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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Winnickiej
pt. , Tolerance of dessication stress in Sphagnum denticulatum Brid. (Sphagna-
ceae) from aquatic and terrestrial habitats”

Rozprawa mgr Katarzyny Winnickiej sktada si¢ z trzech angielskojgzycznych
publikacji zbiorowych oraz ich omoéwienia w jezyku polskim. Pani Katarzyna
Winnicka byta pierwszg autorkg w wszystkich publikacjach, podczas gdy autorka
korespondencyjng byta dr hab. Iwona Melosik, czyli promotorka doktorantki.
Z oéwiadczen wspdétautoréw oraz z not o ich udziale zamieszczonych w dwdch
artykutach wynika, Ze promotorka byta réwniez autorka manuskryptow wszyst-
kich publikacji, co stwarza problem z oceng indywidualnego wktadu doktorantki.
Wedtug art. 13 ust. 4 Ustawy o stopniach i tytule naukowym ,Rozprawe doktor-
ska moze (..) stanowi¢ samodzielna i wyodrebniona! czgs¢ pracy zbiorowej,
jezeli wykazuje ona indywidualny wktad kandydata przy opracowywaniu kon-
cepcji, wykonywaniu cze$ci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji
wynikow tej pracy.” Na podstawie o$wiadczen wspétautorow mozna jednak
wnioskowaé, ze doktorantka wykonata czes¢ eksperymentalng, jest takze jedyng
autorkg liczgcego 60 stron wprowadzenia, co tacznie pozwala ocenic¢ jej indywi-
dualny wktad w przedstawione dzieto.

Sktadajgce sie na rozprawe artykuty ukazaty sie w Plant Physiology and
Biochemistry (IF = 3,4), Plant Biosystems (IF = 1,5) oraz Perspectives in Plant
Ecology, Evolution and Systematics (IF = 2,5). Pierwsze czasopismo jest w pierw-
szym kwartylu dyscypliny Plant Science w kategoryzacji JCR Clarivate, natomiast
dwa pozostate - w drugim kwartylu. Sg to renomowane czasopisma botaniczne,
w ktérych artykuly przyjete do druku sg zazwyczaj poddane rygorystycznemu
procesowi redakcyjnemu, co utatwia prace recenzentowi rozprawy.

Doktorantka zajela sie niezwykle interesujgcym gatunkiem mchu - tor-
fowcem zgbkowanym (Sphagnum denticulatum), charakteryzujgcym sig
szerokim spektrum ekologicznym. Oprocz form lagdowych, charakterystycznych
dla torfowisk wysokich, ma on takze ekotypy wodne, wystepujace w peinym
zanurzeniu w oligotroficznych jeziorach lobeliowych. Bliskie pokrewienstwo
form lgdowych i wodnych zostato potwierdzone metodami filogenetycznymi.
Jest to zatem doskonaty obiekt do badania tolerancji mchow na stres wywotany
przez susze, mozna bowiem zatozy¢, Ze réznice w odpowiedzi na stres obserwo-
wane uobu form majg podioze genetyczne. Z drugiej jednak strony nalezy
zauwazy¢, ze ekotyp wodny wywodzi sie z ekotypu ladowego, a zatem roznice
miedzy nimi w mniejszym stopniu wynikajg z doboru pozytywnego, premiujgce-
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go warianty genéw warunkujace wyzsza tolerancje na stres suszy u ekotypu la-
dowego, aw wigkszym - z braku u ekotypu wodnego doboru oczyszczajacego,
dziatajgcego na te geny. W warunkach statego zanurzenia w wodzie nie maja one
juz bowiem znaczenia adaptacyjnego. Trudnosci z interpretacjg wynikéw, jakie
napotkata doktorantka, w duzej czesci mogg mie¢ wiaénie zrédto w ewolucyj-
nym pochodzeniu ekotypu wodnego. Oba ekotypy reprezentowane byly tacznie
przez pie¢ genotypéw (klonéw), co dodatkowo utrudnia interpretacje - jednak
w tym wypadku doktorantka ma petng §wiadomos¢ tych ograniczet.

Pierwsza z publikacji sktadajgcych si¢ na doktorat dotyczy zmian na po-
ziomie ultrastrukturalnym u obu ekotypéw w odpowiedzi na stres suszy oraz
nastepujgce po nim nawodnienie. Doktorantka badata zmiany w komorkach me-
rystematycznych z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego
oraz zmiany fluorescencji chlorofilu, przede wszystkim parametru F,/F., ktory
okresla maksymalng wydajno$¢ kwantowg fotosystemu II. Zauwazyla, ze u roélin
poddanych wysuszaniu wartos¢ tego parametru znaczgco spadta, osiagajac war-
toSci znamionujgce zaprzestanie aktywnosci fotosystemu II, a tym samym
i reakcji fotosyntezy. Cho¢ wzrosta ona po nawodnieniu roélin, nie powrécita do
wartosci wyjsciowych nawet po 30 dniach. Nie zauwazono réznic w parametrach
fluorescencji migdzy ekotypami lgdowym i wodnym. Takie réznice natomiast
stwierdzono na poziomie ultrastruktury - zmiany u ekotypu wodnego byty gteb-
sze, Swiadczgce o trwalszym uszkodzeniu komérek oraz o mniejszej zdolnosci
tego ekotypu do regeneracji po wysuszeniu niz ekotypu lgdowego. Co interesuja-
ce, stwierdzono zréznicowanie nie tylko miedzy ekotypami, ale takze miedzy
klonami (genotypami) - np. zmiany parametréw komérek merystemu apikalne-
go u lgdowego klonu nr 4 byty kierunkowo bardziej podobne do tych u klonéw
nr 112 ekotypu wodnego niz klonéw nr 3 i 5 ekotypu ladowego (ryc. 7 w oma-
wianej pracy). Jak zauwazajg autorzy w dyskusji, takie zréznicowanie oraz jego
mechanizmy sg istotne w dynamice torfowisk wysokich - sukcesji dolinek
i kepek. Cho¢ ten watek nie byl bezposrednio badany przez doktorantke, to
przewija sig przez wszystkie trzy publikacje i jest bardzo waznym ekologicznym
kontekstem jej badan.

Zmiany aktywnosci fotosyntetycznej u badanych roslin sg gtbwnym tema-
tem drugiego artykutu. W tej pracy przedstawiono wartoéci kilku parametrow
fluorescencji chlorofilu oraz szacowano zawarto$é¢ barwnikéw fotosyntetycz-
nych: chlorofilow a i b oraz karotenoidow. Zaobserwowano znaczgce roznice
miedzy ekotypami i genotypami w zakresie niektérych parametréw, ktére suge-
ruja wigkszg cienioznosnos$¢ ekotypu wodnego, a takze wyzszg fotoinhibicje
w warunkach wysuszenia u ekotypu ladowego, co moze $swiadczy¢ o lepszych
mechanizmach fotoprotekcji - ogétem jednak reakcje obu ekotypéw na wysu-
szenie i nawodnienie byly podobne. Autorzy podkre$lajg jednak pewne
zroznicowanie tej odpowiedzi miedzy genotypami - wniosek zgodny z konkluzjg
pierwszej pracy.

Ostatnim aspektem badan doktorantki byly zmiany poziomu ekspresji
genow u obu ekotypéw poddanych stresowi suszy. W celu identyfikacji genéw
ulegajgcych silniejszej ekspresji w warunkach suszy doktorantka poréwnata
profile AFLP uzyskane z wykorzystaniem cDNA dla préb poddanych wysuszaniu
oraz prob kontrolnych. Nastepnie, sekwencjonujgc réznicujace prazki i identyfi-
kujac je na podstawie baz genéw, wybrata zestaw 21 gendw, ktérych ekspresje
zbadata iloSciowo za pomocg metody RT-qPCR. Zsekwencjonowata takze 19 ge-



néw dla obu ekotypéw, aby sprawdzié, stosujgc test oparty na stosunku podsta-
wieni niesynonimicznych do synonimicznych, czy podlegajg one doborowi.
Wartosci tego stosunku zblizone do jednosci $wiadczg o ewolucji neutralnej,
wyzsze od jednosci - o doborze pozytywnym, natomiast nizsze - o doborze
oczyszczajacym. Wyniki tej czesci rozprawy, cho¢ niewatpliwie interesujace, sg
jednak bardzo trudne do interpretacji. Zaden ze zbadanych 21 gen6w nie zmienit
istotnie ekspresji u ekotypu lgdowego pod wplywem stresu suszy. Natomiast
u ekotypu wodnego dziewie¢ genéw zmienito poziom ekspresji w sposob znacz-
ny istatystycznie istotny - nie tworza one jednak funkcjonalnej grupy.
Niekonkluzywna jest takze analiza sekwencji pod katem dziatania doboru natu-
ralnego - cho¢ niektére zastosowane modele wskazywaly na dobor pozytywny
w wypadku niektérych genéw, rézne zastosowane metody nie dawaty spojnego
wskazania, a ogélna liczba stwierdzonych podstawien nie byta zbyt wysoka:
lacznie zaobserwowano 48 substytucji niesynonimicznych i 51 synonimicznych,
co sugeruje raczej ewolucje neutralng.

Na podkreslenie zastuguje bardzo dobra dyskusja wynikow we wszyst-
kich publikacjach oraz ich krytyczne podsumowanie we wprowadzeniu, ktérego
autorka byta juz sama doktorantka. Ma ona peing $wiadomos$¢ ograniczen prze-
prowadzonych badan, a wnioski wysuwa z duzg ostroznoScig. Czytajac
poszczegolne publikacje, zapisywatem swoje watpliwoéci dotyczace m.in. liczby
uzytych klonéw (genotypéw), ewolucyjnego pochodzenia ekotypu wodnego
i zwigzanych z tym ograniczen, sposobu identyfikacji genéw o zmiennej ekspresji
oraz analizy doboru - po czym znajdowatem swoje zastrzezenia oméwione albo
w dyskusji w artykutach, albo w ich podsumowaniu. Zwlaszcza zagadnienie ewo-
lucyjnego pochodzenia ekotypu wodnego - do$¢ pobieznie potraktowane
w publikacjach - jest szeroko i wnikliwie przedyskutowane w polskojezycznej
czesci rozprawy.

Jeden aspekt przeprowadzonych badan wymaga dodatkowego wyja$nie-
nia. Opis warunkéw eksperymentu w publikacjach oraz w polskim
wprowadzeniu sugeruje, ze byt on przeprowadzony jedynie raz, a kolejne publi-
kacje dotyczg jego réznych aspektow, nie zas wynikéw kolejnych doswiadczen,
w ktorych warunki bytyby modyfikowane, np. w oparciu o wyniki poprzedniego
etapu. Brakuje mi informacji, na jakiej podstawie ustalono czas przesuszania
roélin na 3 lub 4 doby? Czy nie jest to czas zbyt diugi, zwlaszcza u ekotypu wod-
nego, co zreszta sugerujag wyniki eksperymentu? Swiadcza one o powaznych
uszkodzeniach w ultrastrukturze i w funkcjonowaniu komorek, poniewaz nawet
po 30 dniach od ponownego nawodnienia nie doszto do powrotu badanych pa-
rametréw do wartoéci sprzed eksperymentu nie tylko u ekotypu wodnego, ale
nawet u ekotypu ladowego. Innymi stowy, stres byt zbyt silny, a w pracy zbadano
nie tyle fizjologiczng odpowiedZ roslin na stres, co skutki uszkodzen komorek
przez ten stres powstate wskutek niezdolno$ci roslin do wtasciwej nan odpo-
wiedzi. W publikacjach podano, ze najwigksza utrata wody zaszta w ciggu
pierwszych 10-14 godzin. Moze w tym czasie nalezato wykona¢ badania, zwtasz-
cza w zakresie zmian ekspresji genow, zamiast po 72 lub 96 godzinach?

Polskojezyczne wprowadzenie napisane jest ogdlnie dobrym jezykiem,
cho¢ nieco razi nadmiar naukowego Zargonu i nazbyt czeste podawanie oczywi-
stych angielskich odpowiednikow polskich terminéw. Podziat tekstu, zwlaszcza
,Wstepu” i ,Dyskusji”, na merytorycznie zatytulowane podrozdziaty ulatwitby
jego czytanie i przyswojenie. Pod wzgledem merytorycznym wprowadzenie to



jest jednak bardzo dobre i zdecydowanie wykracza poza streszczenie zatgczo-
nych artykutdow, rozwijajac poruszane w nich zagadnienia i krytycznie
podsumowujgc cato$¢ badan. Bardzo dobrze $wiadczy o kompetencjach dokto-
rantki i potwierdza jej znaczacy udziat w powstaniu publikacji.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca speilnia warunki
okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (z p6Zniejszymi zmiana-
mi), uwzgledniajac przy tym indywidualny wkiad doktorantki w powstanie
publikacji zbiorowych zgodnie z par. 6 ust. 5 rozporzgdzenia Ministra Nauki i
Szkolnictwa WyZszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegblowego try-
bu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w
postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora.
Wnioskuje zatem o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Winnickiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk biologicznych, dyscyplinie
biologia. Wnioskujeg takze o stosowne wyréznienie tej rozprawy.






