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Na skutek ekspansywnej gospodarki cztowieka od wielu lat obserwuje si¢ wzrost
zanieczyszczen $rodowisk wodnych metalami cigzkimi, co powoduje powazne problemy
w funkcjonowaniu i stabilno$ci ekosystemow. Szczegdlnie niebezpieczne jest skazenie Srodowisk
olowiem, ktory uznawany jest za najbardziej fitotoksyczny sposrdd metali cigzkich. Otoéw
negatywnie wplywa na wszystkie procesy fizjologiczne 1 biochemiczne w roslinach,
przyczyniajac si¢ do zahamowania produkcji roslinnej, a przez to zakltdcenia calych tanhcuchow
troficznych. Bardzo wazna rolg w ekosystemach wodnych petnig glony, ktore sg tam gtownymi
producentami materii organicznej. Dzigki ewolucyjnie wyksztatlconym strategiom adaptacyjnym
do $rodowisk zanieczyszczonych metalami, moga rowniez pelni¢ wazng role w fitoremediacji
metali z ekosystemoé6w wodnych. Glony, szczeg6lnie te jednokomorkowe, charakteryzuja si¢
szybkim tempem podzialow komoérkowych i1 przyrostu biomasy, duza zdolnoscia akumulacji
metali w §cianach komorkowych, a takze skuteczna wewnatrzkomorkowa detoksyfikacja jonow
metali poprzez ich chelatowanie z ligandami cytoplazmatycznymi i sekwestracje w wakuoli.
Poznanie mechanizmoéw regulacji tych procesow ma istotne znaczenie nie tylko dla zwigkszenia
produkcji biomasy roslinnej w zanieczyszczonych zbiornikach wodnych, ale réwniez ich
remediacji. W tym kontekscie, podjete przez Doktorantke badania dotyczace oceny wplywu
fitohormonu — 24-epibrassinolidu (EBL) na stymulacje wzrostu jednokomorkowej zielenicy
Acutodesmus obliquus oraz zwigkszenie jej tolerancji na otow sa nie tylko interesujgce poznawczo
lecz rowniez wazne ze wzgledow praktycznych. W mojej ocenie, zar6wno tematyka badawcza,
jak réwniez gatunek rosliny wykorzystany do badan zostaly dobrane wiasciwie, a wyniki
przedstawione w pracy doktorskiej sg bardzo interesujgce i warto§ciowe.
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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi spdjny tematycznie zbidr
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Wymienione publikacje zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach z bazy JCR,
a laczny wspotczynnik oddziatywania IF tych prac wynosi 14,252. Wszystkie publikacje sg
pracami zespotowymi, liczba wspotautorow waha si¢ od 3 do 4. We wszystkich pracach
eksperymentalnych (prace 2-4) Doktorantka jest pierwszym autorem i zgodnie z o§wiadczeniami
wspoétautorow Jej udziat w ich powstanie byt wiodacy (55%). Wykonata wszystkie (publikacje
3-4) lub znaczng wigkszos$¢ (publikacja 2) eksperymentow i analiz, uczestniczyta w opracowaniu
1 interpretacji wynikoéw, przygotowaniu wstepnej wersji manuskryptow. Chcialabym sie jednak
dowiedzie¢, jakie konkretnie analizy biochemiczne byty wykonywane przez Doktorantke sposrod
tych, ktore stanowity podstawe do przygotowania publikacji nr 2 (Plant Physiol. Biochem., 2016),
poniewaz wspoétudzial w otrzymaniu wynikow deklaruje rowniez Pani I. Rajewska. Pierwsza
z przedstawionych w cyklu publikacji to praca przegladowa, w ktorej Doktorantka jest drugim
autorem, ale Jej udzial w powstanie tego artykutu jest rowny z udzialem pierwszego autora —40%.
Ma wiec pelne prawo do wiaczenia tej pracy do cyklu publikacji stanowigcego podstawe
do ubiegania si¢ o stopnien naukowy doktora.

Uktad przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej jest bardzo przejrzysty 1 poprawny
przy tego typu formacie pracy, opartym na monotematycznym cyklu publikacji.

Dysertacje doktorska rozpoczyna Streszczenie w jezyku polskim i angielskim (Abstract),
w ktorym Autorka zwigzle przedstawila cele pracy doktorskiej oraz najwazniejsze osiagnigcia
naukowe opublikowane w kolejnych publikacjach. Wartos¢ tego rozdzialu znacznie podnosi
syntetyczny schemat przedstawiajacy rozne aspekty dziatania EBL, otowiu oraz EBL w obecnosci
otowiu na liczbe komorek, zawarto§¢ metabolitdéw pierwotnych 1 barwnikéw fotosyntetycznych,
endogennych hormonéw, aktywnos¢ enzymatycznych 1 poziom nieenzymatycznych
antyoksydantow na kultury A. obliquus. Schemat ten bardzo przejrzyscie podsumowuje osiggnigte
wyniki.

Przedstawiony na kolejnych pigciu stronach wstegp teoretyczny jest napisany w jezyku
angielskim (Introduction), podobnie jak wszystkie kolejne rozdziaty pracy. W rozdziale tym
przedstawiono charakterystyke brassinosteroidow i ich role w procesach wzrostu i rozwoju roslin,
a takze tolerancji na abiotyczne czynniki stresowe srodowiska, w tym metale cigzkie. Opisano
rowniez aktualny stan wiedzy na temat roli glonow jednokomoérkowych w ekosystemach
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wodnych i ich reakcji na toksyczno$¢ otowiu. Prezentowane zagadnienia sg poparte adekwatng
literatura. Rozdzial Introduction stanowi zwi¢zla i logicznie poprowadzong syntez¢ wiadomosci,
ktore stanowig doskonate wprowadzenie do badan prezentowanych w dalszej czgsci pracy
I usprawiedliwiaja wybor podjetej tematyki badawczej i obiektu badawczego. Na zakonczenie
tego rozdziatu postawione sg cele i hipotezy badawcze, ktore byty konsekwentnie realizowane
w podjetych pracach badawczych, przedstawionych w kolejnych rozdziatach. Autorka testowata
trzy glowne hipotezy badawcze:
(1) Egzogenny EBL jest efektywnym stymulatorem wzrostu A. obliquus w sposéb zalezny od
zastosowanego stgzenia;
(2) Egzogenny EBL jest zaangazowany w tolerancj¢ A. obliquus na stres wywotany
obecnoscig otowiu;
(3) Egzogenny EBL, otéw i kombinacja tych dwoch czynnikow ma wplyw na poziom
endogennych hormonéw w A. obliquus.

Kolejne cztery rozdziaty stanowig kopie opublikowanych prac naukowych.

Pierwsza praca (1 — Front. Plant Sci., 2016) stanowi przeglad literatury dotyczacej funkcji
brassinosteroidow w roslinach ze szczeg6lnym uwzglednieniem ich roli w tolerancji stresu metali.
W kolejnej pracy (2 — Plant Physiol. Biochem., 2018) Autorka skupia si¢ na okresleniu wptywu
EBL zastosowanego w szerokim zakresie stezen (0,0001-10 uM) na wzrost oraz parametry
fizjologiczne i biochemiczne (zawartos$¢ biatek i cukréw prostych, barwnikow fotosyntetycznych,
poziomu peroksydacji lipidow i H202 oraz aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych) A. obliquus
podczas 7-dniowej uprawy. Trzecia praca w cyklu publikacji (3 — J. Appl. Phycol., 2020a)
dotyczy roli EBL w niwelowaniu toksyczno$ci otowiu (zastosowanego w stezeniach 0,01 uM —
poziom spotykany w $rodowiskach zanieczyszczonych oraz 500 uM — wysokie, ale nie letalne
dla tej zielenicy st¢zenie metalu). Analizowano te same parametry fizjologiczne i biochemiczne
jak w poprzedniej pracy, ponadto zbadano akumulacje nieenzymatycznych antyoksydantéw
(askorbinian, glutation) i fitochelatyn oraz aktywno$¢ syntazy fitochelatynowej. W ostatniej pracy
(4 — J. Appl. Phycol., 2020b) przedstawiono wyniki badan dotyczacych wptywu egzogennego
EBL na poziom endogennych hormonéw w komoérkach A. obliquus hodowanych przez 5 dni
w pozywce kontrolnej lub z dodatkiem jondéw otowiu. Zastosowane metody analityczne (m.in.
ekstrakcja do fazy statej, SPE; spektrometria mas sprzezona z chromatografig cieczowg, LC-
QTOF-MS) pozwolity na identyfikacj¢ 30 endogennych fitohormonéw, okreslono ich zawartos¢
i wzajemne Kkorelacje. Sekwencja przedstawionych prac $wiadczy o rozwoju naukowym
Doktorantki i dazeniu do rozwigzania konkretnego problemu badawczego.

Rozdziat Summary przedstawia weryfikacj¢ postawionych hipotez badawczych,
odwotujac si¢ do odpowiednich prac eksperymentalnych 1 dokonujac w syntetyczny i logiczny
sposOb podsumowania uzyskanych wynikow. Na ich podstawie Autorka wyciggngta wnioski
przedstawione w kolejnym rozdziale — Conclusions.

Wsrod najwazniejszych osiggnie¢ badawczych ocenianej rozprawy, w ktorej po raz
pierwszy podjeto tematyke wplywu EBL na jednokomorkowsa zielenice A. obliquus, nalezy
wymienic:

- wykazanie, ze egzogenny EBL, juz w bardzo niskich stezeniach, ok. 100 razy nizszych
niz inne regulatory wzrostu, stymuluje proliferacje i wzrost komorek A. obliquus, co moze znalez¢
zastosowanie w produkcji mikroglonow na szeroka skale;
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- wykazanie, ze egzogenny EBL obniza toksyczno$¢ jonow otowiu w A. obliquus, co
wiaze si¢ ze zwigkszong produkcja metabolitow pierwotnych (biatka, cukry), stymulacjg systemu
antyoksydacyjnego oraz mechanizméw detoksyfikacji olowiu w komoérce poprzez zwigkszenie
syntezy fitochelatyn; EBL obniza rowniez zawarto$¢ otowiu w komorkach — implikuje to
potencjalne zastosowanie tego fitohormonu i zielenic do remediacji $rodowisk wodnych
skazonych otowiem;

- stwierdzenie po raz pierwszy obecnosci 30 regulatoréw wzrostu w komorkach
A. obliquus, okreslenie ich profilu oraz wykazanie, ze ich stezenie ulegato w wiekszo$ci redukcji
pod wptywem otowiu (z wyjatkiem kwasu abscysynowego oraz N- i O-gikozylowych form
cytokinin, ktorych zawarto$¢ rosta), ale zwigkszeniu pod wplywem egzogennego EBL
w komorkach traktowanych i nie traktowanych otowiem (auksyny, brassinosteroidy, gibereliny,
cytokininy, z wyjatkiem ABA).

Uwazam, ze wnioski, cho¢ poprawne, sg sformulowane dos$¢ lakonicznie i nie oddaja
w pelni osiggnieé prezentowanych badan. Zwlaszcza wniosek piaty, dotyczacy wzrostu poziomu
fitohormonow w A. obliquus pod wptywem EBL, niezaleznie od obecnosci otowiu w srodowisku
wzrostu jest na tyle lakoniczny i nieprecyzyjny, ze sugeruje wzrost poziomu wszystkich
hormonéw, podczas gdy akumulacja kwasu abscysynowego wyraznie ulegata obnizeniu.

Do pracy dotaczono wykaz literatury (References) cytowanej we wstepie i podsumowaniu
— liczy on 31 pozycji. Dobor literatury jest jak najbardziej odpowiedni, powigzany z tematyka
pracy i $wiadczy o bardzo dobrej orientacji Doktorantki w badanej tematyce i umiejetnosci
korzystania ze zrodet literaturowych, w tym najnowszych, opublikowanych w ostatnim roku
przed przygotowaniem dysertacji doktorskiej. Na podkreslenie zastuguje wyjatkowa starannos¢
w przygotowaniu spisu literatury i odwolywaniu si¢ do niej w tekScie. Dysertacje doktorska
zamyka zestaw o$wiadczen wspotautorow (Co-authors’ statements), wskazujacych zakres ich
pracy 1 procentowy udziat w przygotowanie publikacji naukowych, ktore stanowig
monotematyczny cykl publikacji bedacy podstawa o ubieganie si¢ o stopien naukowy doktora.

Nalezy doceni¢ wysitek Doktorantki w przygotowanie czgsci opisowej pracy w jezyku
angielskim, cho¢ pojawiaja si¢ w niej bledy jezykowe. Mimo widocznej duzej starannos$ci
w przygotowaniu tych opisowych rozdziatdéw pracy, nie udato si¢ Autorce unikng¢ rowniez
innych drobnych pomytek i niescisto$ci. Nalezy wymieni¢ tutaj np. nieprawidtowe uzycie stowa
endogenny/endogenous w odniesieniu do stezenia jonéw otowiu w komorce (str. 5, 7, 9, 11, 15,
62). Termin ,,endogenny” oznacza ,,powstajacy wewnatrz organizmu”, nie moze by¢ zatem
odnoszony do otowiu. Wtasciwe tutaj bytoby uzycie stwierdzenia ,,wewnatrzkomorkowe stezenie
olowiu” zamiast ,,zawarto§¢ endogennego otowiu” (str. 5) czy ,,Pb w komoérce” zamiast
»~endogenny Pb” (Ryc. 1). Analogiczne stwierdzenia powinny by¢ wprowadzone w jezyku
angielskim. Pojawito si¢ rowniez niewlasciwe uzycie stowa ,,endogenny EBL” w odniesieniu do
zastosowanego/dodanego do pozywki z zewnatrz EBL (str. 5, 9) — w tym przypadku nalezaloby
uzy¢ stowa egzogenny/exogenous (pochodzacy spoza organizmu).

Mimo, ze przedstawione prace przed opublikowaniem przeszty przez proces recenzji, nie
udato sie w nich rowniez ustrzec pewnych bledow czy niezreczno$ci. Na przyktad w pracy trzeciej
(J. Appl. Phycol., 2020a) juz w abstrakcie pojawia si¢ zwrot ‘endogenous Pb’. Niejasne jest dla
mnie rowniez ostatnie zdanie z abstraktu pracy 2 (‘The positive effect of EBL resulting from the
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cellular oxidative state can be alleviated by antioxidants such as ascorbate peroxidase, catalase,
superoxide dismutase, and ascorbate’).

Chciatabym poprosi¢ Doktorantke o wyjasnienie, czy i w jaki sposdb przygotowywano
zawiesiny komorek A. obliqguus do wykonywania oznaczen zawarto$ci olowiu. W pracy 3
(J. Appl. Phycol., 2020a) podano wyniki okreslajace ‘the intracellular Pb level’, czyli
wewnatrzkomorkowy poziom otowiu, podczas gdy wiadomo, ze znaczna frakcja jondw metalu
jest zatrzymywana w $cianach komérkowych — czy stosowano jaka$ metode odptukiwania tych
jonoéw otowiu zaadsorbowanych na powierzchni komoérki? W wiekszosSci analiz statystycznych,
w tym rowniez tych dotyczacych analizy wynikdéw prezentowanych w tej samej publikacji,
zastosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (one-way ANOVA). Jakie jest uzasadnienie
wyboru tej metody statystycznej do analizy wynikoéw, w ktorych wystepuja trzy czynniki na
réznych poziomach: otow, EBL i czas?

Wobec szerokiego zakresu prezentowanych badan i bardzo wartosciowych wynikow
uzyskanych w pracy, opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych,
przedstawione powyzej uwagi w zaden sposOb nie umniejszajg wartosci calej pracy i nie maja
istotnego znaczenia dla mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Talarek-
Karwel.

Podsumowujac opini¢ stwierdzam, ze Doktorantka znakomicie wywigzata si¢ ze
wszystkich zadan, jakie zostaly postawione w celach pracy. Uzyskane wyniki majg szeroki zakres,
sg wartosciowe i nowatorskie, i wnoszg istotny wktad w poznanie roli EBL w regulacji wzrostu
jednokomoérkowych glonoéw 1 ich tolerancji na stres metali — a konkretnie otowiu. Wierze, ze
prace, stanowiace integralng czgs$¢ rozprawy doktorskiej, w ktorych powstaniu Doktorantka miata
wiodacg role, znajda uznanie w migdzynarodowym s$rodowisku naukowym. Praca przegladowa
opublikowana w 2016 roku byta do tej pory cytowana 46 razy, praca opublikowana w 2018 roku
— trzy razy, a dwie prace z 2020 roku byty juz cytowane po dwa razy przez autordw spoza grona
wspotautorow tej publikacji (Baza Web of Science, 21.04.2021).

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszelkie wymagania
okreslone w art. 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 2017 roku, poz. 1789) w zwiazku z art. 179
ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo 0 szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2018 roku, poz. 1669). W zwiazku z powyzszym, przedktadam
Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu w Biatymstoku wniosek
0 dopuszczenie mgr Marty Talarek-Karwel do dalszych etapow przewodu doktorskiego,
rekomendujac jednocze$nie wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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