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Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr Jakuba Oliwy
p.t. .Ontogeza oraz odpowiedz lisci sporotrofofilowych i okrywowych Platycerium
Bifurcatum (CaV.) C.Chr. na stres Swietlny i ozonowy”

Od kilkudziesigciu lat podstawowym gatunkiem modelowym w biologii eksperymentalnej
roslin jest Arabidopsis thaliana, niewielki chwast nieposiadajacy znaczenia gospodarczego,
ktory dzigki malemu genomowi i paru innym cechom umozliwiajagcym stosunkowo fatwe
manipulacje genetyczne zdominowal nasze myslenie o roslinach. Jesli powaznie traktujemy
doniosto$¢ biordznorodnosci dla zycia biologicznego na Ziemi musimy takze dbac¢ o
zachowanie bioréznorodnosci w badaniach biologicznych. Dlatego z uznaniem odnotowatam
wybor gatunku badawczego, ktorym jest epifityczna papro¢ Platycerium bifurcatum. Rowniez
glowny problem badawczy podjety przez pana Jakuba Oliwe, strategie stosowane przez (¢
rosling w celu minimalizacji skutkow stresu abiotycznego, zwlaszcza stresu bedgcego
nastgpstwem dziatalnosci czlowieka, uwazam za interesujgcy 1 wazny. O aktualnosci badanych
zagadnien $wiadczy fakt, iz ponad 30% ze stu dwudziestu kilku pozycji literatury cytowanych

W rozszerzonym streszcezeniu pracy zostalo opublikowane w ciggu ostatniej dekady.

Oceniana praca jest kompilacjg pigciu publikacji. Dwie z nich, trjautorskie, zostaly
opublikowane w latach 2016 1 2017 w polskich czasopismach o zasiggu migdzynarodowym:
Acta Physiologiae Plantarum 1 Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica. Pozostale prace
pochodzg z 2019 roku; dwie z nich sa dwuautorskie, trzecia wieloautorska. Pierwsza z nich juz
sie ukazata w szacownym International Journal for Photosynthesis Research — Photosynthetica,
druga zostala przyjeta do druku w nieco miodszym czasopismie Acta Biologica Hungarica,
ktore od biezacego roku nosi nazwe Biologia Futura, trzecia jest w stadium poprawy po
recenzjach w Photosynthetica. We wszystkich publikacjach pan Jakub Oliwa jest pierwszym
autorem, a z zamieszczonych po kazdej publikacji/manuskrypcie o§wiadczen wynika, ze swoj
udzial w przygotowaniu wszystkich pigciu publikacji ocenia na 75-95%, udzial ten mozna
zatem uzna¢ za kluczowy. W rozwinigtym, 28-stronicowym streszczeniu pracy Autor
przedstawil tlo badan, cele rozprawy, opis stosowanych technik, omowienie wynikow

zawartych w publikacjach stanowiacych rozprawe doktorskg oraz najwazniejsze wnioski.

Poniewaz wyniki stanowigce podstawg pracy doktorskiej zostaly juz ocenione przez kilku
recenzentow wymienionych wyzej czasopism, pozwolg sobie ograniczy¢ si¢ do omdwienia
jedynie najwazniejszych osiggnige¢ dysertacji pana Oliwy. Autor postawil sobie za cel ustalenie

wplywu stosunku R/FR ($wiatla czerwonego do dalekiej czerwieni) na przebieg ontogenezy




dwoch typow  lisct P. bifurcatum: sporotrofofilowych 1 okrywowych oraz dokonanie
charakterystyki odpowiedzi aparatu fotosyntetycznego tych lisci na stres abiotyczny wywotany
silnym $wiattem 1 podwyzszonym stg¢zeniem ozonu. W streszczeniu cele te zostaly
doprecyzowane w postaci dziewieciu celow szczegolowych, ktore mozna nazwaé takze
zadaniami badawczymi. W ramach dwoch pierwszych zadan badawczych Autor dokonal oceny
zmian morfologicznych i fizjologicznych lisci sporotrofofilowych i okrywowych podczas
fotomorfogenezy odbywajacej si¢ przy niskim i wysokim stosunku R/FR. Stwierdzil, ze sklad
spektralny $wiatta w hodowli decyduje o szybkosci morfogenezy i starzenia si¢ lisci badanej
paproci: duza zawartos$¢ zakresu czerwonego, tj. wysoki stosunek R/FR, wplywa hamujgco na
rozwdj lisci sporotrofofilowych 1 obniza wydajnosc¢ fotosystemu Il w tych lisciach.
Jednoczesnie wysoki stosunek R/FR opdznia proces starzenia lisci okrywowych. Wyniki te sa
o tyle istotne, ze wysoki stosunek R/FR jest charakterystyczny dla $wiatla bezposrednio
padajacego na rosling za$ niski — dla warunkow panujgcych w cieniu, zatem pozwalajg one
przewidzie¢ wplyw jaki maja na rozwqj i fotosynteze P. bifurcatum zmiany o$wietlenia
wystepujace w sposob naturalny oraz zmiany wymuszone np. wycigciem drzew w lasach
tropikalnych. Pozostale siedem zadan badawczych poswigconych bylo zaburzeniom
spowodowanym przez stres silnego $wiatla i podwyzszone stgzenie ozonu oraz mechanizmom,
ktore pozwalajg roslinie przeciwdziata¢ tym stresom. W tym obszarze Autor uzyskal szereg
oryginalnych i waznych wynikow. Wykazal zasadnicze réznice we wrazliwosci dwoch typow
lisci P. bifurcatum na stres $wietlny: skutki tego stresu sg widoczne w roznych stadiach fazy
Swietlnej fotosyntezy a PSII lisci sporotrofofilowych funkcjonuje gorzej na silnym swietle niz
PSII lisci okrywowych. Natomiast sporotrofofile znacznie efektywniej niz liscie okrywowe
wykorzystuja mechanizmy fotoprotekcyjne polegajgce na akumulacji antocyjanow i zwigzkow
flawonowych. Co takze wazne, rosliny rosngce przy wysokim stosunku R/FR syntetyzujg
wigce] zwiazkow fotoochronnych, co zapewnia im skuteczng ochrong przed fotoinhibicja.
Interesujgce wyniki przyniosta rowniez analiza roslin poddanych stresowi ozonowemu.
Sporotrofofile maja duza odpornos¢ na stres ozonowy. Glownymi skutkami dziatania ozonu sg
w nich przejsciowe obnizenie poziomu fotosyntezy netto i dlugotrwaly spadek transpiracji
skorelowany z trwalym przymknieciem szparek. W P. bifurcatum zidentytfikowal Autor
hormon brassinosteroidowy, homocastasteron, ktoremu przypisal udzial w stymulacji procesu
fotosyntezy podczas stresu ozonowego. Hormon ten zostal wykryty w paprociach nalezgcych
do kilku rodzin ale praca pana Oliwy jest pierwszym doniesieniem dokumentujgcym obecnos¢
homocastasteronu w epifitycznej paproci tropikalnej, co wigcej wskazujgcym na jego

zaangazowanie w obronie przed stresem ozonowym.

Do realizacji  programu eksperymentalnego Autor wykorzystal  glownie techniki
fluorymetryczne i refleksjometrig. We wszystkich pigciu pracach podstawowymi metodami
byly pomiary kinetyki fluorescencji chlorofilu a in vivo, pomiary widm emisji fluorescencji
lisci oraz spektrometryczne pomiary $Swiatta odbitego od powierzchni lisci umozliwiajgce
oceng ilosci barwnikow antocyjanowych, karotenoidow i flawonoidow. Wazng cecha tych

metod jest ich nieinwazyjno$¢ umozliwiajaca porownanie stanu tych samych lisci poddanych



dzialaniu czynnikow stresowych przez okres kilku tygodni. Lektura dysertacji pokazuje, ze pan
Jakub Oliwa jest ekspertem w dziedzinie fluorymetrii i refleksjometrii roslin, zarbwno pod
wzgledem technicznym jak interpretacyjnym. Powyzsze techniki zostaty uzupetnione o
mikroskopig¢ transmisyjng i fluorescencyjng (prace nr 1 i 2 w APP i ABC), a takze o pomiary
wymiany gazowej liSci pozwalajace na oceng fotosyntezy netto, poziomu transpiracji i
przewodnictwa szparkowego, pomiary zawartosci chlorofili w ekstraktach, chromatografig
cieczowg przeprowadzong w celu oznaczenia zawartosci karotenoidow oraz oznaczenie
zawartosci brassinosteroidow (praca nr 5 wyslana do Photosynthetica). Z obowigzku recenzenta
muszg¢ stwierdzi¢, ze oznaczenie karotenoidow zostato wykonane przez wspotautorke pracy nr
5 natomiast oznaczenie brassinosteroidow przy udziale wspotautora, co wynika z zalgczonych

oswiadczen.

Problemy do dvskusji / uwagi kryvtyczne
Lektura pracy nasunela mi kilka pytan:

1) jak wynika z poréwnania pol powierzchni pod krzywymi rozktadu spektralnego na Fig.1 w
publikacji nr 1 1 Fig.2 w publikacji nr 4, w wariancie o niskim nat¢zeniu dalekiej czerwieni (L-
R/FR) podniesiono o ok. "4 natgzenie $wiatla niebieskiego aby rosliny otrzymywaly stalg ilos¢
energii. Czy takie zwigkszenie natgzenia $wiatla krotkofalowego kosztem dalekiej czerwieni
jest zasadne, innymi stowy co ta, kompensacja energetyczna™ ma w istocie skompensowacé? W
fotosyntezie ten zakres dalekiej czerwieni ma niewielki udzial, a w fotomorfogenezie dziala w
zupelnie inny sposob niz §wiatlo niebieskie. Czy nie nalezatoby sprawdzic jak przebiega wzrost

rodliny i parametry fluorescencyjne bez tej kompensacji?

2) W kilku miejscach dysertacji niska wartos¢ R/FR utozsamiono z ,shadow simulating
conditions™ a licie rosngce w tych warunkach nazwano ,.growing in the shade”. Czy obnizony
udzial czerwieni istotnie wystarcza do uzyskania przez sporotrofofile P. hifurcatum fenotypu
charakterystycznego dla wzrostu w cieniu? Raczej nie: w publikacji nr 1 nie stwierdzono
zadnych zmian anatomicznych w budowie lisci rosngeych w L-R/FR w stosunku do H-R/FR.
Czy takie zmiany wystapityby gdyby oprocz niskiej wartosci R/FR $wiatto mialo takze niskie
natgzenie, tak jak jest w cieniu? Prosz¢ Doktoranta o komentarz poniewaz ta sprawa nie jest
dostatecznie przedyskutowana w publikacji nr 1. Wprawdzie zmianom wewnetrznej struktury
lisci rosngeych w $wietle o niskiej intensywnosci poswigcono caly akapit na str. 4. ale po
pierwsze chodzito wlasnie o liscie rosngee w stabym swietle (a nie w niskim R/FR), a po drugie
dyskusja dotyczy lisci roznych roslin, np. drzew (Oguchi e al. 2005). Proszg o ograniczenie

dyskusji do lisci paproci.

3) Publikacja I, str. 6 1 7: Dlaczego nie zmierzono wyjsciowych parametrow fluorescencji
chlorofilu w czasie ty 1 na jakiej podstawie wybrano | miesigc wzrostu w okreslonych

warunkach za punkt startowy rejestracji tych parametrow? Czy mozna wykluczy¢ sytuacje, ze
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w H-R/FR parametr (np. Tro/RC lub Eto/RC) rést szybeiej przez pierwszy miesige i szybceiej
osiggnal wysycenie niz w L-R/FR zatem w okresie od 1 do 3 miesigcy nie obserwowano juz

statystycznie istotnych zmian?

4) Prosze o rozwinigcie komentarza zamieszczonego na str. 154 publikacji nr 3 (w ,Analysis
of OJIP curves™) dotyczacego podatnosei epifitow CAM na fotoinhibicje¢ w silnym $wietle.
Jak mozna wytlumaczy¢ mniejszg podatnos¢ na stres silnego $wiatla lisci okrywowych P.
bifurcatum skoro prowadzg one metabolizm CAM, ktory wg Adamsa i Osmonda (1988)
powinien raczej predysponowac je do wigkszej wrazliwosci na fotoinhibicj¢ w swietle silnym?
Czy reakcje P. bifurcatum na stres $wietlny sg typowe dla paproci epifitycznych? Pytanie to
dotyczy takze drugiego akapitu Dyskusji w pracy nr 4 gdzie porownano parametry fluorescencji
chlorofilu tej paproci 1 ,,other tropical epiphytic ferns™.

Przy okazji prosze o wyjasnienie co oznacza okreslenie ,.fast but less sudden response”™ w
odniesieniu do aparatu fotosyntetycznego lisci okrywowych P. bifurcatum rosnacych przez

tydzien w warunkach stresu swietlnego.

S) Publikacja nr 5 1 str. 23 rozwinigtego streszczenia: Na jakiej podstawie Autor uwaza, ze
spadek Pn (fotosyntezy netto) w 1 tygodniu fumigacji ozonem byl wynikiem czasowego

obnizenia wydajnos$ci karboksylacji a nie zamknigcia szparek 1 obnizenia ich przewodnosci?

Pozostale uwagi

Publ. nr 1, str. 3: Natezenie $wiatla podano w ¢d st m™~ czyli w luksach, co utrudnia
porownanie z warunkami swietlnymi stosowanymi w nastgpnych pracach. Ponadto jednostki
fotometryczne m.in. zastosowano do $wiatla dalekiej czerwieni, 700-780 nm, czyli w zakresie
granicznym dla fotometrii. Jakie byto natgzenie stosowanego Swiatla w jednostkach

kwantowych?

Publ. nr 4: Zrodlem $wiatla stresujacego byly lampy sodowe. Jaki jest stosunek B/R w $wietle
uzytej lampy (w publikacji nie podano jej typu) w porownaniu do $wiatta slonecznego? Czy
nie nalezalo uzy¢ innego zrodta $wiatla stresujgcego?

Fig. 516: Legendy do wykresow A 1 B sg mylace 1 wymagaja niepotrzebnego
zastanowienia. Proponuje objac¢ klamra kwadraty i przed nig umiesci¢ oznaczenia LR (Figs A)

1 HR (Figs B), natomiast przy kwadratach odpowiednio napisy Control i HL. 7days.

Publ. nr 5: Zmiany zawartosci chlorofili (Tab.3) bylyby czytelniejsze gdyby przedstawiono je
w postaci diagramu stupkowego.

str. 4 Dyskusji. Komentujac Fig. 4B Autor konkluduje: .,... changes in the content of
xantophyll dyes in P. hifurcatum suggest that violaxanthin does not convert to antheraxanthin
and zeaxanthin after exposure to high ozone concentrations.” Patrzac jednak na diagram

mozna stwierdzi¢, ze kazdemu spadkowi wiolaksantyny odpowiada wzrost zeaksantyny 1 vice



versa, co przeczyloby takiemu wnioskowi. Poniewaz zawartos¢ kazdego barwnika zostata
znormalizowana do wartosci wyjsciowe] (przyjete] za 100%) nie jestem w stanie moje;j

watpliwosci zweryfikowac. Proszg zatem Autora o komentarz.

Pragng podkresli¢, ze pozytywnie oceniam rozwoj naukowy Doktoranta. Jego najnowsza
publikacja wydaje mi si¢ zdecydowanie najcickawsza. Praca ta pokazuje, ze Autor zdecydowal
si¢ wyjs¢ z waskiego gorsetu metod fluorymetrycznych 1 refleksjometrycznych, choc
nadzwyczaj uzytecznych to jednak obarczonych cechg niebezposrednioscei, 1 zastosowal do

badanych zjawisk znacznie bardziej zroznicowane podejscie eksperymentalne.

Podsumowanie

Zamieszczone wyze] uwagl krytyczne dotycza przede wszystkim technicznej strony
przedstawionej mi do oceny pracy 1 nie stanowig krytyki jej wartosci merytorycznej. Uwazam,
ze rozprawa doktorska mgr Jakuba Oliwy jest cennym osiggnigciem miodego naukowca, ktory
w sposob profesjonalny wykonal trudng prace 1 przedstawil szereg oryginalnych wynikow. Z
jednej strony wnosza one nowe elementy do naszej wiedzy o mechanizmach fotomorfogenezy,

z drugiej zas - o mechanizmach obrony roslin przed stresem abiotycznym.

Sposob  zaplanowania 1 wykonania eksperymentow $wiadczy o tym, ze Autor potrafi
rozwigzywac¢ skomplikowane problemy badawcze 1 rzetelnie analizowac otrzymane wyniki.
Sposob  prowadzenia dyskusji wskazuje na doglebng znajomos$¢ tematu 1 umiejgtnosé
krytycznej oceny otrzymanych wynikow.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Wydzialu Geograficzno-Biologicznego
Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie

o dopuszczenie mgr Jakuba Oliwy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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