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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasza Mroza pt. ,Dynamika zmian wybranych
parametrow fizjologicznych oraz skladu pierwiastkowego podczas przejscia C3 — CAM

u Mesembryanthemum crystallinum L.”

Rozprawa doktorska mgr inz. Tomasza Mroza, doktoranta Wydziatu Nauk Scistych
i Przyrodniczych Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie zostala
wykonana pod kierunkiem Pana dr hab. Andrzeja Kornasia. prof. UP (promotor) oraz dr hab. Kamila
Brudeckiego, prof. IFJ PAN (Instytut Fizyki Jadrowej w Krakowie, promotor pomocniczy) w
Instytucie Biologii i Nauk o Ziemi UP. Praca ta jest kontynuacja tematyki naukowej realizowanej juz
wezesniej przez grupy badawcze z udzialem Pana Promotora. Rozprawa doktorska jest obszernym
1 starannym opracowaniem naukowym o interdyscyplinarnym charakterze. Doktorant, wykorzystujac
réznorodne techniki badawcze, przeprowadzil interesujgce analizy 1 pomiary procesow
metabolicznych i skladu chemicznego liSci Mesembryanthemum crystallinum podczas wczesnych
etapéw indukeji fotosyntezy CAM, po podaniu roztworu NaCl do podtoza wzrostowego roslin.
Doktorant staral si¢ zaprezentowaé dynamike zmian zwigzanych z modyfikacja procesu fotosyntezy
1 transpiracji, aktywnosci skladnikéw systemu antyoksydacyjnego oraz zmian skfadu
pierwiastkowego i izotopowego tkanek - poszukujac cech, ktdre warunkujg przejscie metabolizmu C3
na CAM u roslin doswiadczalnych.

Rozprawa doktorska mgr T. Mroza ma ukiad typowy dla pracy eksperymentalnej - obejmuje
253 strony wydruku, w tym rozdzialy: Wprowadzenie (63 strony), Cel pracy (1 strona), Material
i metody (14 stron), Wyniki (37 stron), Dyskusja (53 strony) i Podsumowanie (2 strony). Rozprawa
doktorska jest opracowaniem napisanym w jezyku polskim, zawiera takze streszczenie w jezyku
polskim i angielskim. W pracy umieszczono ogromny spis 781 pozycji cytowanego pismiennictwa
obejmujgcy w duzej mierze angielskojezyczne prace oryginalne (67 stron wydruku). Wstep rozprawy
doktorskiej zostal podzielony na dwie gldéwne czesci. z ktérych kazda posiada szereg podrozdzialow

(odpowiednio cztery i dziewiec¢). Doktorant scharakteryzowal, w pierwszej kolejnosci, biologie
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gatunku M. crystallinum ze szczegdlnym uwzglednieniem wplywu stresu solnego na rozwoj tej
rosliny, przeanalizowal takze uwarunkowania procesu fotosyntezy (typu C3) oraz czynniki indukujgce
metabolizm typu CAM u M. crystallinum w $rodowisku (ok. 19 stron). W drugiej czesci
Wprowadzenia przedstawil podstawy i opisal mozliwe zastosowania réznorodnych technik, w tym
fizyki jadrowej. spektroskopii mas, oraz metod z zastosowaniem fluorescencji w badaniach
biologicznych. Kolejno zostaty szczegdtowo omdwione: podstawy neutronowej analizy aktywacyjnej
(wraz z historig badan), spektrometria promieniowania gamma, a nast¢pnie spektrometria typu IRMS,
spektroskopia FT-Ramana, oraz podtoze pomiaréw fluorescencji chlorofilu. Oméwienie stosowanych
technik obejmuje az okoto 44 strony wydruku, duzo uwagi poswigcono zwlaszcza dwom pierwszym
technikom, stosunkowo mato znanym biologom roslin. Omawiane tresci zostaly zobrazowane
przydatnymi i dobrze wykonanymi wlasnymi schematami, rozdzial zawiera az 26 rycin oraz szes¢
tabel. Generalnie nie mam wielu uwag krytycznych do tego rozdziatu pracy doktorskiej. Nasuwa sie
tylko sugestia, iz wiecej uwagi we Wprowadzeniu powinno si¢ poswigci¢ problematyce badan, ktéra
nieco ,,umyka”, przy tak obszernym oméwieniu i charakterystyce stosowanych technik badawczych,
zwlaszcza ze niektore fragmenty opisu pasuja takze do kolejnego rozdzialu omawiajacego stosowane
metody (np. tabele 1.3, 1.4). Nalezy jednak przyznac, iz rozdzial Wprowadzenie ocenianej rozprawy
doktorskiej jest interesujacy, dobrze napisany, trafnie uwzglednia najwazniejsze informacje i pozycje
piSmiennictwa zwigzane z tematyka zainteresowan Doktoranta. Rozdzial ten zostal ponadto
poprzedzony obszernym spisem stosowanych skrotow, co ulatwia podazanie za podawanymi
informacjami.

Cel recenzowanej rozprawy doktorskiej zostal sprecyzowany i okreslony jako poznawanie
dynamiki zmian w tkankach Mesembryanthemum crystallinum nastepujacych podczas przemiany
fotosyntezy typu C3 na metabolizm typu CAM - indukowany zasoleniem podloza wzrostowego.
Doktorant nakreslit cztery hipotezy badawcze: i) dobowe zmiany w wymianie gazowej towarzysza
przejsciu i indukcji fotosyntezy typu CAM, ii) nastgpuje wowczas zmiana funkcjonowania aparatu
fotosyntetycznego i systemu antyoksydacyjnego, iii) towarzysza temu przejSciu modyfikacje widm
promieniowania FT-Ramana, iv) indukcja metabolizmu typu CAM prowadzi do odmiennego tempa
akumulacji roznych pierwiastkow - zaleznego nie tylko od ich aktualnej dostepnosci, ale i zapotrzebo-
bowania dla danego typu fotosyntezy. Analizujac rozprawe i uzyskane wyniki badan, mozna
stwierdzi¢, ze postawiony cel pracy zostat zrealizowany a hipotezy badawcze zostaly zweryfikowane.

Zastosowany w pracy doktorskiej uktad eksperymentalny, metody badan i materiat roslinny
zostaly odpowiednio dobrane do realizacji zatozonych celow i nie budza moich zastrzezen. Rozdziat
przedstawiajgcy material doswiadczalny i metodyke zostal podzielony na trzy gtéwne podrozdziaty
opisujace materiat roslinny, analizy biochemiczne oraz instrumentalne - zawierajgce w wigkszosci

szczegdtowe informacje o zastosowanych metodach. W badaniach wykorzystano interesujacg rosling
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— bedacg fakultatywnym halofitem. o typie fotosyntezy CAM w fazie dojrzatej, zwanym
przypoludnikiem lub krysztatkg 1$nigca (Mesembryanthemum crystallinum L.). M. crystallinum jest
gatunkiem modelowym w badaniach fotosyntezy CAM oraz fizjologii halofitéw, rolina ta byla juz
stosowana w danej grupie badawczej w latach wczesniejszych. Doktorant przeprowadzal badania
zarOwno z uzyciem nieuszkodzonych roslin, suszonych probek, jak homogenatow z lisci. Zastosowat
model eksperymentalny obejmujacy podawanie roztworu NaCl (0,4 M) do podioza wzrostowego
ro$lin M. crystallinum w pomieszczeniu szklarniowym. Wykonat nieinwazyjne pomiary fluorescencji
chlorofilu ¢ i wymiany gazowej lisci M. crystallinum. Doktorant przeprowadzil analizy
spektrofotometryczne oznaczajac zawarto$¢ jablczanu, poziom peroksydacji lipidow, zawarto$é
biatka i aktywnos¢ enzymu katalazy oraz zastosowal metode elektroforezy oznaczajac aktywnosé
izoform dysmutazy ponadtlenkowej, ponadto wykorzystat techniki bio/fizyczne i chemii analitycznej.
Doktorant analizowat sklad izotopowy wegla i azotu, zastosowal spektroskopie FT-Ramana oraz
neutronows analize aktywacyjng - dzigki stazom i wspdtpracy z wyspecjalizowana w tych badaniach
zagraniczna jednostka naukowa. Nalezy podkresli¢, iz szeroki zakres uzytych metod i ré6znorodnych
technik badawczych jest atutem ocenianej rozprawy doktorskiej. Nasuwajg si¢ jednak pewne uwagi
do tego rozdziatu: w niektérych opisach do§wiadczen brakuje odnosnikéw do literatury metodycznej
(str. 79-80. podrozdziat 3.3.3, str. 81 1 3.3.5, str. 83), brakuje nazwy tabrycznej spektrofotometru (str.
77-78). stwierdzono obecnos¢ drobnych bledow (str. 81, 84), niektdre opisy metod powinny by¢
bardziej szczegbétowe (str. 81). Uwazam, ze nalezatoby uwzgledni¢ takze metody charakterystyki
materiatu roslinnego (jak parametry wzrostowe). Brakuje niektorych informacji o wzroscie roslin, np.
jak czesto podlewano roztworem NaCl oraz wyjasnienia, co Doktorant rozumie pod pojeciem
~warunki polkontrolowane”, zwrotu czgsto uzywanego (np. str. 74, 135). Przeglad omawianego
rozdzialu. lgcznie z wynikami prezentowanymi w nastepnej czesci rozprawy doktorskiej. pozwala
jednak stwierdzi¢, ze mgr inz. T. Mréz dobrze opanowal i zastosowat aktualne metody badawcze w
biologii eksperymentalnej roslin.

Rozdzial opisujacy wyniki badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej zostal
podzielony na dziewie¢ podrozdzialéw. Rozdziat Wyniki zawiera lgcznie 17 rycin (wykresy) i 27
tabel (niektére obszerne). Doktorant opisywal kolejno: dynamike zmian zawartosci jablczanu w
tkankach w trakcie indukcji metabolizmu CAM u badanych roslin M. crystallinum. W kolejnym etapie
badan przeprowadzil analiz¢ poziomu stresu oksydacyjnego (peroksydacja lipidow) oraz aktywnosci
sktadnikéw systemu antyoksydacyjnego: katalazy i izoform dysmutazy ponadtlenkowej. Nastepnie
Doktorant przedstawit parametry zwigzane z funkcjonowaniem aparatu fotosyntetycznego lisci M.
crystallinum - wynikajace z pomiaréw fluorescencji chlorofilu a oraz wymiany gazowej, analizowal
takze widma fluorescencyjne lisci. Kolejnym etapem badan byty pomiary sktadu izotopowego azotu

1 wegla. a nastgpnie uzycie spektrometrii ramanowskiej do analiz pasm charakterystycznych
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dla chlorofili i karotenoidow. Koncowym etapem badan byta analiza sktadu chemicznego lisci metoda
neutronowej analizy aktywacyjnej — jest to najobszerniejsza czgs¢ Wynikow, obejmujaca 17 tabel
prezentujacych przedstawicieli wszystkich grup uktadu okresowego pierwiastkow, ktére udato sie
wykry¢ z uzyciem tej techniki w probkach z lisci M. crystallinum. Posréd wykrytych pierwiastkow
znajdujg sie rzadkie oraz te o ilosciach sladowych, w tym przedstawiciele lantanowcow (wigkszos¢
pierwiastkow z tej grupy) i aktynowcow. Nalezy stwierdzi¢, ze opis wynikéw badan w ocenianej
rozprawie doktorskiej jest poprawny, klarowny i logiczny. Uzyskane wyniki badan zostaly poddane
analizie statystycznej. Po fragmentach omowienia wynikow cytowane sa wlasciwe ryciny lub tabele,
ktore opatrzone sg odpowiednimi podpisami i/lub legenda. W ramach pracy doktorskiej mgr inz. T.
Mroz uzyskatl szerokg game wynikow, czesto niejednoznacznych, ale wskazujacych na tendencje
zmian, ktore uwidaczniajg si¢ wyraznie w koncowym etapie przejscia M. crystallinum na metabolizm
CAM. Do interesujacych wynikow uzyskanych w pracy doktorskiej nalezy zaliczy¢ wykazanie:
i) ograniczenia transpiracji juz na wczesnych etapach przechodzenia na metabolizm CAM,
ii) potwierdzenie zmian stezenia jabtczanu i charakterystycznej dobowej wymiany CO; dla tych
etapow, iii) stwierdzenie braku wyraznych réznic w parametrach okreslajacych aktywnos¢ PSII oraz
braku réznicy we frakcjonowaniu izotopowym N i1 C, iv) wykazanie modyfikacji w zawartosci
karotenoidow w badanych etapach (widma ramanowskie), v) zaprezentowanie unikatowego skladu
pierwiastkowego lisci M. crystallinum, podstawy do dalszych poréwnan, v) wskazanie roli siarki w
procesie dostosowania do warunkéw stresowych. Doktorant zasugerowal ponadto mozliwos¢
wykorzystania M. crystallinum w fitoremediacji gleb zanieczyszczonych niklem, natomiast nie
rekomenduje zastosowan tych roslin na glebach z nadmiarem glinu. Po analizie rozdziatu
prezentujacego wyniki eksperymentéw moge stwierdzi€, iz sposob przedstawienia i opis wynikow
badan uzyskanych w ramach pracy doktorskiej nie budza wigkszych zastrzezen. Nasuwa si¢, jednakze
kilka drobnych sugestii: nie wszystkie podpisy pod rycinami zawierajg wyczerpujgce informacje (Rys.
4.1), niewielkie tabele nie powinny by¢ rozdzielane na kolejne strony (tabele 4.1, 4.2,4.17,4.19.4.21,
4.24). Uwazam, iz przedstawiajac wyniki aktywnosci katalazy (czy SOD) dobrze by bylo poda¢
wyniki zawartosci H>O, w tych samych punktach pomiarowych lub chociaz barwienia DAB (j. ang.
diaminobenzidine tetrahydrochloride staining) lisci. Nalezy ponadto zalowac, ze nie przedstawiono
charakterystyki materiatu roslinnego, np. podstawowych parametréw wzrostowych, zawartoéci wody,
czy dokumentacji fotograficznej prezentujgcej analizowane rosliny.

Dyskusja jest bardzo obszernym rozdzialem rozprawy doktorskiej, w ktérej przeanalizowano
wyniki badan wlasnych i poréwnano z licznymi danymi opublikowanymi przez inne grupy badawcze.
Na podstawie uzyskanych wynikow sformulowano podsumowanie i wyciagnieto wnioski, bedace
logicznym nastepstwem przeprowadzonych badan. Zaprezentowane i dyskutowane wyniki badan
przyczyniaja si¢ niewatpliwie do poszerzenia wiedzy o biologii M. crystallinum jako fakultatywnego
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halofita, zwlaszcza o przejsciu do fazy dojrzalej tej rosliny i mato poznanej dynamice zmian
towarzyszacych modyfikacji metabolizmu fotosyntetycznego na typ CAM. Generalnie oceniana
rozprawa doktorska dobrze wpisuje si¢ we wspolczesne, wieloaspektowe, interdyscyplinarne
rozwazania dotyczace mozliwosci odpowiedzi roélin na czynniki oddzialujace na kondycje roslin
i warunkujace przejscie do innej fazy rozwojowej. Nie nasuwa sie wiele uwag dotyczacych rozdzialu
Dyskusja w ocenianej rozprawie. Czytajac ten dobrze napisany i ciekawy rozdziat odnositam jednak
wrazenie, iz wlasne osiagniecia mgr inz. T. Mroza znikaja na tle nadmiaru danych literaturowych
i nie zawsze sg podkreslone w odpowiednim stopniu (warto cytowa¢ wlasne ryciny i tabele). Zatuje.
iz w tak obszernym rozdziale zabraklo schematu lub tabeli z podsumowaniem uzyskanych wynikow.
Uwazam, iz rozdziat Dyskusja raczej nie powinien obejmowac wigcej stron niz prezentacja wynikow,
mozna zatlowag, Ze nie przeniesiono niektérych fragmentéw (np. ze stron: 135, 139, 141. 149, 153,
160, 164, 173) do Wprowadzenia (dodanie informacji o analizowanych pierwiastkach byloby mile
widzianym wzbogaceniem wstepnego rozdziatu). Nalezy jednak stwierdzi¢, iz problematyka
badawcza z zakresu zainteresowan zostata bardzo dobrze opanowana. Doktorant wykazal dobra
znajomos¢ terminologii naukowej, potrafil interpretowa¢ wyniki eksperymentow i umiejetnie
analizowac liczne opublikowane dane innych badaczy. Generalnie Doktorant starat sie krytycznie
ustosunkowa¢ do wynikow badan wiasnych, co $wiadczy o dojrzatosci pogladow i jest wazne w pracy
naukowej. O doswiadczeniu mgr inz. T. Mroza jako badacza, $wiadczg rowniez liczne opublikowane
prace oryginalne, w ktorej jest wspotautorem (ponad 20). jak réwniez udzial w stazach, projektach
oraz w konferencjach naukowych, w tym wygloszenie kilku referatéw na zjazdach zagranicznych.
Oczekuje, ze na obronie rozprawy doktorskiej. mgr inz. T. Mr6z przedstawi brakujaca dokumentacje
fotograficzng prezentujaca badang rosling, poda dane dotyczgce wzrostu M. crystallinum oraz
przyblizy znaczenie i role tej rosliny (np. zainteresowata mnie informacja o zastosowaniu jako rosliny
jadalnej, str. 168). Chcialabym, aby Doktorant podat informacje o tym, czy po podaniu NaCl do
podioza wystepuja u M. crystallinum symptomy stresu oksydacyjnego (i/lub innego stresu wtornego,
uwzgledniajac takze potencjalne zmiany zawartosci wody w tkankach) podczas etapow przejscia C3
— CAM. Oczekuje takze wskazania, ktore aspekty badan wlasnych warto kontynuowaé i uzupetnié

w najblizszej przyszlosci.

Rozprawa doktorska mgr inz. T. Mroza jest napisana poprawnym jezykiem naukowym, bez
wickszych bledow. Praca jest odpowiednio zredagowana, prawidlowo cytowane sg publikacje
naukowe innych autoréw a spis literatury jest ujednolicony. Uwazam, iz przedstawiona do recenzji
praca jest estetyczng i staranng rozprawg doktorska, ktorg z przyjemnoscia sie czyta. Znaleziono
jednak pewne niedociagnigcia, np. drobne niezrecznosci jezykowe (str. 112, 115, 130). Niepotrzebnie

pozostawiono puste fragmenty bez tekstu (str. 6. 73, 97). W tekscie rozprawy doktorskiej stwierdzono



takze drobne bledy literowe (na stronach: 11, 13, 14, 18, 19, 20, 24, 26, 28, 41, 42, 46, 49, 53, 61, 70,
77, 83,96, 112, 118, 121, 123, 128, 129, 133, 136, 137, 139, 142, 143, 149, 150, 154, 158, 159, 165,
167, 174, 176, 180, 193, 199). Odnosze wrazenie, iz spis bibliografii jest nadmiernie rozbudowany.
W obszernym rozdziale Bibliografia stwierdzono jedynie nieliczne niedociagniecia, np. brakuje
czasami numerow stron lub innych szczegdtow dotyczacych artykutu, sa tez drobne bledy literowe
(np. str. 206, 207,210,211, 212,214, 215,219, 221, 225,227, 232,236, 238, 239, 241, 242, 243, 246,
248, 252). Podsumowujgc, chciatabym jednak podkresli¢, ze wymienione uwagi krytyczne nie

umniejszajg wartosci naukowej rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasza Mroza.

Whiosek koncowy

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasza Mroza miesci si¢ w zakresie dyscypliny
nauki biologiczne (dziedzina nauk $cistych i przyrodniczych), jest aktualna naukowo a pewne aspekty
sa poznane w niewielkim stopniu. Stwierdzam, iz oceniana rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst
jednolity: Dz.U. z 2021 r. poz. 478). Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej uwazam, ze
Doktorant zrealizowat cele postawione w pracy, opanowal wspétczesne metody badawcze, uzyskane
wyniki eksperymentalne sg oryginalne, dyskusja zostata prawidlowo przeprowadzona oraz napisana
ze znajomoscig terminologii naukowej. Stwierdzam, jako recenzent, ze praca doktorska mgr inz.
Tomasza Mroza zatytutowana: ,,Dynamika zmian wybranych parametréw fizjologicznych oraz skladu
pierwiastkowego podczas przejscia C3—CAM u Mesembryanthemum crystallinum L.” spelnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Wystepuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie z wnioskiem
o dopuszczenie Pana mgr inz. Tomasza Mroza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto,
biorge pod uwage zaangazowanie i naktad samodzielnej pracy Doktoranta, réznorodnos¢ metod

badawczych oraz nowatorstwo wynikéw badan wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

p VAV.YAY.V,

Prof. dr hab. Iwona Ciereszko
Katedra Biologii i Ekologii Roslin
Wydzial Biologii UwB

Biatystok, 8.09.2023 r.



