fotograficzna i jej szczegdlowa analiza stanowi najcenniejszg
warto§¢ rozprawy, ktéra mozna bylo podkreslic nieco staranniejszym  jej
przedstawieniem: 1. strony ze zdjgciami powinny byé oddzielone od stron
zawierajgcych tekst — czytanie pofragmentowanego tekstu przemieszanego ze zdjeciami
utrudnia odbiér i tak nietatwej narracji, 2. zdjecia powinny by¢ Jjednakowej wielkosci i
ulozone w jednolity sposéb — najlepiej po 2 na stronie, tworzgc rodzaj atlasu
fotograficznego, 3. na zdjgciach warto zamiesci¢ skalg, aby zobrazowaé rozmiary
przedstawionych = struktur. Rozdzial ten, choé bardzo obszerny objgtodciowo,
pozostawia pewnien niedosyt i wrazenie, ze wyniki uzyskane wielkim naktadem pracy
(i kosztéw) nie zostaly w pelni wykorzystane. Na rézne nasilenie zmian wskazujg
sformutowania ,,czgsto”, ,na ogot”, ,niekiedy” i , niejednokrotnie” pojawiajace si¢ w
opisie. Moze warto bylo dokonaé¢ préby przynajmnie; fragmentarycznej analizy
ilosciowej, np. oszacowac odsetek uszkodzonych komérek lub stopien ich uszkodzenia,

ustalajgc arbitralnie kilkustopniowy skalg? Wyniki takicj analizy umozliwilyby



Sledzenie przebicgu rozwoju i cofania sig zmian w czasic ekspozycji i detoksykacji oraz
poréwnanie toksycznosci badanych substancji.

Druga czg$¢ rozdzialu Wyniki dotyczy wplywu herbicydéw na aktywnosé
wybranych enzyméw. Analizy wykazaty ponaddwukrotny spadek aktywnogci Na'/K'-
ATPazy skizelowej po 2 tygodniach ekspozycji na wszystkie 3 herbicydy oraz powrét
do normy po 30 dniach detoksykacji, natomiast aktywno$é tego enzymu w watrobie nie
zmienila sig. Aktywnod§é aminotransferazy alaninowej (ALT) przejéciowo istotnie
spadta pod wptywem MCPA oraz linuronu, natomiast nie zmienita si¢ u ryb poddanych
dziatanin pendimetaliny. Wzrost zanotowano natomiast jedynie po 2 tygodniach
ekspozycji na MCPA. Nalezy jednak zauwazyé, ze aktywno$é tego enzymu zmieniata
si¢ znacznie takze w grupach kontrolnych. Aktywnos¢ aminotransferazy asparaginowej
(AST) nie ulegla istotnym zmianom, poza wzrostem po 30 dniach detoksykacji w
grupie eksponowanej na MCPA. Ten podrozdzial jest moim zdaniem troche zbyt dlugi,
a bardzo szczegotowe opisy zmian z dokladnym podawaniem wartoéci — zbedne. Co
wigeej, dla kazdego z badanych enzyméw lepiej byloby wykonaé jeden wspélny
rysunek przedstawiajgcy wplyw wszystkich trzech herbicydéw, wydrukowany w duzym
formacie na calej stronie. Mozna byloby wowczas dokonaé nie tylko poréwnan
pomigdzy warto$ciami w grupie kontrolnej i grupach eksponowanych na toksykanty, ale
takze porownaé wartosci pomigdzy grupami ryb poddanych dzialaniu roznych
herbicydow,

W Dyskusji Autor skonfrontowat otrzymane przez siebie wyniki z obserwacjami
innych autoréw. Poréwnanie zmian ultrastruktury skrzeli i watroby réznych gatunkéw
1yb pod wptywem réznych herbicydow i insektycydéw wykazato, ze sa one bardzo
podobue, a ich obraz zalezy gtéwnie od czasu ekspozycji i stezenia. Sposréd badanych
enzymow, jak stusznie zauwaza w Dyskusji Autor, aktywno$é Na'/K -ATPazy
skrzelowej wydaje sig by¢ najczulszym wskaznikiem intoksykacji ryb pestycydami,
poniewaz ulegla ona istotnym zmianom pod wptywem wszystkich trzech herbicydow
oraz — jak pokazujg dane roznych autoréw — takze wielu innych pestycydow.
Dodatkowg wartoscig tego enzymu jako wskaznika jest stabilno$é jego aktywnosei w
grupie kontrolnej. Zmiany aktywnogci aminotransferaz, szczegélnie wobec do$é duzej
zmiennosci w grupie kontrolnej sa nieco trudnicjsze do interpretacji. W badaniach

diagnostycznych za wskaznik uszkodzenia watroby przyjmuje si¢ jedynie wzrost



aktywnosci tych enzyméw w osoczu, ktorego przyczyng jest wyciek z uszkodzonych
hepatocytow. Wzrost aktywnosci ALT i AST obserwowano jedynie u ryb poddanych
dziataniu MCPA, co byé moze wskazuje na wyzsza hepatotoksycznosé tego herbicydu
w pordwnaniu z linuronem i pendimetaling. W Dyskusji Autor wykazal si¢ znajomoécia
literatury, ale czytelnikowi troche brakuje wlasnych przemyslen dotyczacych
mozliwych przyczyn i fizjologicznych skutkow obserwowanych zaburzen.

Whnioski sformulowane na korncu pracy odzwierciedlajg otrzymane wyniki 1
majg chrakter ich podsumowania.

Pod wzgledem formalnym praca napisana jest dos¢ dobrze: na ogdt poprawnym
jezykiem, prawie bez bledow literowych i interpunkcyjnych oraz starannie
zredagowana. Znalazlam w niej jedynie kilka niezrgcznosci jezykowych (np. ,,powrot
aktywnos$ci tego enzymu do aktywnosei kontrolnej™) i usterek (np. ,,woda kranowa”
zamiast ,,wodociggowa”, ,,wokalizacja” zamiast ,,wakuolizacja”).

Konkludujge, pomimo uwag krytycznych (ktére sg obowigzkiem recenzenta),
uwazam ze rozprawa doktorska Pana magistra Bartosza Bojarskiego stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego 1 spelnia warunki okre$lone w artykule 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65, poz 595, Dz. U. z 2005 r,. nr 164, poz.
1365, Dz. U. z 2011 r., nr 84, poz. 455). Zwracam sie zatem do Rady Wydzialu
Geograficzno-Biologicznego Uniwersytetu Pedagogicznego im. KEN w Krakowie o
dopuszczenie mgr Bojarskiego do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia

naukowego doktora w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biologia.

Prof. dr hab. Malgorzata Witeska Siedlce, 31 VIIT 2016



