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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej pt. ,, The significance of cyanobacterial filament morphology in a
defence against grazing by Daphnia spp.”

Autorstwa magistra Lukasza Wejnerowskiego wykonana pod opieka doktora Slawomira

Cerebina na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska sklada si¢ z pigciu oryginalnych publikacji w
Jezyku angielskim, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wprowadzenia do publikacji
w jezyku angielskim, bedacego przedstawieniem zalozen, hipotez, najwazniejszych wynikéw
badan i ich dyskusji. Wszystkie prace wlaczone do dysertacji doktorskiej sa wieloautorskie, w
czterech z nich Pan magister Lukasz Wejnerowski jest pierwszym autorem oraz autorem
korespondujgcym, a jego udzial w powstaniu prac jest znaczacy i waha sie miedzy 40 a 80%.
Prace te byly opublikowane w latach 2013-2018 w czasopismach raportowanych w Journal
Citation Reports i kolejno s3 to:

1) Stawek Cerbin, Lukasz Wejnerowski, Marcin Krzysztof Dziuba 2013. Aphanizomenon

gracile increases in width in the presence of Daphnia. A defence mechanism against grazing? -
Journal of Limnology, 72(3):505 DOI: 10.4081/jlimnol.2013.e41 (40%)

2) Lukasz Wejnerowski, Stawek Cerbin, Maria Wojciechowicz, Tomasz Jurczak, Malgorzata
Glama. Jussi Meriluoto, Marcin Dziuba 2018 Effects of Daphnia exudates and sodium octyl
sulphates on filament morphology and cell wall thickness of Aphanizomenon gracile
(Nostocales), Cylindrospermopsis  raciborskii (Nostocales) and Planktothrix agardhii
(Oscillatoriales). European Journal of Phycology, DOI: 10.1080/09670262.2018.1442585 (L
Wejnerowski autor korespondujacy; 65%)



3) Lukasz Wejnerowski, Stawek Cerbin, Marcin Krzysztof Dziuba 2015. Thicker filaments of
Aphanizomenon gracile are more harmful to Daphnia than thinner Cylindrospermopsis
raciborskii. - Zoological Studies, 54:2. DOI: 10.1186/s40555-014-0084-5 (L. Wejnerowski autor
korespondujacy; 50%)

4) Lukasz Wejnerowski, Stawek Cerbin, Maria K Wojciechowicz, Marcin K Dziuba.
2016.Differences in cell wall of thin and thick filaments of cyanobacterium Aphanizomenon
gracile SAG 31.79 and their implications for different resistance to Daphnia grazing. Journal of
Limnology, 75(3): 634-643. DOI: 10.4081/jlimnol.2016.1383 (L Wejnerowski autor
korespondujacy: 70%)

5) Lukasz Wejnerowski, Stawek Cerbin, Marcin Krzysztof Dziuba. 2017. Setae thickening in
Daphnia magna alleviates the food stress caused by the filamentous cyanobacteria. Aquatic
Ecology, 51:485-498. DOI: 10.1007/s10452-017-9631-6 (L Wejnerowski autor korespondujacy;
80%)

Naukowe znaczenie tematyki badawczej

Eutrofizacja jest jednym z najpowazniejszych wspdlczesnych zagrozen wod stodkich a
towarzyszacy jej wzrost biomasy fitoplanktonu i zakwity fitoplanktonowe naleza do dobrze
opisanych konsekwencji tejze, wystepujacych w réznych strefach klimatycznych. Wzrostowi
biomasy fitoplanktonu towarzyszy zwykle zmiana jego struktury i powszechny wzrost udziatu
sinic, az po ich uciazliwa dominacj¢ w zespole fitoplanktonu (Dokulil i Teubner 2000). Sinice
dominuja w wodach eutroficznych dzigki licznym przystosowaniom, pomiedzy ktérymi jest ich
odpornos¢ na wyzeranie przez konsumentéow zooplanktonowych. Wynika ona z morfologii sinic
tworzacych trudne do pobrania przez zooplankton kolonie nitkowate, wystepujace w formie
pojedynczych nici lub w wiazkach oraz, w przypadku sinic kokkalnych, kolonii zlozonych z
wielu komorek. Dodatkowo obecnos¢ sluzowych pochew i oston utrudnia zarowno pobieranie
jak i trawienie sinic (Gliwicz i Siedlar 1980; Kerfoot i in. 1988). Wiadomo jednak, Ze sinice
charakteryzuja si¢ duza zmiennoscia morfologiczna nawet w obrebie gatunku, co czesto jest
przyczyng ich blednej identyfikacji. Z tego powodu w identyfikacji sinic stosuje sie¢ obecnie
podejscie polifazowe, czyli analize molekularng oparta na analizie sekwencji, morfologiczna, i
ekologiczng (Komarek 2016). Istotnym pytaniem jest czy zmienno$¢ obserwowana w obrebie
gatunku jest tylko odpowiedzig na rézne warunki abiotyczne. czy moze tez by¢ przejawem
powszechnego w przyrodzie ciaglego ,.wyscigu zbrojen” pomigdzy konsumentami a ich ofiarami,
jakimi sg w tym wypadku wiasnie sinice — a wigc indukowanym mechanizmem obronnym przed

zjadaniem. Zmiany klimatu, w tym jego ocieplenie, ustepowanie lub skrocenie okresu obecnosci




pokrywy lodowej na jeziorach, zmiany ilogci i rozktadu opadow oraz dlugodci okresu
wegetacyjnego, a takze stratyfikacji w glebokich jeziorach stwarzaja warunki sprzyjajace
rozwojowi sinic. W konsekwencji tych zmian oczekuje si¢ wiec dalszego wzrostu dominacji sinic
W jeziorach eutroficznych i hipertroficznych. Badania podjete przez magistra Lukasza
Wejnerowskiego, jego opiekuna i wspolpracownikow maja na celu wyjasnienie czy i w jaki
sposob zmiany morfologii sinic nitkowatych moga wplywa¢ na najefektywniejszych
konsumentow sinic, czyli Daphnia, oraz wyjasnienie czy Daphnia moga indukowa¢ takie zmiany
u sinic. Magister Wejnerowski zwraca uwage w swoich badaniach na znaczenie szerokosci nici
sinic dla wyzerania przez Daphnia, a wigc tego aspektu morfologii sinic, ktéry byl pomijany w
badaniach nad mechanizmami obronnymi cyjanobakterii przed wyzeraniem. Odpowiedz na te
pytania jest bardzo istotna z punktu przewidywania zmian w planktonie i w catych ekosystemach

jeziornych, szczegélnie w dobie ocieplania klimatu.

Ocena merytoryczna prac skladajacych si¢ na rozprawe doktorska oraz ich wklad w

rozwdj tej dziedziny wiedzy

Pierwsza z ocenianych prac, opublikowana w Journal of Limnology dotyczy weryfikacji
hipotezy, ze zmiana szerokosci i dhugosci nici Aphanizomenon gracile obserwowana sezonowo w
srodowisku naturalnym jest mechanizmem obronnym przeciwko wyzeraniu przez Daphnia.
Autorzy postanowili rowniez sprawdzi¢ czy powyzsze zmiany morfologiczne moga by
wywolywane tylko bezpoérednio przez wyzeranie przez zooplankton, czy réwniez przez sama
obecnos¢ Daphnia i wydzielane przez nie substancje semiochemiczne (kairomony). Oba
eksperymenty wykazaly, Ze szeroko$¢ nici rosta w obecnosci Daphnia lub substancji
wydzielanych przez nie, natomiast dlugos¢ nici malata. Autorzy stwierdzili przy tym, ze dlugosé
nici malata proporcjonalnie w ciggu 6 i 12 dni w obecnos$ci mechanicznego dziatania Daphnia,
natomiast w przypadku braku mechanicznego wplywu Daphnia nici ulegaly skréceniu w
podobnym stopniu bez wzgledu na czas dzialania czynnikoéw. Badacze uznali, ze wzrost
szerokosci i zmniejszenie dhugosci nici moze by¢ mechanizmem obronnym jednak zasugerowali
takze inng hipoteza thumacza zmiany morfologiczne, wg. ktérej jest to odpowiedz sinic na zmiane
w dostepnosci N i P w wyniku krazenia i regeneracji zwiazkéw biogennych przez Daphnia. W

publikacji tej nie widzg istotnych uchybien — metodyka badawcza jest poprawna, opis wynikow i
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tok rozumowania nie budza zastrzezen. Do niewielkich uchybien nalezy pomytka w opisie czasu
dnia i nocy — czas naswietlania D16: L8 i drobne niezrecznosci jezykowe zaznaczone w tekscie

pracy i bedace do wgladu dla Doktoranta.

W drugiej sposréd prac przedstawionych w dysertacii, opublikowanej w 2018 roku w European
Journal of Phycology mgr Wejnerowski i wspotautorzy, postawili sobie za cel zweryfikowanie
wczesniej postawionej hipotezy, ze zmiana morfologii sinic moze wigza¢ sie z regeneracjg
zwiazkow biogennych przez Daphnia. Drugim celem bylo stwierdzenie czy substancje
semiochemiczne wydzielane przez Daphnia lub tez siarczan oktylu, syntetyczny kairomon
Daphnia, wplywajg na rozne gatunki sinic w podobny sposéb Jjak opisane dla wczesniej dla
szezepu A. gracile (SAG 31.79) oraz czy obserwowane zmiany morfologiczne sa w jaki$ sposob
zwigzane ze zdolnoscig cyjanobakterii do produkcji toksyn. Do badan wybrano cztery szczepy A.

gracile, dwa Cylindrospermopsis raciborskii i dwa Planktothrix agardhii.

Sposrod badanych sinic odpowiedz morfologiczng polegajaca na wzroscie szerokosci nici
stwierdzono u wszystkich badanych przedstawicieli Nostocales, natomiast w obydwaoch
szczepach P. agardhii albo nie stwierdzono istotnych zmian w szerokosci albo wrecz jej
zmniejszenie. Analizujge dlugos¢ nici zmiany zanotowano tylko w przypadku jednego ze
szezepow C. raciborskii (SAG 1.97) i mialy one odwrotny charakter niz poprzednio dla A.
gracile — dlugos¢ nici wzrosta zaréwno w obecnosci zwiazkow wydzielanych przez Daphnia jak

i syntetycznych kairomonow.

Weryfikacje ,.hipotezy biogenowej™ przeprowadzono na podstawie pomiaréw stezenia zwigzkow
biogennych w pozywkach w trakcie eksperymentu oraz, dla Nostocales, na podstawie liczby
heterocytéw w warunkach kontrolnych i eksperymentalnych. Wyniki tych analiz pozwolilty
odrzuci¢ hipotezg o regeneracji zwiazkéw biogennych przez Daphnia jako ttumaczacg wzrost
grubosci nici 4. gracile i C. raciborskii pomimo, ze wykazaly wzrost stezenia jonow amonowych
w warunkach eksperymentalnych z zywymi Daphnia. W badaniach nie stwierdzono réwniez
wzrostu gruboscei $ciany komoérkowej pod wptywem Daphnia, dzieki czemu nici sinic moglyby
si¢c sta¢ bardziej sztywne i trudniejsze do zlamania — grubo$¢ $cian komorkowych byla

proporcjonalna do grubosci nici i nie zalezata od obecnosci Daphnia.
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Nie stwierdzono rowniez aby wzrost grubosci nici byl zwigzany z produkcja toksyn przez badane
szezepy. Tylko w przypadku szczepu P. agardhii SAG 6.89 zidentyfikowano trzy kongenery
mikrocystyn (MC-LR, RR i YR), a w zadnym ze szczepoéw nie stwierdzono obecnosci
cylindrospermopsyny. Interesujace jest jednak dlaczego nie badano obecnosci saksitoksyn? W
szczepach C. raciborskii wystgpujacych w Europie jak dotychczas nie stwierdzono produkcji
cylindrospermopsyny ani saksitoksyny, wiadomo jednak, ze C. raciborskii wystgpujacy w
Brazylii jest silnym producentem saksitoksyn. A kolei szczepy A. gracile wystgpujace w Europie
znane sg z produkeji zaroéwno saksitoksyn jak i cylindrospermopsyny. Jesli wigc doktorant cheial
wykluezy¢ ewentualna koincydencje kosztownych zmian morfologicznych oraz kosztownej
toksycznosci powinien sprawdzi¢ réwniez obecnosé saksitoksyn, ktére wystepuja w niektorych

szczepach badanych gatunkéw i moga oddzialywaé negatywnie na zooplankton.

Bardzo interesujagcym wynikiem opisanym w drugiej publikacji jest stwierdzenie, ze Planktothrix
agardhii, przedstawiciel Oscillatoriales, albo nie wykazywata zadnych zmian morfologicznych
pod wplywem Daphnia albo jej nici byly istotnie ciensze. Opisane zmiany nie wigzaly sie
rowniez z obecnoscig toksyn. Brak widocznego mechanizmu obronnego w stosunku do Daphnia
u P. agardhii, w postaci poszerzenia nici jest istotny i warty dalszego przetestowania z innymi
szczepami tego gatunku, jako, Ze w przypadku tej sinicy zanotowano wyrazne sezonowe zmiany
w morfologii w srodowisku naturalnym. Ponadto P. agardhii jest jednym z gatunkéw tworzacych

w naszych jeziorach ucigzliwe, nawet caloroczne, zakwity.

W trzeciej z zaprezentowanych prac. opublikowanej w 2015 roku w Zoological Studies
porownany jest wplyw 4. gracile i C. raciborskii na historig zycia Daphnia. W publikaciji tej Pan
magister Wejnerowski i wspotpracownicy wykazali, ze A. gracile o niciach istotnie szerszych niz
C. raciborskii wywiera bardziej negatywny wplyw na Daphnia niz C. raciborskii. Objawialo si¢
to tym, ze Daphnia przystgpujaca do rozrodu byla mniejsza i miala mniej liczne potomstwo niz
w przypadku wplywu Cylindrospermopsis o wezszych niciach. Interesujace jest, ze rodzaj
pokarmu nie wplynat na wielko$¢ osobnikéw potomnych, co sugerowalo, ze w ztych warunkach

pokarmowych Daphnia inwestujg w silne potomstwo.



Wyniki opisane w tej publikacji sa istotne dla zrozumienia dynamiki populacji Daphnia w
srodowisku zdominowanym przez rozne gatunki sinic nitkowatych, niemniej wywolaly kilka
pytan i watpliwosci. Po pierwsze dlaczego Doktorant i wspélautorzy wybrali do eksperymentu
dwa gatunki sinic? Roznice w reakeji Daphnia na inny pokarm, tzn. badane gatunki sinic, mogly
wynika¢ nie tylko z samych szerokosci nici czy ich sztywnosci i tamliwosci ale takze z roznych
wartosci odzywczych czy obecnosci roznych metabolitow wtornych. Jak sami Autorzy zauwazyli
w dyskusji, w kolejnych eksperymentach powinno si¢ dobiera¢ rézne morfologicznie szczepy
tego samego gatunku. Co ciekawe Doktorant dysponowal szczepem A. gracile (SAG 31.79) o
dwoch morfotypach, a jak wykazal w kolejnej pracy, mozliwe jest rozdzielenie tych morfotypow
przynajmniej na jakis. Wydaje sig, ze zapoczatkowanie eksperymentéw nad wplywem grubosci
nici sinic na Daphnia od uzycia tego samego gatunku czy nawet szczepu i zweryfikowanie

wynikéw na innych gatunkach byltoby lepszym podejsciem metodycznym.

Drugie pytanie wigze si¢ wlasnie z faktem istnienia w hodowli 4. gracile morfotypéw o cienkich
1 grubych niciach. Czy wigc w pierwszym eksperymencie, w ktorym obserwowano zmiane
morfologii tego samego szczepu A. gracile (SAG 31.79), zmiana ta nie wynikala czesciowo z
wyjadania przez Daphnia cienszych nici i w konsekwencji zmiany struktury zespotu, a nie ze
zmiany morfologicznej poszczegoélnych nici, i jak autorzy sugerowali, inwestowania przez A.
gracile w budowe grubszych nici. Cho¢ podobne zmiany morfologiczne obserwowano w
obecnosei samych zwigzkéw wydzielanych przez Daphnia (bez jej mechanicznego wplywu).
jednak byly one mniejsze, mozliwe jest wigc nakladanie sie tych dwoch mechanizméw. Brak
tego aspektu w pierwszej z publikacji, zaczynajacej caly cykl badan nie jest niepokojacy. szkoda

Jednak, ze Doktorant nie ustosunkowat sie do tego we wprowadzeniu do dysertacji.

Kolejna watpliwos¢, jaka mam w zwiazku z omawiang pracg dotyczy sposobu przedstawienia
metod. Uklad i dlugo$¢ trwania eksperymentéw oraz sposéb pobierania i taczenia prob opisane sa
w dosy¢ zawily sposob. By¢ moze tabela lub schemat graficzny ulatwilyby czytelnikowi
zrozumienie tego, czego nie udato si¢ przedstawi¢ jasno w tekscie? Dodatkowo, rodzi sie pytanie
dlaczego mierzono grubos¢ tylko 30 nici, a dtugos¢ 150 nici skoro to wlasnie grubo$é nici jest
motywem przewodnim prezentowanych badan? Watpliwosci budzi sposob przedstawienia
wynikéw dotyczacych zmiany grubodei nici 4. gracile. W streszczeniu i w dyskusji Autorzy

pisza o zmianie proporcji pomigdzy liczba cienkich i grubych nici wynikajaca z wyjadania
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cienkich nici przez Daphnia, natomiast w innych miejscach o wzrodcie liczby grubych nici. Nie
wiadomo wigc czy opisywane zmiany wynikaja tylko ze spadku liczby cienkich nici i w
konsekwencji zmiany proporcji pomiedzy grubymi i cienkimi niémi, czy wigzg sie z

rzeczywistym wzrostem liczby grubych nici np. w wyniku ich pogrubiania w obecnosci Daphnia.

Czwarta z kolei publikacja przedstawiona w ramach rozprawy opisuje réznice w budowie $cian
komorkowych badanego juz wezesniej szezepu A. gracile (SAG 31.79) i ich implikacje dla
mechanizmu odpornosci na wyzeranie. Autorzy stwierdzili, ze ciefisze nici A. gracile
charakteryzowaly si¢ rowniez ciensza sciana komérkowa oraz, ze grubosé sciany komorkowej
korelowala z gruboscig nici. W ten sposob szersze nici byly tez pewnie sztywniejsze 1 bardziej
odporne na zlamanie, co thumaczytoby ich odpornosé na wyjadanie przez Daphnia. Doktorant
stwierdzil réwniez, ze mniejszej grubosci nici (szczegélnie tych najwezszych) towarzyszyla
zwigkszona wakuolizacja i znieksztalcenie komérek co bylo najprawdopodobniej przejawem
gorszego stanu fizjologicznego nici czy wrecz ich obumierania i moglo tlumaczy¢ ewentualna
wigkszg podatnos¢ na wyzeranie. Wigksza podatnosé na wyzeranie populacji sinic w ztym stanie
fizjologicznym byla juz opisywana wezesniej (Gliwicz 1990). Interesujace jest jednak czy W
trakcie zamierania i autolizy elementéw protoplastu, grubosé sciany komorkowej nie powinna

by¢ proporcjonalnie wigksza niz w zdrowych komérkach w dobrym stanie fizjologicznym?

W pigtej i ostatniej z prezentowanych prac. opublikowanej w 2017 w Aquatic Ecology.
Doktorant i wspolautorzy stwierdzili zmiany w budowie aparatu filtracyjnego Daphnia w
obecnosci sinic nitkowatych o réznej grubosci nici. Generalnie polegaly one na zgrubieniu
szczecin filtracyjnych i zmniejszeniu wielkosci oczek w aparacie filtracyjnym. Aby
wyeliminowa¢ efekt zmiany wielkosci samych Daphnia w obecnosci sinic nitkowatych
przedstawiono wzgledne zmiany grubosci szczecin i stwierdzono, ze zwiekszaly sie one u
kazdego z badanych klon6w Daphnia. Podobnie jak wigkszosci prezentowanych w rozprawie
doktorskiej badan wpltyw 4. gracile byl silniejszy i bardziej negatywny niz wptyw C. raciborskii.
Ten 1 wczesniej prezentowane wyniki sugerujg wiec, ze C. raciborskii, inwazyjny w Europie
gatunek sinicy, wydaje si¢ by¢ mniej odporny na wyzeranie przez Daphnia, niz rodzimy gatunek
A. gracile. Pomimo tego jednak w ostatnich dekadach, wraz z ocieplaniem klimatu obserwujemy
stale przesuwanie si¢ jego zasiggu na pélnoc. Interesujace jest wiec jak wygladaja zaleznosci

pomigdzy C. raciborskii i filtratorami w warunkach naturalnych w naszych jeziorach.



Podsumowanie

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska jest zbiorem bardzo wartosciowych publikacji
rozwiazujacych problem naukowy jakim jest mechanizm odpornosci sinic nitkowatych na
wyzeranie przez Daphnia oraz mechanizm negatywnego wplywu nietoksycznych szczepow sinic
nitkowatych na Daphnia. Zaprezentowane publikacje stanowia spdjny cigg logiczny z
prawidlowo postawionymi hipotezami badawczymi, ktére sa weryfikowane w danej publikacji
lub w kolejnych. Zastosowane metody badawcze oraz metody statystyczne sa prawidlowe i
zgodne ze standardami nowoczesnych badan, podobnie jak wyciagane wnioski. Wszystkie
publikacje zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach o wspdlczynniku wplywu
migdzy 0,885 a 2,412. Zaznaczone w recenzji watpliwosci i pytania, nie umniejszaja wartosci
publikacji. Wynikaja one z glebokiego zainteresowania hipotezami badawczymi i
przedstawionymi wynikami i powinny by¢ traktowane jako przyczynek do dyskusji 1 dalszego

rozwoju.

Przedstawiona dysertacja spefnia wymogi stawiane pracom doktorskim zgodnie z Ustawg z 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym (tekst jednolity, Dz. U. 2014 poz.
1852). Moja ostateczna ocena rozprawy doktorskiej magistra L.ukasza Wejnerowskiego jest
bardzo wysoka i przedkladam Radzie Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu wniosek o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto w zwiazku z podjeciem bardzo interesujacego i pomijanego dotad aspektu zaleznosci
pomiegdzy Daphnia i nitkowatymi sinicami, kompleksowego podejscia do problemu badawczego
oraz odkrycia waznych zaleznosci, ktére moga przyczynié¢ si¢ do zrozumienia i prognozowania
zmian planktonu w jeziorach zdominowanych przez sinice nitkowate WNOSZE 0 rozwazenie przez

Wysoka Rade Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu przyznania

wyrdznienia recenzowanej pracy.
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