Recenzja rozprawy doktorskiej
pt.: ,Analiza zawartosci bialka Cryl Ab w kukurydzy MON810 i jego rozpadu w
Srodowisku, jako element badan nad bezpieczenstwem stosowania GMO” wykonanej
przez mgr Eweline Zmijewska w Zakladzie Biotechnologii i Cytogenetyki Roslin
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w

Radzikowie.

1. Wprowadzenie

Wzrastajaca liczba ludnosci na ziemi oraz podniesienie poziomu zycia w wielu krajach
stanowi wyzwanie dla gtéwnego producenta zywnosci jakim jest rolnictwo. Osiagnigty w
ostatnich dziesigcioleciach wzrostu produkowanej zywnosci uzyskano za sprawg szeregu
dyscyplin naukowych: genetyki, hodowli, nawozenia i ochrony przed agrofagami. Niektore z
tych osiagni¢¢ uzyskano kosztem srodowiska naturalnego, jednym z nich jest nadmierna
chemizacja produkcji rolnej stad wprowadzane zarowno na poziomie krajowym jak i unijnym
ograniczenia w stosowaniu nawozow i pestycydow. W dziataniach zapewnienia bezpiecznej
zywnos$¢ od lat aktywne sg organizacje konsumenckie a ostatni czynnie do zapewnienia tego
bezpieczenstwa wlaczyty sie sieci supermarketow stawiajace warunek stosowania 3, a
najwyzej 4 pestycydow w trakcie uprawy i przechowywania ptodéw rolnych. Gtéwna obawa
w tej decyzji nie jest nawet poziom pozostalosci pestycydow gdyz ten jest badany i nie moze
by¢ przekroczony, natomiast praktycznie nie badane jest dzialanie synergistyczne migedzy
stosowanymi pestycydami i grupami tych srodkéw. Innymi stowy na obecnym etapie w
ochrony roslin przed agrofagami obok zawsze waznego zdrowia konsumentéw rownie istotny
stal si¢ wptyw na srodowisko. W trakcie sezonu wegetacyjnego i podczas uprawy
srodowisko glebowe ulega wielu zmianom, dla zachowania ”zdrowia” gleby, szereg krajow
przyjeto zasade ( jako pierwsi Niemcy), ktdrg zdefiniowano nastepujaco: ,,Gleba na poczatku
sezonu wegetacyjnego musi by¢ w takim samum stanie jak na poczatku sezonu w roku
ubieglym”. Przedstawiona do recenzji rozprawa wpisuje si¢ w dziatania przestrzegania tej

definicji.

2. Dane formalne o rozprawie

Praca liczy 121 stron, cze$¢ graficzna zawiera 18 rycin, lacznie z aneksem 18 tabel
ktore pozwalaja na precyzyjne przeprowadzenie analiz i udokumentowanie stawianych
hipotez. Wprawdzie dla wykreséw graficznych, ktére wykonuje si¢ technika grafiki

komputerowe]j preferuje si¢ raczej okreslenie rycina, zamiast przyjetego przez Autorke




oznaczenie rysunek, nie jest to bledem a raczej zachowanie pewnej poprawnosci..
Bibliografia rozprawy liczy 184 pozycje literatury anglojezycznej oraz 3 pozycje w jezyku
polskim, stanowiac razem 187 pozycji. Autorka zamieszcza rowniez informacje zrodtowe o 7
aktach prawnych na ktére si¢ powotuje w rozprawie a w tematyce tej pracy petnia one istotna
rolg. Zamieszcza rowniez informacje o 8 Zzrédtach internetowych. Sam uklad rozprawy jest
typowy dla opracowan z tego obszaru nauki. Objetosci najwazniejszych rozdziatéw rozprawy
wynosza odpowiednio: streszczenie polskie i angielskie 4 str., spis tresci oraz tabel i
rysunkow zajmuje 7 str., wstep oraz cel pracy 2 str., przeglad literatury zajmuje 34 str.,
materiaty i metody zajmuja 11 str,, wyniki 34 str., dyskusja 21 str. oraz wnioski zawarte na 1
stronie. W przegladzie zgromadzonej literatury uwagg zwraca dobrze przedstawiona sytuacja

prawna uzytkowania genetycznie zmodyfikowanych organizmow

3. Dane merytoryczne o rozprawie

Podjete w rozprawie doktorskiej zagadnienia stanowig cz¢$¢ prowadzonych od czasu
powotania badan w Pracowni Kontroli Genetycznie Modyfikowanych Organizméw (GMO),
wchodzacej w sktad Zaktadu Biotechnologii i Cytogenetyki Ro$lin, Instytutu Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Radzikowie. Rozprawa
dotyczy obszaru nauki $cisle zwiazanego z zadaniami jakie statutowo wypelnia Pracownia
Kontroli Genetycznie Modyfikowanych Organizméw. Zasadniczym nurtem badawczym
przedstawionej do oceny rozprawy bylo sprawdzenie dwdch hipotez . Pierwszej jak warunki
srodowiskowe wptywaja na zwarto$¢ biatka Cryl Ab w kukurydzy MON810 uprawianej w
Polsce. Zmodyfikowang kukurydzg jej linie isogeniczne oraz odmiany referencyjne dla tego
celu uprawiano w trzech r6znych miejscach w kraju. Poziom biatka Cryl Ab oznaczano w
roznych organach ro$liny w wybranych stadiach rozwojowych oraz w pytku i nasionach.
Druga hipoteza miata da¢ odpowiedz czy biatko Cryl Ab akumuluje si¢ w glebie w wyniku
wieloletniej uprawy genetycznie zmodyfikowanej kukurydzy zardwno kiedy podawane jest
jako bakteryjne w warunkach polowych w formie oprysku oraz syntetyzowane w roslinie i
dostajace si¢ do gleby z rozkladajacych si¢ korzeni i masy roslinnej pozostawianej na

powierzchni gleby po zbiorze ziarna.

4. Ocena rozprawy
Problematyka podjeta w rozprawie wychodzi naprzeciw powszechnie
prezentowanemu zapotrzebowaniu spotecznemu na pomoc i rozwigzanie przez nauke

probleméw nie przewidzianych czasami kiedy opracowana technologia jest wdrazana na duza




skalg. Spoleczenstwo coraz czg¢sciej stawia pytania o stan srodowiska i bywaja one coraz
bardziej stanowcze gdyz doroste staje sie pierwsze pokolenie, ktére od przedszkola byto
edukowane tresciami dbatosci o srodowisko. Celem przedstawionej do recenzji rozprawy
byto przygotowanie odpowiedzi na ile uprawa genetycznie zmodyfikowanej kukurydzy
odpornej na omacnicg¢ prosowianke stwarza ryzyko zmian w srodowisku zagrazajacych jego
funkcjonowaniu.

Tytut rozprawy jest wyrazowo dhuzszy ale bardzo trafnie oddaje jej tres¢. Wstep
rozprawy przedstawia nam znaczenie gospodarcze kukurydzy, ktérej powierzchnia uprawy w
Polsce osiagneta 1,2 mln ha oraz kresli obraz zagrozenia ze strony gldéwnego naszych
warunkach szkodnika tej rosliny. W tej czgsci rozprawy przestawiona zostata historia
wprowadzenia genetycznej modyfikacja oraz obecny stan zasiewOw genetycznie
zmodyfikowanych odmian tego gatunku w skali swiatowej. W koncowej czesci
przedstawiono dwie hipotezy badawcze, ktore postanowiono sprawdzi¢ zarowno w
warunkach laboratoryjnych i polowych.

Nastgpny rozdziat stanowi przeglad literatury w pierwszej jego czgsci Autorka przedstawia
zasady oceny ryzyka stosowania GMO w $rodowisku zaznaczajac ze jest to niezbedny
element wprowadzenia do obrotu genetycznie zmodyfikowanych roslin. Przytacza zar6wno
Protokoty i Konwencje obowigzujace sygnatariuszy (po podpisaniu) w skali §wiatowej oraz
Dyrektywy i Rozporzadzenia Unii Europejskiej i Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci w petni obowiazujace Polske jako cztonka UE. Zawarte w tych aktach prawnych
obowigzki i zasady monitorowania srodowiska po wprowadzeniu GMO do $rodowiska
dotycza zar6wno ogoélnego nadzoru jak i monitorowania konkretnego przypadku. Na
podstawie zawartych w tych dokumentach zasad postgpowania Autorka rozprawy proponuje
wiasny schemat postgpowania w ocenie ryzyka uprawy roslin GM, spelniajacy wymagania
zawarte w tych aktach. Proponowany schemat oceny ryzyka oparty jest na przemysleniach i
wynikach innych os6b i gremiow z tego powodu umieszczony jest w przegladzie literatury,
jednak zdaniem recenzenta jego propozycja ma rowniez pewien element tworczy. W kolejnej
czesci przegladu literatury doktorantka scharakteryzowata budowe, wlasciwosci i mechanizm
dziatania bialka Cry1Ab, odmiane kukurydzy MONS810 oraz jej zmienno$¢ w poréwnaniu do
nietransgenicznych odmian izogenicznych. W badaniach biatka Cryl Ab duzym wyzwaniem
jest oznaczenie jego stezenia w roslinie a szczeg6lnie w glebie gdzie ma miejsce adsorbcja
przez mineraty ilaste i prochnicg. Autorka przedstawita stan badan nad rozktadem biomasy
kukurydzy, trwato$cig biatka Cryl Ab w glebie polowej i wyjalowionej, oraz wptywie na ten

rozktad pH gleby i temperatury. Przedstawiany stan badan nad biatkiem CrylAb w roslinie i




glebie przybliza nam i uzasadnia zastosowane przez Autorke metody w jej badaniach.
Natomiast w tej cz¢$ci rozprawy zabrakto mi bardziej generalnego ustosunkowania si¢ do
GMO, pokazujacego zalet i wady technologii uprawy opartej na tych odmian w tym
mozliwych konsekwencji srodowiskowych. Taki bilans moze by¢ trudny do przeprowadzenia
ale powinien by¢ dokonany aby przy dominujacej w Europie niecheci do GMO nie stracié
korzysci jakie moze przynies¢ kiedy jest prawidtowo stosowana.

Rozdzial materialy i metody jest dobrze opracowany. W mojej ocenie Autorka
postapila bardzo poprawnie metodycznie dokonujac w pierwszej kolejnosci w wlasnym
laboratorium oceny dostg¢pnych na rynku kitow testu ELISA, dokonata standaryzacji i
konwersji wyznaczajacej funkcje ktora postuzyta na transformacje uzyskanych wynikow.
Ustalila zgodnie z wytycznymi Komisji Europejskiej decyzyjne wartosci graniczne CCo i
zdolnos$¢ wykrywania (CCp), na bazie tych wynikow dopracowata metodyke pomiaru poziom
bialka w kukurydzy i glebie, oznaczyta odzysk z gleby biatka roslinnego i bakteryjnego.
Natomiast inne analizy jak poziom azotu ogblnego w roslinach czy sktad granulometryczny
gleb wykonano zgodnie z obowigzujacymi metodami. Uzyskane wyniki wspiera
przeprowadzona analiza statystyczna, ktdrej znajomoscia wykazata si¢ przy ich opracowaniu i
interpretacji..

Rozdzial wyniki prezentuje uzyskane dane w sposob bardzo czytelny za sprawa
zaréwno dobrze skonstruowanego podziatu rozprawy, formy przedstawienia oraz ich opisu..
Pierwszy podrozdzial wynikéw poswigcony jest standaryzacji testu ELISA. Autorka ocenita
standardy bial.ka CrylAb z firmy Fitzgerald International Industries i Agdia na ptytkach
oplaszczonych przeciwciatami z firm Agdia i Envirologix. Uzyskane wyniki byly podstawa
do stosowania w pomiarach biatka Cry1Ab ptytek firm Envirologix na ktorych standardy
wyznaczono biatkiem Fitzgerald. Opracowanie metodyki pomiaréw pozwolilo na analiz¢
zawartos$ci biatka Cryl Ab w kukurydzy MON810 uprawianej w trzech lokalizacjach w trzech
fazach rozwojowych: BBCH 39, 65 i 79 odpowiadajacych odpowiednio wyksztatcaniu i
rozwoju organdw wegetatywnych, fazie kwitnienia i rozwoju ziarniakéw. W tych fazach
rozwojowych w latach 2009 i 2010 oznaczano poziom biatka w korzeniach , todydze, lisciu
gornym i liciu dolnym oraz w pylku i ziarnie. Nie odnotowano réznic pomigdzy
lokalizacjami, natomiast odnotowano réznice pomig¢dzy latami z wyraZznie wyzszym
poziomem biatka Cryl1 Ab w roku 2009. W najbardziej nas interesujacej obecnosci badanego
biatka w r6znych organach ro$liny wysokie i wyraznie statystycznie istotne jego zawartosci
stwierdzono w lisciach. Roznice miedzy lisémi gérnym i dolnym zwykle nie zawsze byty

istotne chociaz istotnych roznic byt wigcej na korzys$¢ liscia gornego. Istotnosci omawianych




roznic jest w pracy dobrze udokumentowana . Interesujacym wynikiem uzyskanym w pracy
byla korelacja zawartosci.

biatka CrylAb z zawarto$cig azotu ogélnego przy czym w czterech przypadkach na 6
zawartos¢ azotu ogdlnego byla wyzsza u odmiany zmodyfikowanej. Kolejne przedstawione
wyniki prezentuja rozpad biatka Cryl Ab bakteryjnego i roslinnego w warunkach
kontrolowanych w glebie wyjatowionej (co pozwolito na oddzielenie wptywu
mikroorganizméw na rozktad biatka) oraz nie wyjatowionej. Stwierdzona jednak rozpad (lub
wigzanie?) biatka rdwniez w glebie wyjatowionej co sugeruje udziat innych mechanizmow w
jego losach w §rodowisku. Dla przyblizenia badaf do warunkéw naturalnych prowadzono je
w glebie o pH 5 i 7 oraz temperaturze 4 i 15 stopni Celsjusza. Szybszy rozpad biatka w
temperaturze 15°C jest zrozumiaty i w praktyce nie mamy na niego wptywu, natomiast
bardziej intensywny rozpad w glebie bardziej kwasnej o pH 5 jest informacja ktérg mozemy
wykorzystaé w prowadzonej technologii uprawy. Kluczowym w prowadzonych badaniach
bylo oznaczenie st¢zenie biatka Cryl Ab w glebie na ktorej uprzednio uprawiano odmiang
MONZ810 pobranej w Gtuchowie i Budziszewie z dwoch glgbokosci, warstwy ornej 0-30 cm
oraz podglebia 30-60 cm. W zadnej z badanych probek na poziomie decyzyjnej wartosci
granicznej CCoa nie odnotowano obecnosci biatka Cry1Ab.

Dyskusja, jest waznym elementem kazdej rozprawy naukowej ze wzgledu na
konfrontacje uzyskanych wynikow z rezultatami uzyskanymi przez innych autoréw. Autorka
rozprawy zgromadzita znaczng wiekszo$¢ opublikowane;j literatury z zakresu metodyki
oznaczania bialka CrylAboraz jego losow w roslinach kukurydzy i srodowisku stad
prowadzona dyskusja jest stosunkowo obszerna. W prowadzonej dyskusji w pelni zachowana
jest poprawnosci metodyczna i logiczna, Autorka umiejetnie konfrontuje wyniki swoich
badan z dostepnymi danymi literaturowymi. Uzyskane wyniki dotyczace poziomu biatka
CrylAb w organach kukurydzy sg zgodne z wynikami wigkszosci innych autorow
prowadzacych podobne badania i wykazujacych si¢ dziatlaniem ochronnym przed omacnica
prosowianka.

Koncowym opisowym rozdzialem rozprawy sa wnioski, ktore w liczbie 6 obok
wskazdwek zachowania poprawnosci metodycznej w badaniach biatka Cryl1Ab i koniecznosci
wyznaczenia parametrow walidacyjnych (decyzyjnej wartosci granicznej i zdolnosci
wykrywania, wskazuja na wplyw czynnikow biotycznych i abiotycznych na dynamike
rozpadu tego biatka. Najbardziej oczekiwany a tym samym najbardziej cennym, dajacy
odpowiedz na postawiong hipoteze badawcza jest wniosek 5, ktory stwierdza nieobecnosé

biatka Cryl Ab na stanowiskach gdzie kukurydze¢ uprawiano 3 i 4 lata po sobie.




Nalezy jednak podkresli¢ iz niektdre z przedstawionych wnioskow sg sformutowane zbyt
ogdlnikowo np. wniosek nr 2, podanie w jakiej temperaturze i jakim pH odnotowano wzrost

dynamiki rozpadu byloby bardziej przemawiajace i przydatne dla zainteresowanych.

Jak kazde opracowanie, praca doktorska mgr Eweliny Zmijewskiej nie jest wolna od
pewnych stabosci. Ogdlna uwaga dotyczy nie ustosunkowania si¢ w przegladzie literatury do
szeroko dyskutowanej szczegélnie w Europie, koncepcji obecnosci GMO w obecnym
rolnictwie i w przysztosci. Uwaga ta nic nie umniejsza rozprawie po prostu ciekaw jestem
opinii osoby zawodowo kompetentnej w tej dziedzinie ( nie zaleznie czy jest za lub przeciw
GMO), w przeciwienstwie do opinii wyglaszanych przez zabiegajacych o sensacje
dziennikarzy.

Drobna uwaga dotyczy niescistosci na str.73 kiedy Autorka pisze o odczynie zasadowym
gleby a eksperyment prowadzono w pH 5 oraz pH 7 czyli oboj¢tnym. Pragne podkresli¢ ze
rozpraw napisana jest starannie, z bardzo prawidlowym nazewnictwem a przy tym
komunikatywnym jezykiem. Plusem tekstu rozprawy jest rowniez brak typowych literowych.
btedéw komputerowych..

5. Konkluzja

W posumowaniu rozprawe doktorska mgr Eweliny Zmijewskiej oceniam jako bardzo
dobra, jest bogato udokumentowanym zbiorem informacji o poziomach biatka Cryl Ab w
organach kukurydzy i glebie oraz degradacji tego biatka w §rodowisku. Opracowanie
metodyki badan tacznie z ich walidacja, zgromadzenie wynikéw z ktérych wyciagnigto
jasno sprecyzowanych wnioski, pozwolito na sformutowanie w pelni satysfakcjonujacych
odpowiedzi na postawione hipotezy.

Uwazam, ze praca stanowi oryginalny dorobek naukowy doktorantki, a sposob jej
wykonania oraz duza swoboda poruszania si¢ w przedstawionej tematyce badawczej
pozwalajg na stwierdzenie, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa w pelni odpowiada
wymaganiom ustawy o stopniach i tytule naukowym i na jej podstawie wnioskuje do Rady
Naukowej, Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego
w Radzikowie o dopuszczenie mgr Eweliny Zmijewskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.




Podjecie si¢ badan w obszarze w ktérym w Polsce nie sg one prowadzone a ktérych
celem jest uzyskanie informacji budzacych duze zainteresowanie srodowiska naukowego i
spoleczenstwa bylo znacznym wyzwanie i w mojej opinii mgr Ewelina Zmijewska sprostata
temu wyzwaniu. Opracowanie warsztatu badawczego i wykonanie calego kompleksu badan
w tym cenionych badan polowych, upowazniaja mnie do przekazu ze Autorka ma swoj
indywidualny wktad w poglebienie naszej wiedzy o genetycznie zmodyfikowanych roslinach
i pozwala na postawienia wniosku do Szanownej Rady Naukowej o wyr6znienie rozprawy

mgr Eweliny Zmijewskiej stosowng nagroda.

Shol. Col
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