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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Kakol
»Wplyw struktury populacji i czynnikow srodowiskowych na zawartosé hydroksyproliny
i kolagenu w skorupiakach battyckich”
“The influence of population structure and environmental factors on the hydroxyproline and collagen
level in Baltic crustaceans”
zrealizowanej w Zakladzie Ekologii Eksperymentalnej Organizméw Morskich,
na Wydziale Oceanografii i Geografii Uniwersytetu Gdanskiego
pod kierunkiem prof. dr hab. Anny Szaniawskiej

Podstawa: Pismo (G200-1610-384/2019) z dnia 28 maja 2019 roku otrzymane od Pana Dyrektora
Instytutu Oceanografii UG dr hab.Mariusza Sapoty prof. nadzw, z prosba o opracowanie recenzji
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Kakol ,,Wplyw struktury populacji i czynnikow srodowiskowych
na zawartos¢ hydroksyproliny i kolagenu w skorupiakach battyckich”.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Agnieszki Kagkol, zatytutowana ,,Wplyw struktury
populacji i czynnikow Srodowiskowych na zawartos¢ hydroksyproliny i kolagenu w skorupiakach

battyckich” stanowi prezentacje badan nad wystgpowaniem hydroxyproliny i kolagenu
w skorupiakach battyckich oraz rolag hydroxyproliny i kolagenu w procesach fizjologicznych tych
zwierzat.

Rozktad osobnikéw w populacji okresla jej strukture (struktura genetyczna i ekologiczna). Struktura
ekologiczna obejmuje cztery typy rozktadu osobnikow w populacji na grupy: wiekowy, ptci, funkcji
i w przestrzeni. Wszystkie organizmy morskie pozostaja pod wptywem dziatania wielu czynnikow
abiotycznych i biotycznych, ktorym podlegaja w swoim $rodowisku. Temperatura, zasolenie,
dostepnos¢ tlenu, ilos¢ i jako$¢ pokarmu, struktura ekologiczna populacji a takze ezynniki
antropogeniczne  np. zanieczyszczenia rolnicze, komunikacyjne, przemystowe, komunalne sa
przyktadami najwazniejszych sposrod czynnikow ksztattujacych ich  wzrost, reprodukcje
i przezywalnos¢.

W ramach przedstawionej do oceny pracy doktorskiej Doktorantka podjeta sie¢ badan nad wptywem
czynnikow biotycznych i abiotycznych oraz ich potagczonym wptywem na zawarto$¢ hydroksyproliny
i kolagenu u wybranych skorupiakow baltyckich. Zwierzgta wykazuja réoznorodne przystosowania
morfologiczne, behawioralne i fizjologiczne do zmieniajgcych si¢ warunkdéw srodowiskowych.

U wicgkszo$ci organizméow, W tym skorupiakéw morskich, zmiany zachodzace w funkcjonowaniu
osobnikéw danego gatunku sg mozliwe do kontrolowania na podstawie sktadu chemicznego ich
tkanek. Jednym ze sktadnikow tkanek zwierzat morskich jest hydroksyprolina.

Skorupiaki sa najliczniejsza i najbardziej zréznicowang grupa stawonogdéw zyjacych w morskim
srodowisku. Ich wzrost i rozwoj determinujg czynniki abiotyczne i biotyczne m.in. rosna wolniej
w warunkach niskiej temperatury, ograniczonej dostgpnosci tlenu oraz ograniczonych zasobow,
jednak mechanizmy odpowiedzialne za takie strategie sa u tej grupy zwierzat mato poznane.



Uwazam, ze tytul dysertacji ,,Wplyw struktury populacji i czynnikow srodowiskowych na zawartosé
hydroksyproliny i kolagenu w skorupiakach baltyckich” w petli odpowiada tematyce badan oraz
nalezycie informuje o ich przedmiocie i zakresie. Problematyka przedstawiona w przedtozonej do
oceny pracy jest trafna i aktualna, o duzym znaczeniu poznawczym ale i praktycznym.

Tematyka pracy dotyczy bardzo waznego nie tylko biologicznie, ale przede wszystkim ekologicznie
zagadnienia odnoszacego si¢ do oddziatywan wewnatrzpopulacyjnych.

Struktura pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Agnieszki Kakol pod w/w tytutlem obejmuje 160
stron standardowego maszynopisu wraz ze spisem literatury, streszczeniem (w j. polskim
i angielskim), wykazem ilustracji (rysunki i fotografie) i wykazem tabel (w j. polskim i angielskim).
Dodatkowo dysertacja zaopatrzona jest w Aneks (strony nienumerowane) zawierajacy tabelaryczne
zestawienie wynikow (Aneks zawiera 46 tabel).

Od strony formalnej praca jest poprawnie zredagowana, zawiera siedem gléwnych logicznie
nastepujacych po sobie rozdziatow - Wstep, Materiaty i Metodyka badan, Wyniki badan, Dyskusja,
Whioski, Streszczenie, Spis literatury. W rozprawie wyniki badan zamieszczono na 45 rysunkach
oraz 13 fotografiach. W rozdziatach 1, 2, 3 i 4 wydzielono podrozdziaty I, I, III rzedu. Podziat taki
zwigksza czytelnos$¢, utatwia analiz¢ omawianych tresci i jest zgodny z przyjetym uktadem dla prac
naukowo-badawczych i doktorskich. Rozprawa napisana jest starannie i nie budzi zastrzezen
merytorycznych

Zalozenia i cel pracy

Praca doktorska mgr Agnieszki Kakol stanowi obszerne studium nad wystgpowaniem i rola
hydroksyproliny i kolagenu wsrdéd populacji battyckich skorupiakéw. Skorupiaki bentosowe: garnela
Crangon crangon (Linnaeus, 1758), krewetka battycka Palaemon adspersus Rathke, 1837, krewetka
atlantycka Palaemon elegans Rathke, 1837 oraz podwoj wielki Saduria entomon (Linnaeus, 1758)
tworza stabilne populacje, charakteryzujace si¢ wysoka liczebnos$cia, przez co mogg stanowic
potencjalne i jednoczes$nie alternatywne zrodto kolagenu.

Celem pracy bylo, jak precyzuje to autorka:

o okreslenie ilosci i roli hydroksyproliny oraz kolagenu u czterech gatunkow skorupiakoéw
battyckich, nalezacych do réznych grup taksonomicznych,
e okreslenie zaleznosci pomiedzy struktura populacji badanych gatunkow i czynnikow
srodowiskowych a zawartoscig w ich tkankach hydroksyproliny i kolagenu”
Tak postawione cele spowodowaly, ze zakres pracy jest bardzo obszerny i wielowatkowy. Obejmuje
on dociekania poznawcze ale i badania metodyczne. Aby zrealizowaé cele badawcze, doktorantka
postawita nastepujace pytania:
»(czy zasiedlajace Zatoke Gdanskg C. crangon, P. elegans, P. adspersus i S. entomon posiadaja
hydroksyproling i kolagen?,
(2) czy istniejg roznice w ilo$ci oraz sposobie wykorzystywania hydroksyproliny i kolagenu pomiedzy
badanymi gatunkami skorupiakow?,
(3) czy 1 w jaki sposob hydroksyprolina i kolagen wptywaja na procesy zyciowe (migdzy innymi
wzrost i rozrod) analizowanych gatunkow?,
(4) czy istnieja powigzania pomigdzy cechami osobniczymi (wielko$¢ i pte¢) wymienionych wyzej
gatunkow 1 strukturg ich populacji, a poziomem hydroksyproliny i kolagenu?,
(5) jaki jest sktad i struktura populacji analizowanych gatunkoéw?,
(6) czy rejon oraz gleboko$¢ wystepowania analizowanych skorupiakow i zwigzane z tym parametry
srodowiskowe (temperatura i zasolenie) majg wpltyw na ilo$¢ hydroksyproliny i kolagenu w ich
tkankach?,



(7) czy istnieja roznice pomie¢dzy analizowanymi gatunkami w sktadzie i molekularnej masie
podjednostek kolagenu?,,

Struktura pracy jest typowa dla rozpraw doktorskich. Rozpoczyna si¢ ona ,,Wstepem”, zajmujacym
29 storn maszynopisu, w ktorym Autorka omawia rol¢ i znaczenie badanych gatunkow skorupiakow.
W kolejnym podrozdziale Doktorantka charakteryzuje rejon badan opisujac warunki fizyczne i
chemiczne w wodach Zatoki Gdanskiej, takie jak temperatura, zasolenie, zawarto$¢ tlenu, materii
organicznej, zanieczyszczenia, produktywnos$¢ wod i na tle panujacych warunkoéw przedstawia
zmienno$¢ Sezonowa zoobentosu. Kolejne dwa podrozdziaty we Wstepie dotycza budowy i
wlasciwosci chemicznych oraz wystepowania i roli w morskich organizmach zwierzgeych
oznaczanych sktadnikéw tkanek - hydroksyproliny i kolagenu. Przeglad literatury jest wnikliwy i
dobrze wprowadza w tematyke rozprawy a ogodlna ocena tej czgéci pracy jest pozytywna. Wstep
literaturowy pozwala na umiejscowienie badan Autorki w kontek$cie badan innych naukowcow. W
oparciu 0 lektur¢ tego rozdzialu mozna powiedzie¢, ze z wymogami ustawowymi Doktorantka
wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng w dziedzinie, w ktorej prowadzi badania.

Nastepnym rozdziatem obejmujagcym ponad 10 stron to opis materialu do$wiadczalnego
i zastosowanych metod badawczych.

Material i metody badan

Materiat badawczy zostat pozyskany w 2008 i 2009 roku z podczas rejséw r/v Oceanograf 2 z rejonu
Zatoki Gdanskiej na 8 stacjach badawczych, na dwoch profilach glebokosciowych, w tym 3-ch
stacjach G1, G2, G3 — okreslane jak profil gdynski , 3-ch stacjach S1, S2, S3 okreslane jako profil
sopocki, ze stacji SW- Gora Szweddéw oraz stacji PJG Port Jachtowy Gdynia. Zaréwno podczas
rejsow, jak i podczas zbioru materiatu z brzegu, na stacjach badawczych dokonywano pomiaru
zasolenia oraz temperatury wody w warstwie nad dnem. Zebrany material badawczy zostat
zamrozony do czasu dalszych analiz. W kolejnym etapie pracy przeprowadzono pomiary dtugosci
catkowitej osobnikéw S. entomon, C. crangon, P. elegans i P. adspersus oraz wyznaczano mas¢
kazdego osobnika. Osobniki badanych gatunkow zostaly podzielone na: juwenilne, samce, samice
oraz samice noszace jajeczka. W dalszej kolejnosci osobniki uszeregowano w klasy diugosci.
Z kazdego osobnika, wypreparowywano tkanki i mie$nie cze$ci tutowiowe] i odwlokowe;.
W przypadku samic posiadajacych jajeczka przeanalizowano oddzielnie wypreparowane jajeczka oraz
tkanki czesci odwlokowej i tulowiowej. W otrzymanych wypreparowanych prébkach oznaczono
zawarto$¢ hydroksyproliny oraz kolagenu. Doktorantka do oznaczen zawartosci hydroksyproliny
stosowata metod¢ spektrofotometryczng - pomiar absorbancji barwnego produktu bedacego wynikiem
kondensacji produktéw powstalych w wyniku reakcji utleniania hydroksyproliny z aldehydem
p-dwumetyloaminobenzoesowym (PABA) a do rozdziatu kolagenu badanych gatunkéw stosowata
jednokierunkowsa elektroforeze w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych—
w obecnosci soli sodowej siarczanu dodecylu —SDS. Metoda SDS-PAGE (ang. plate acrylamide gel
electrophoresis) jest metoda okreslania stopnia czystosci bialek oraz oznaczania ich masy
czasteczkowej i sktadu podjednostkowego.

Oceniajgc zastosowane metody moge stwierdzi¢, ze zostaly one wybrane i uzyte prawidtowo, dzieki
czemu uzyskane wyniki sa w petni wiarygodne.

Wyniki badan

Rozdziat ten stanowi zasadnicza czg$¢ pracy i jest oryginalnym osiagnigciem Pani mgr AgnieszkKi
Kakol. Obejmuje on 57 stron z wydzieleniem podrozdziatow: temperatura i zasolenie nad dnem na
poszczegdlnych stacjach badawczych w 2008 i 2009 roku; liczebnosci osobnikéw; struktura pici
i wielkosci osobnikow; zmiany sezonowe w populacji; pte¢ i wielko$¢ osobnikow a zawarto$é
hydroksyproliny i kolagenu; zmiany sezonowe a zawarto$¢ hydroksyproliny i kolagenu; rejon
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i gleboko§¢ wystepowania osobnikow a zawarto$¢ hydroksyproliny i kolagenu oraz poréwnanie
zawartosci hydroksyproliny u badanych gatunkow battyckich skorupiakow.

Wyniki Doktorantka przedstawiata w formie opisowej i graficznej, na wykresach i fotografiach
i dodatkowo w Aneksie w formie tabelarycznej. Przeprowadzita ponadto niezbedng analize
statystyczna uzyskanych wynikow.

Dyskusja

Kolejng czgs¢ dysertacji stanowi Dyskusja, ktora zawarta jest na 11 stronach maszynopisu, a jej tres¢
zostala przedstawiona chronologicznie, rzeczowo. Doktorantka trafnie odnosi wiasne osiagniecia do
cytowanej literatury, zar6wno w zakresie zgodnosci wynikow jak i ich rozbiezno$ci, co $wiadczy o
bardzo dobrej orientacji w analizowanych zagadnieniach badawczych. Niekiedy jednak Doktorantce
zabrakto wnikliwo$ci w wyjasnianiu m.in. roli jaka moze pelni¢ kolagen u bezkregowcoéw morskich. |
tak, wyniki badan Qin’a i Waite’a dotyczace obecnosci specyficznego kolagenu w matzach Mytilus
edulis zdaniem Recenzenta zostaly potraktowane zdawkowo.

WhioskKi

Ostatnim merytorycznym rozdzialem w pracy sg wnioski. Autorka rozprawy dokonata podsumowania
W postaci 7 wnioskow zawierajacych najwazniejsze rezultaty badan. Sg one sformutowane
syntetycznie i na pewnym poziomie ogdlnosci, co z pewnoscia nie byto tatwe wobec bardzo bogatego
materiatu badawczego. Sg one logiczne i w petni odpowiadajg na postawiony cel badan.

Dobér i wykorzystanie piSmiennictwa

Prac¢ konczy wykaz literatury, ktory zajmuje 21 stron maszynopisu. W dysertacji Doktorantka
wykorzystata tacznie 260 trafnie dobranych tematycznie pozycji materiatdéw zrédtowych. Cytowane
pozycje obejmuja prace naukowe, rozdzialy w monografiach, wydawnictwa ksiazkowe oraz
popularno-naukowe. Na podkreslenie zashugujg liczne publikacje z ostatnich lat i publikacje
obcojezyczne, ale i dane historyczne co wskazuje na bardzo dobra znajomos$¢ i biezace $ledzenie przez
doktorantke tematyki badawcze;j.

Dostrzeglam jednak pewne uchybienia, na ktéore nalezy zwroci¢ uwage podczas
przygotowywania pracy do druku jak i nowych opracowan:

str. 1 — numeracja winna obejmowac cato$¢ maszynopisu, zaczynajac od strony tytutowe;;

- wykaz skrotoéw jest wybiodrczy; nie zawiera wszystkich skrotow zamieszczonych w tekscie np. Col-P,
Col-D

- W rozdziale Literatura

Autorka cytuje prace Drewa i wspot. 1978 z blednym nazwiskiem wspotautora prof. Pautsch’a;
powinno byc¢:

Drewa, G., Dabrowska, T., Zbytniewski, Z. & Pautsch, F., 1978. Purification and properties of
soluble arylsulphatases isolated from hepatopancreas of the shrimp Crangon crangon L. Kieler
Meeresforschungen, Supplement No. 4, 360-365.

- Bogucki M, 1956 - brak numeru stron

- Jurkowski Szaniawska A 1979 — brak tytutu pracy, czasopisma,

- Schmidt-Nielsen k. 1997- brak numeru stron

- von Ebner V.1894 — cytowanie powinno by¢ od nazwiska Ebner V. von; brak zakresu stron 162-
184

- zdarzajg si¢ rowniez drobne bledy edytorskie

- W nazewnictwie naukowym stosuje si¢ kursywe dla tacinskich nazw taksonow — w spisie literatury
nie zastosowano takiej pisowni ?



Zagadnienia i pytania do Doktorantki

e Badania Qin’a i Waite’a przeprowadzone na matzach Mytilus edulis, wskazuja na obecnosé
zupelnie odmiennego rodzaju kolagenu z fragmentami Col-P i Col-D u bezkregowcow
wodnych. Recenzent prosi Doktorantke o syntetyczne przedstawienie whasciwosci
(chemicznych i biologicznych) oraz roli w procesach zyciowych odmiennego rodzaju
kolagenu w matzach M. edulis.

e Czy znane sg czynniki abiotyczne, biotyczne wplywajace na poziom specyficznego kolagenu
w tych organizmach?

Sg to wszystko potkniecia marginalne, nie wplywajace na merytoryczng warto$¢ pracy. Jest to
z pewnoscia praca pionierska w swoim zakresie merytorycznym Doktorantka dysertacji
przeprowadzita bardzo wnikliwe, wieloaspektowe badania nad okresleniem zaleznosci pomigdzy
strukturg populacji czterech gatunkéw skorupiakéw baltyckich a zawartoscia hydroksyproliny
i kolagenu, a takze okresleniem wplywu hydroksyproliny i kolagenu na procesy fizjologiczne —
wzrost, rozwdj i rozrod tych zwierzat.

Wykazata istotne powiazania pomiedzy poziomem hydroksyproliny i kolagenu a wielkoscia i wiekiem
oraz plcig bezkregowcéw baltyckich. Ilosciowe zaleznosci badanych komponentéw chemicznych
determinowane s3 przynaleznoscia do odmiennych grup taksonomicznych a w konsekwencji z ich
biologia i ekologia, trybem Zycia i strukturg populacji.

Wyniki tych badan maja istotne znaczenie naukowe, gdyz wyjasniajg wiele dotad nieznanych lub
jasnych zaleznosci zachodzacych u bezkregowcéw baltyckich. Doktorantka wykazata, obecnos¢
aminokwasu hydroksyproliny u skorupiakéw baftyckich dowodzac tym samym wystgpowanie
w nich kolagenu.

Podsumowujgc, praca zostata poprawnie zaplanowana, jasno sprecyzowane zostaly cele i hipotezy
badawcze, wykorzystano w niej z duza starannoscia sprawdzone metody badawcze, uzyskujac bardzo
interesujace wyniki, wazne zaréwno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia. Wnikliwa
analiza tych wynikéw przy wykorzystaniu metod statystycznych oraz dyskusja z danymi
literaturowymi sprawia, ze zaprezentowane wnioski sa bardzo wartosciowe, gdyz wnosza nowe dane
do rozwoju nauki oraz stanowia punkt wyjscia do dalszych badan.

Biorgc powyzsze pod uwage stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa pt..”Wplyw
struktury populacji i czynnikow Srodowiskowych na zawartos¢é hydroksyproliny i kolagenu
w skorupiakach baltyckich” spehia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim, zgodnie z art.
13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595,
z pdzn. zm.). Z tego wzgledu wnoszg o dopuszezenie jej autorki mgr Agnieszki Kakol do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na duze znaczenie poznawcze wynikow badan, wkiad w poznanie roli hydroksyproliny
w procesach Zyciowych wybranych skorupiakéw baltyckich oraz wskazanie nowego potencjalnego
zrodla morskiego kolagenu - biatka o znaczeniu aplikacyjnym — wnoszg¢ o wyrdznienie rozprawy

mgr Agnieszki Kakol odpowiednig nagroda.

prof- dr hab. Alicja Kosakowska
Sopot, 30 kwiecien, 2020




