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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Sylwii Sliwinskiej pt. ,, Wplyw wybranych czynnikow
srodowiskowych na zjawisko allelopatii u baltyckich sinic Symechococcus sp.
1 Nodularia spumigena”

Wzrost czgstosci i intensywnosci zakwitow sinicowych obserwowany w wodach
stodkich i stonawych zwrécit uwage naukowcow na czynniki, ktére moga leze¢ u
podstaw tego zjawiska. Jako najwazniejsze przyczyny wymienia si¢ eutrofizacje oraz
zmiany klimatu wigzace si¢ ze wzrostem temperatury powietrza i wody, skréceniem
okresu pokrywy lodowej w przypadku wod stodkich, przediuzenie okresu stratyfikacji
latem czy wreszcie zmiany w rezimie hydrologicznym. Jednak poza czynnikami
abiotycznymi wazna role w regulacji dynamiki i struktury fitoplanktonu przypisuje sie
rowniez zaleznosciom biotycznym, a wéréd nich zaleznosciom allelopatycznym.
Stwierdzono bowiem, ze produkowane przez pewne gatunki producentéw pierwotnych
zwiazki allelopatyczne moga modyfikowa¢ tempo wzrostu i procesy fizjologiczne
innych wplywajac w ten sposéb na struktur¢ i sezonowa sukcesje fitoplanktonu,
promujgc dominacj¢ i tworzenie zakwitéw przez okreslone taksony. Badania dotyczace
allelopatii wskazuja na potrzebe blizszego poznania mechanizméw dziatania zwigzkow
allelopatycznych oraz weryfikacje ich dzialania w ekologicznie wiarygodnych

warunkach.



W pracy doktorskiej pani magister Sylwia Sliwinska stara si¢ odpowiedzie¢ wiasnie na
pytania dotyczace mechanizméw oddzialywania zwiazkow  allelopatycznych
produkowanych przez dwa gatunki cyjanobakterii wystepujace w Morzu Baltyckim 4.
Nodularia spumigena i Synechococcus sp. na przykladowe gatunki fitoplanktonu oraz
na siebic nawzajem. Ponadto, Autorka probuje oceni¢ wplyw wybranych czynnikow
abiotycznych oraz stanu fizjologicznego komorek na zdolnosé badanych cyjanobakterii
do produkcji zwiazkow allelopatycznych. Tym jasno wyznaczonym celom odpowiada,
przedstawiona w pracy, hipoteza badawcza méwigca, 7e badane gatunki sinic wykazuja
oddzialywania allelopatyczne, modyfikowane przez czynniki biotyczne i abiotyczne.
Tak postawiona hipoteza badawcza, jest bardzo szeroka i niespecyficzna, jednak
wyznaczone cele badawcze sa bardzo cenne poznawczo i odpowiadaja na pytania
nurtujace badaczy zaleznodci allelopatycznych. Przedstawiona do oceny praca doktorska
jest napisana zgodnie ztradycyjnym modelem tzn. jest to rozprawa prezentujaca
bezposrednio wyniki badan w formie monografii. Ukfad pracy jest typowy, z podziatem
na wstep, metody, wyniki, dyskusje z podsumowaniem, wnioski i pismiennictwo.
Dodatkowo dysertacja zaopatrzona jest w aneks zawierajacy tabelaryczne zestawienie
wynikéw analiz statystycznych. Praca jest bardzo obszerna, bo zawiera az 226 stron.
Wstegp jest rozbudowany i zajmuje 35 stron, rozdzial opisujacy material i metody
badawcze dla odmiany jest bardzo skondensowany i miesci si¢ na 14 stronach. Wydaje
mi si¢, ze przy tak duzej liczbie eksperymentow i ich wariantow jaka jest
zaprezentowana w pracy rozdziat ten jest nieco zbyt powierzchowny i powinien by¢, dla
Jasnosci, zakoficzony przynajmniej zestawieniem wszystkich typéw i wariantow
eksperymentalnych. Wyniki badan omowione sa szeroko na 81 stronach, natomiast
dyskusja zajmuje 54 strony. Autorka zacytowata w pracy az 388 publikacji naukowych.
Praca jest bogato zilustrowana; zawiera 9 schematow, kilka przykladowych zdjeé
badanych mikroorganizméw oraz ponad 40 zlozonych wykreséw i blisko 40 tabel

prezentujacych wyniki.

Od strony merytorycznej Autorka bardzo pieczolowicie zaplanowala eksperymenty i
konsekwentnie je przeprowadzila. Przede wszystkim zastosowata typ eksperymentow
polegajacy na wykorzystaniu przesaczu z hodowli badanych sinic. Z zalozenia przesacz
taki nie zawiera zywych komoérek (cell-free filtrate) lub produktéw ich rozpadu tak aby
poza potencjalnym wplywem zwigzkéw allelopatycznych nie wystgpowal zaden inny

efekt jak np. efekt konkurencji o zasoby ze strony zywych komérek producentéw



zwiazkow allelopatycznych, efekt uzyZnienia z ewentualnie zniszczonych komorek czy
efekt dziatania toksyn uwalnianych do srodowiska po rozpadzie komérek. Wszystkie
eksperymenty przeprowadzane byly wedlug tego samego schematu: tzn. badano wplyw
przesaczu na liczebnos¢ wybranych gatunkéw fitoplanktonu na podstawie pomiaréw OD
oraz na wybrane parametry fizjologiczne. Nalezaly do nich fluorescencja chlorofilu a
badana metoda pulsacyjnej modulacji amplitudy (PAM) i tempo wymiany gazowej
mierzone metoda elektrody tlenowej Clarka, na podstawie ktorej wykreslano krzywe
fotosyntezy oraz wyliczano zmiane parametréw charakteryzujacych intensywnosc
fotosyntezy jak o — czyli kat nachylenia krzywej fotosyntezy oraz P, — czyli
maksymalne tempo fotosyntezy. Dodatkowo, Autorka badata wplyw wybranych
abiotycznych czynnikéw srodowiskowych na efekt oddziatywan allelopatycznych, tj.
wplyw dostepnosci/limitacji zwiazkow biogennych, intensywnodci $wiatla oraz
temperatury. ~ Autorka sprawdzala takze czy intensywno$¢ oddziatywania
allelopatycznego zalezy od stanu fizjologicznego komérek i fazy wzrostu badanych
hodowli. W ten sposob Autorka badala wplyw dwdch gatunkow sinic V. spumigena i
Synechococcus sp. wzajemnie na siebie oraz na 4 gatunki mikroglonow: Chlorella

vulgaris, Oocystis submarina, Skeletonema marinoi i Bacillaria paxillifer.

Autorka szeroko i systematycznie oméwita wyniki eksperymentow wg statego klucza
rowniez w dyskusji podazajac konseckwentnie za zastosowanym schematem
eksperymentéw. Wyniki badan magister Sylwii Sliwinskiej Swiadcza o tym, Ze
cyjanobakterie moga produkowaé zwiazki allelopatyczne, ktére wplywajg - zwykle
negatywnie — na niektore gatunki fitoplanktonu. Sila ich oddzialywania zalezy od
czynnikow abiotycznych, ktére modyfikujg produkcje zwiazkéw allelopatycznych a
oddzialywania te sanajsilniejsze w przypadku stosowania przesaczu z aktywnie
rosngeych hodowli. Oddzialywanie to zmieniato sie réwniez w zalesnosci od gatunkdw
glonéw poddanych temu dziataniu. Tak wigc Autorka wykazala, ze zwiazki pochodzace
zarowno od N. spumigena jak i Synechococcus sp. ograniczajg liczebnos¢ C. vulgaris i S.
marinoi a takze wplywajg negatywnie na fluorescencje i krzywa fotosyntezy szczegdlnie
u 8. marinoi. Co wigcej dzialanie to jest najsilniejsze gdy sinice hodowane sa w
optymalnych warunkach tzn. duzej intensywnosci $wiatla, w wysokiej temperaturze
(25°C) oraz w przy nadmiarze zwiazkow biogennych. Autorka wykazala takze, ze male

gatunki fitoplanktonu sa bardziej wrazliwe na dziatanie zwiazkéw allelopatycznych niz



duze gatunki. Pani magister Sliwiniska sugeruje rowniez, ze to czy glony eukariotyczne
wspolwystepuja z badanymi sinicami w $rodowisku czy mijaja si¢ z nimi w czasie ma
znaczenie dla wyksztalcenia przez nie mechanizméw ostabiajacych dziatanie zwiazkow
allelopatycznych. Dotyczace powyzszych zagadnien wyniki badan pani magister Sylwii
Sliwinskiej sa bardzo wazne dla zrozumienia zaleznosci pomigdzy gatunkami glonow i

cyjanobakterii oraz dynamiki fitoplanktonu w Morzu Battyckim.

Omawiana rozprawa doktorska nie jest jednak wolna od potknieé¢ i niedociagnie¢, kiore
nalezy wytkna¢. Moje zastrzezenia dotycza jednak glownie kwestii metodycznych. Tak
wiec, brakuje mi scharakteryzowania podstawowego obiektu badawczego czyli
Synechococcus sp. i N. spumigena. Szczegdlnie w przypadku Synechococcus sp. czuje tu
niedosyt, poniewaz pikocyjanobakterie sa stosunkowo nowym tematem badawczym, i
jak sama Autorka zaznaczyla po raz pierwszy badanymi pod katem zalernosci
allelopatycznych. ~ Ponadto  pikocyjanobakterie, ~wbrew ogélnie  uznawanym
prawidlowosciom, méwiacym ze dominujg one w s$rodowiskach mato zyznych a w
zyznych majq znacznie mniejsze znaczenie, odgrywaja w Morzu Battyckim bardzo duza
role, dominujac okresowo w biomasie sinic. Zabraklo wiec informacji takich jak to czy
badane szczepy i ten konkretny, wybrany do dalszych badan sa bogate w fikoerytryne
czy w fikocyjaning, jaka maja srednig wielkos¢, choé jakas wskazéwka moze byé rycina
ze zdjgciami przedstawicieli tych trzech szczepoéw spod mikroskopu skaningowego, ani
Jaki ma typ podzialu czy tempo wzrostu. O tempie wzrostu badanych szczepow
dowiadujemy si¢ dopiero w dyskusji. My$le, 7e przy tak rozbudowanej pracy doktorskiej

informacje te powinny znalez¢ si¢ w rozdziale ,.Material i metody”.

Moje watpliwosci budzi metoda liczenia pikocyjanobakterii w komorze Biirkera
stuzacej do liczenia krwinek, w $wietle przechodzacym i przy powickszeniu ok. 600
razy. Odbiega to od powszechnie przyjetych metod stosowanych w badaniach
pikocyjanobakterii, tzn. liczenia komérek osadzonych na filtrze poliweglanowym o
srednicy poréw 0,2 pm w mikroskopie fluorescencyjnym w zielonym lub niebieskim
swietle wzbudzajacym. Takie wymagania w stosunku do identyfikacji i liczenia
pikocyjanobakterii wynikaja zich bardzo matych rozmiaréw. Zgodnie z definicja,
srednica komorek pikocyjanobakterii miesci w przedziale od 0,2 do 2,0 um a w praktyce
od 0,6 do 2,0 pm. Zbadan prowadzonych w Morzu Baltyckim wynika, ze
pikocyjanobakterie tam wystepujace tworzg 3 wyrazne klasy wielkosci: 0,6-0,7x1,1 um;



0,8-0,9x1,5 ym i 1,0-1,2x1,7 pm. Pomimo, iz w hodowli komorki moga przyjmowaé
nieco wigksze rozmiary wydaje si¢, ze w komorze o glgbokoscei 0,1 mm trudno jest tak
nastawi¢ ostro$¢ aby bezblednie policzy¢ tak mate komorki — co jest szczegolnie wazne
przy wyliczaniu ich tempa wzrostu na podstawie zmian liczebnosci, czy wykreslaniu
krzywych kalibracyjnych dla pomiarow OD. Jest to tez o tyle istotne, ze Autorka nie
zauwazyla istotnych zmian w liczebnos$ci Synechococcus sp. pod wplywem przesaczu
z N. spumigena, podczas gdy zanotowala zmiany w przebiegu krzywych fotosyntezy.
Moze sie wiec rodzi¢ pytanie czy tych zmian rzeczywiscie nie bylo czy metoda nie byla

wystarczajaco czula.

Nastgpng watpliwos¢ metodyczng budzi uzywanie filtrow GF/C do uzyskiwania
przesaczu hodowli badanych sinic. Podczas gdy w przypadku N. spumigena uzycie
filtréw GF/C a wigc o $rednicy poréw 1,2 um jest zasadne, to uzyty do eksperymentow
szczep Synechococcus BA-124 ma prawdopodobnie $rednice komérek podobna (a moze
nawet mniejsza) niz nominalna srednica poréw filtra GF/C. W konsekwencji przesacz
z hodowli Synechococcus sp. mogt zawieraé takze zywe komorki tych cyjanobakterii.
Autorka, jak rozumiem, nie sprawdzatla w mikroskopie fluorescencyjnym przesaczu,
mogta wigc sobie nawet nie zdawaé sprawy z obecnosci zywych komérek Synechococcus
sp. w kolbach eksperymentalnych. W konsekwencji, w eksperymentach mogly zaistnie¢
nie tylko czyste oddzialywania allelopatyczne, ktore zapewnia typ wybranych
eksperymentéw, ale mozliwe ze dochodzilo réwniez do konkurencji o zasoby
pokarmowe pomigdzy badanymi organizmami. Dlatego bezpieczniej byloby wybraé do
uzyskiwania przesaczu filtry o srednicy porow zdecydowanie mniejszej niz $rednica

odfiltrowywanych komérek czyli przynajmniej o $rednicy poréw 0,7 um (GF/F) lub 0,45 pm.

Kolejnym niewielkim mankamentem pracy jest brak podsumowania wynikéow. Jak
zaznaczytam wyzej praca jest bardzo obszerna i prezentuje wyniki wielu eksperymentow
i ich wariantéw i cho¢ w kolejnych eksperymentach powtarzany jest uklad
z poprzednich, to liczba wynikéw jest bardzo duza. Wprawdzie Autorka zamiescila pod
koniec rozdziatu ,,Dyskusja* podsumowanie, jednak jest ono umieszczone pod koniec
pracy, ma charakter opisowy i zawiera elementy dyskusji. Mysle, Ze tabela zestawiajaca
typy eksperymentéw i ich warianty oraz podstawowy efekt osiagniety w danym
wariancie umieszczona na koncu rozdziatu ,,Wyniki“ bardzo wlatwilaby przyswojenie

sobie tego niezaprzeczalnie bardzo obszernego materiatu.



Od strony formalnej praca jest bardzo dobrze przygotowana, co jest duzym osiagnigciem
przy tak obszernym tekscie. Napisana jest fadng polszczyzna i bardzo starannie
zredagowana. Zawiera tylko nieliczne potknigcia redakcyjne takie jak drobne bledy
gramatyczne (np. ,,pora” zamiast ,,por”) czy literoéwki, cho¢ niektére znajdujg sic w
nazwach lacinskich glonéw eukariotycznych i cyjanobakterii. Z pewnym zdziwieniem
zauwazylam jednak, ze Autorka cytuje w tekscie wyniki liczbowe w sposob niezgodny z
ogllnie przyjetymi zasadami matematyki, tzn. bez wzgledu na cyfre po przecinku

(przykladowo dwa czy dziewigc) zaokragla zawsze wyniki w dot.

Autorka wykazata natomiast duza dbatos¢ o strong graficzng pracy; schematy, wykresy i
tabele sa w estetyczne i wigkszosci przypadkéw tatwe do odczytania (moze z wyjatkiem
kilku wykresow prezentujacych wyniki zmian przebiegu krzywej fotosyntezy str. 74, 82,
93). Autorka zadbala o konsekwentne przedstawianie wynikéw na wykresach z
zachowaniem kolorystyki i kolejnosci wariantow, ktére ulatwia czytanie i zrozumienie

tego bardzo obszernego materiatu.

Istotnym osiagnigciem pani magister Sylwii Sliwinskiej jest wykazanie, ze
pikocyjanobakterie sa zdolne do produkcji zwiazkow allelopatycznych i ze moga w ten
sposob wplywa¢ na inne gatunki fitoplanktonu wystepujace w wodach ograniczajac ich
liczebno$¢ i wydajnos¢ proceséw fizjologicznych. Zwazywszy, ze pikocyjanobakterie
wystepuja powszechnie w wodach stodkich, sfonawych i morskich wskazuje to na ich
potencjat w regulowaniu funkcjonowania zespotow fitoplanktonu w tych akwenach. Jest
to o tyle cickawe, ze cho¢ uwaza sig, iz pikocyjanobakterie sg to organizmy nie tworzace
zakwitow, to istnieja doniesienia $wiadczace, Ze mogg one tworzy¢ dlugotrwale zakwity.
Takie diugotrwale zakwity obserwowano w lagunie Comacchio przy pétnocno-zachodnim
wybrzezu Adriatyku (Sorokin i Zakuskina 2010). Tym samym badania Autorki moga

rzuci¢ nowe swiatlo na przyczyny wystepowania i trwania takich zakwitow.

Autorka wykazala, ze oprécz wplywu na zielenice i okrzemki Symechococcus sp.
wywiera tez wyraznie negatywny wplyw na N. spumigena, toksyczna sinice
wspoiwystepujacq z badanymi pikocyjanobakteriami w Morzu Baltyckim. To bardzo
ciekawy wynik, w kontekscie klopotliwych zakwitéw tworzonych przez N. spumigena
w Morzu Baltyckim. Niestety Autorka w dyskusji nie probowala odnosi¢ sie do

wynikéw badan srodowiskowych dotyczacych dynamiki biomasy i zaleznosci pomiedzy



N. spumigena 1 Synechcococcus sp., cho¢ istnieja juz przynajmniej dwie publikacje
Zwracajace uwageg na antagonistyczny charakter tych zaleznosci w Morzu Baltyckim.
To, co inni Autorzy opisywali na podstawie analiz srodowiskowych by¢ moze mogloby
by¢ thumaczone zaleznosciami allelopatycznymi wykazanymi przez Autorke na drodze
eksperymentéw laboratoryjnych. Co dziwniejsze, Autorka zacytowala w swojej
dysertacji obydwie publikacje, lecz najwyrazniej nie docenita wagi informacji w nich
zawartych dla wynikéw swoich wlasnych badan. Mowie tu o pracy Stal i in. z 2003 oraz
Mazur-Marzec i in. z 2013. W obu tych pracach zwracano uwage, ze prawdopodobnie
pikocyjanobakterie .trzymaja w szachu” swoich wigkszych konkurentow, choé
brakowalo przekonujacych danych tlumaczacych przyczyny tego zjawiska. Tak jak
napisalam wyzej, wyniki badan Autorki rzucaja nowe $wiatlo na mozliwy mechanizm
postulowanego ,trzymania w szachu™ N. spumigena przez Synechococcus sp. i az
prositoby si¢ aby Autorka wykorzystala to w dyskusji. Nie jest to powazny zarzut, raczej
rodzaj zawodu, ze Autorka nie skorzystala aby wyniki swoich niezaprzeczalnie
niezwykle interesujacych badan odnies¢ do srodowiska naturalnego. Mam nadzieje, ze

wyniki przytoczonych prac stana si¢ dla Autorki inspiracja do dalszych badan.

Podsumowujac stwierdzam, ze na podstawie przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskiej, bardzo wysoko oceniam kwalifikacje naukowe pani magister Sylwii
Sliwinskiej. Uwazam, Ze zaréwno przygotowanie teoretyczne jak i zaprojektowane
eksperymenty S$wiadcza o dojrzalosci Autorki. Pomijajac drobne niedociggnigcia
metodyczne, ktore jednak nie  dyskwalifikujg  przeprowadzonych  badan
eksperymentalnych, czy jeszcze mniej istotne redakcyjne, stwierdzam ze praca jest
bardzo dobrze przemyslana i od strony merytorycznej nie budzi watpliwosci. Wyniki
eksperymentow sa przekonujace i potwierdzone roznymi metodami. Daja odpowiedZ na
pytanie jaki jest mechanizm dzialania zwigzkow allelopatycznych oraz w jaki sposob
abiotyczne czynniki srodowiskowe oraz stan fizjologiczny komorek wplywaja na
oddzialywania allelopatyczne. Na szczegélne podkreslenie zastuguje konsekwencja z
jaka badania te zostaly przeprowadzone oraz jasno zaprezentowane. Uwazam, Ze praca
spelnia wszystkie wymogi stawiane tego typu rozprawom i ze zashiguje na wyrdznienie.
Niniejszym wnosze wiec o dopuszczenie pani magister Sylwii Sliwiniskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego i wnioskuje o nagrodzenie stosowna nagroda.




