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Zatytutowanej: ,Zastosowanie Corophium spp. (Amphipoda) w badaniach jakosci

osadéw dennych Zatoki Gdanskiej oraz Martwej i Smiatej Wisty”.
Wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Henryki Dgbrowskie;.

Recenzja zostata przygotowana na zlecenie Rady Naukowej Instytutu Oceanologii
Polskiej Akademii Nauk z dnia 24 lipca 2024 roku w oparciu o art. 187 Ustawy z dnia

20 lipca 2018 r. (z pozn. zm.), dotyczacy wymagan stawianych rozprawom doktorskim.

Podstawg ubiegania sie o stopien naukowy doktora jest rozprawa napisana
w jezyku angielskim w formie klasycznej dysertacji. Praca liczy 166 stron i obejmuje:
streszczenia w jezyku angielskim i polskim, wstep literaturowy, opis miejsca badan, cele

i hipotezy badawcze, opis stosowanych metod, wyniki, dyskusje oraz wnioski.

Badania ekotoksykologiczne ekosysteméw mogg byé prowadzone dwiema
metodami. Bioindykacja obejmuje obserwacje badanego srodowiska, przede wszystkim
ocene wystepowania gatunkow wrazliwych, a takze ocene bioréznorodnosci. Natomiast
analiza przy uzyciu biotestéw polega na poborze prébek i ocenie ich wptywu na
specjalnie wyselekcjonowane organizmy testowe, ktdre powinny spetniaé szereg
wymagan. Po pierwsze, powinny by¢ dostepne dla badacza, tatwe do hodowli i/lub
utrzymania w warunkach laboratoryjnych, wolne od chordb oraz stabilne genetycznie.
Po drugie, powinny by¢ wrazliwe na szerokie spektrum zanieczyszczen i jednoczesnie
odporne na zmiany warunkoéw srodowiskowych (pH, zasolenie, temperatura). Po trzecie,
ich reakcje testowe powinny by¢ tatwe do obserwacji/pomiaru oraz powtarzalne.
W 1996 roku P.M. Chapman w artykule opublikowanym w czasopi$mie Ecotoxicology
(DOI: 10.1007/BF00119054) przedstawit tzw. Triade Chapmana (Sediment Quality
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Triad). Zalecit, aby badania ekotoksykologiczne osadéw obejmowaty: 1) badania

chemiczne ich sktadu; 2) ocene toksycznosci; 3) ocene struktury taksonomicznej.

Nawigzujgc do Triady Chapmana, Doktorantka podjeta probe oceny jakosci
osadéw Zatoki Gdarskiej oraz Martwej Wisty i Wisty Smiatej stosujac: biotest
z organizmami z rodzaju Corophium, analize chemiczng kilku grup zanieczyszczen oraz
analize stanu zespotéw makrozoobentosu. Zgodnie z tytutem rozprawy, najwiecej uwagi
poswiecita analizie przydatnosci Corophium spp. jako organizmu reagujgcego na
substancje toksyczne i odzwierciedlajgcego stan ekosystemow. W czesci teoretycznej
pracy, Doktorantka zaprezentowata biologie i znaczenie ekologiczne obunogdw
(Amphipoda) oraz ich wystepowanie w Europie i w Polsce. Nastepnie, w obszernej tabeli
ukazata przyktady zastosowania tych skorupiakéw jako organizmoéw testowych
w badaniach jakosci osadéw, a w kolejnych podrozdziatach przedstawita typy biotestéw
oraz wykorzystywane w biotestach reakcje organizméw na niekorzystne warunki
srodowiskowe. Rozdziat ten Swiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym Autorki do
badarn doswiadczalnych. Jednakze, dla lepszego zrozumienia czesci doswiadczalnej
pracy, réznic pomiedzy testem krétko-, a dtugoterminowym, we wstepie powinien

znaleic sie opis cyklu rozwojowego tych skorupiakow.

W rozdziale 2 Autorka pracy scharakteryzowata obszar badawczy t.j. Zatoke
Gdanska oraz Martwa Wiste i Wiste Smiata. Ukazata, ze s to ekosystemy o silnej
antropopresji, ajednoczesnie intensywnie badane =zaréwno pod wzgledem
biologicznym, jak i chemicznym. Sposréd wymienionych zanieczyszczen wskazata przede
wszystkim na substancje z grupy trwatych zanieczyszczen organicznych oraz metale,
a w przypadku Wisty, dodatkowo na zwigzki fluoru pochodzace z hatdy fosfogipséw. Tak
zroznicowany ‘koktajl ksenobiotykdw” daje podstawe do zastosowania metod
biologicznych (biotestéw) do oceny jakosci ekosystemoéw. Wiekszosé przedstawionych
zanieczyszczen, po krétkim epizodzie w toni wodnej, ulega sorpcji do osadéw, stad

prawidtowe jest zastosowanie biotestu wykorzystujgcego organizmy bentosowe.

W pierwszym etapie cze$ci doswiadczalnej pracy Doktorantka dopracowata
metody hodowli Corophium spp. Organizmy pobrano z czystych rejondw Zatoki Puckiej
i hodowano w laboratorium Gdynskiego Akwarium. Procedure biotestu na Corophium
spp. oparto na metodach Amerykanskiej Agencji Srodowiska (US EPA) opracowanych dla
obunoga Leptocheirus plumulosus. Nie wskazano jednak informacji, ktore fragmenty
procedury wymagaty dostosowania do gatunkéw skorupiakéw zastosowanych
w pracy. Przedstawiony w rozdziale 4.5 szczegdétowy opis prowadzenia testu wymaga

doprecyzowania:



1) Dlaczego zastosowano réznice w procedurach dla GoG (tabela 7) oraz MW&WS
(tabela 8) dotyczace np. liczby organizmdéw w prébce, liczby powtdrzen, rodzaju

pokarmu?

2) Czy, skoro oceniano wzrost (przyrost dtugosci) organizméw, do testu wykorzystywano

organizmy w tym samym wieku np. mtode (tak, jak w tescie Ostracodtoxkit F)?

3) Czy okreslano stosunek ptci na poczatku testu, skoro wystepujg zachowania

agresywne u samcow (strona 14) oraz analizowano procent samcow na korcu testu?

Jako wainy element pracy uwazam zastosowanie duzej liczby parametréow
testowych: przezywalnosci, wzrostu (przyrostu dtugosci), odsetka samcéw, samic
z jajami i form mtodocianych, czestosci linienia oraz unikania osadu. Takie podejscie jest
bardzo istotne zwtaszcza w analizach prébek srodowiskowych, ktére zwykle nie
powodujg wystgpienia efektéw ostrych, lecz subtelne, ktére takze mogg mie¢ duzy
wptyw na populacje organizmdéw zyjacych w danym srodowisku. Jako drugi biotest
zastosowano Ostracodtoxkit F, test opracowany przez MicroBioTest z Gandawy (Belgia)
i zatwierdzony przez I1SO (ISO 14371:2012). Test ten jednak nie moze by¢ traktowany
jako referencyjny, do wynikow ktérego Doktorantka mogtaby odnies¢ swoje wyniki,
gdyz po pierwsze zostat zastosowany tylko w badaniach préobek z Wisty, po drugie jest
zalecany w badaniach osadéw stodkowodnych i nieznana jest odporno$é matzoraczkéw

Heterocypris incongruens na zwiekszone zasolenie wody i osadu.

Do analiz w niniejszej pracy wyznaczono 18 punktéw poboru, 13 w Zatoce
Gdanskiej oraz 5na Wisle, prawidlowo okreslajgcych miejsca zréznicowane pod
wzgledem potencjalnej toksycznosci. W prébkach wykonano analize granulometryczna
oraz oznaczono szereg hydrofobowych zanieczyszczenn organicznych: polichlorowane
bifenyle, pestycydy chloroorganiczne, PBDE oraz wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne. Sposréd opisanych we wstepie jako istotne, toksyczne zanieczyszczenia
w puli analizowanych zwigzkéw niestety zabrakio metali (frakcji biodostepnej)
i fluorkéw, ktére w czesci teoretycznej byly opisane jako zanieczyszczenia istotne dla
obszaru badan. Przedstawione na poczgtku rozdziatu 5 wyniki badan fizykochemicznych
potwierdzity, ze najbardziej zanieczyszczonymi probkami byty prébki z portéw w Gdyni
i Gdansku. Ale moim zdaniem wyniki te wymagajg bardziej pogtebionej analizy. Skoro
trwate zanieczyszczenia organiczne adsorbujg sie przede wszystkim na materii
organicznej i najdrobniejszej frakcji, to ich zawarto$¢ powinna by¢ znormalizowana

w stosunku do poziomu tych parametréw.



Jak wspomniatem wyzej badanie ekotoksycznosci probek na Corophium spp.
obejmowato analize szeregu parametrow istotnych dla funkcjonowania populacji. Dane
liczbowe uzyskane podczas badan zostaty porédwnane przy uzyciu odpowiednich analiz
statystycznych. W wielu przypadkach brak réznic statystycznych pomiedzy prébkami,
a probka kontrolng wynikat z bardzo wysokich wartosci odchylen standardowych. Moze
to byc istotng przeszkodg we wprowadzeniu tego testu do szerszej praktyki — Sciste
okreslenie, czy dana prébka jest toksyczna, czy nie — jest jedng z podstawowych cech
dobrego biotestu. Czy Doktorantka ma pomyst, jak mozna by obnizy¢ zmiennos¢
parametréow testowych? Wzrost organizméw w probkach kontrolnych byt niski
w poréwnaniu do prébek badanych, a dodatkowo charakteryzowat sie znaczna
zmiennoscig (Tabele 20, 21). Spowolniony wzrost ma takze konsekwencje w odniesieniu
do innych parametréw np. liczby linieA. Przyczyny takich wynikéw powinny zostac
szerzej przedyskutowane w pracy wraz z podaniem propozycji rozwigzania tego

problemu.

Jednym z rzadziej stosowanych w badaniach osadéw dennych przy uzyciu
skorupiakéw bentosowych jest parametr nazwany w pracy ,,emergence” i ttumaczony
jako ,unikanie osadu”. Doktorantka zwrdcita uwage na ekologiczne znaczenie tego
efektu testowego i powigzanie go z innymi efektami. Konieczno$¢ przemieszczenia sie
organizmu z miejsc zanieczyszczonych do czystych powoduje wzrost wydatku
energetycznego i mniejszy przyrost organizmu. Parametr ten nalezy jednak
wykorzystywaé ostroznie, biorgc pod uwage inne przyczyny ,unikania” czy ,ucieczki”,
np. niewtasciwy sktad granulometryczny osadu i/lub brak najdrobniejszych czastek

odgrywajacych wazng role przy odzywianiu sie tych skorupiakéw.

W rozdziale 5.1.4 Autorka pracy podjeta probe sumarycznej, liczbowej oceny
réoznych parametréw toksycznosci wprowadzajac , Total score points”. Taki zbiorczy
parametr jest istotny w podsumowaniach badan, pomaga przy ich prezentacji zaréwno
naukowych, jak i w rutynowych badaniach monitoringowych. Niestety, préba ta byta
bardzo powierzchowna, nie przedstawiono, na jakiej podstawie opracowano ten
zbiorczy parametr, dlaczego nadano takie, a nie inne wartosci oraz wagi parametrom

czastkowym.

Aby poréwnac wrazliwos¢ C. volutator z dwdch populacji: Kaczy Winkiel oraz
Rzucewo, Doktorantka ocenita wptyw jondéw kadmu na Smiertelno$é skorupiakow
w tescie toksycznosci ostrej. Ten eksperyment uwazam za niewtasciwie przeprowadzony

Z uwagi na:



1) zbyt mata liczbe stezen w potaczeniu ze zbyt duzymi réznicami pomiedzy stezeniami,
w ktérych obserwowana byta cze$ciowa toksyczno$é (10, 5, 2, 0,5 mg It Cd).
W biotestach, w celu wyznaczenia wartosci EC50, zalecane jest stosowanie przynajmniej
5 stezen, a iloraz rozcienczen (czyli stosunek sasiednich steze w szeregu) nie powinien
by¢ wiekszy niz 2. Taki szereg rozcienczen zastosowano w pracy w tescie Ostracodtoxkit

F przy ocenie toksycznosci jonéw Cu.

2) zgodnie z zaleceniami US EPA metoda Probitowa nie powinna by¢ stosowana do
obliczania wartosci LC50, gdy obserwowane sg mniej niz dwie ,,czgstkowe Smiertelnosci”
(pomiedzy 10, a 90%).

Doktorantka podsumowata uzyskane wyniki w 11 szczegétowych punktach,
wyciggajac wniosek o przydatnosci Corophium spp. do oceny jakosci osadow.
Podkreslita wptyw czynnikdéw naturalnych np. zawartosci najdrobniejszych czgstek oraz
materii organicznej na odpowiedzi testowe skorupiaka. Nie podata jednakze sposobu na
kompensacje tych czynnikéw zaktécajacych wyniki testow. Za najwazniejszy, rzadko
dotad wykorzystywany efekt, uznata reakcje ,unikania osadu”, z uwagi na fatwos¢
obserwacji, dodatnig korelacje z poziomem zanieczyszczen organicznych i ujemng
korelacje z przezywalnoscig i tempem wzrostu, zwtaszcza dla C. volutator. Wskazata na
réznice pomiedzy testowanymi gatunkami, nie wskazujac, ktéry z nich lepiej odpowiada

wymaganiom testowym.

Drobne uwagi:

- Na fotografiach powinna by¢ zaznaczona skala pomiarowa;
- Tabela 17: powinno by¢ NO; oraz NOs;

- Tabela 20: Co oznacza warto$¢ Emergence 1.6 n ind.?

- Skrotem OC oznaczono w pracy zaréowno wegiel organiczny (organic carbon), jak

i pestycydy chloroorganiczne (organochloride pesticides);

- Brak w pismiennictwie nastepujacych pozycji z tabeli 3: Dabrowska et al. 2010,
Dabrowska et al. 2014, Dabrowska and Gora 2016;

- Niepetne piémiennictwo: Falandysz J 1999; Ministerstwo Srodowiska 216 (brak nr
Dz.U.); Mioduszewski W 2008 (opinia?);



Podsumowujac merytoryczng ocene rozprawy uwazam, ze zaplanowany zakres
badan zostat zrealizowany. Za najwazniejsze osiggniecia, a jednoczesnie elementy

majgce wplyw na rozwéj dziedziny naukowej, uwazam:

1. Opracowanie i wdrozenie do praktyki laboratoryjnej biotestu z uzyciem
skorupiaka Corophium spp.;

2. Wskazanie, przy uzyciu tego biotestu, najbardziej zanieczyszczonych osadéw
dennych w Zatoce Gdanskiej oraz wykazanie, ze osady Martwej Wisty i Wisty

Smiatej nie sa toksyczne dla organizméw bentosowych.

Mimo wielu zastrzezen, ktére przedstawitem powyzej, zaréwno do niepetnego
opisu metod, jak i opisu wynikdw, uwazam, ze praca zawiera cenne wyniki i przyczyni sig
do rozwoju badar naukowych w szeroko rozumianym obszarze ekotoksykologii. Zawarte
w czeéci teoretycznej opisy stanowity przestanki do realizacji eksperymentow
badawczych. Prace doswiadczalne realizowane byly w logicznym ciggu od

przygotowania warsztatu badawczego, po eksperymenty ekotoksykologiczne.

Cze$¢ teoretyczna pracy wskazuje na dobrg znajomos¢ przez Doktorantke
aktualnych probleméw badawczych w obszarze ekologii i ekotoksykologii oraz

wyzwan stojacych przed naukowcami.
Whniosek koncowy

Podjety przez Doktorantke temat stanowi aktualne zagadnienie badania stanu
srodowiska wodnego i wpisuje sie w trend poszukiwania wtasciwych metod oceny
ekotoksykologicznej osadéw srodowisk stonawych. Oceniana prace doktorska stanowi
oryginalny wktad Doktorantki w rozwéj nauki i spetnia wszystkie wymagania zawarte
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r (z p6zn. zm.). Majac na uwadze powyzsze fakty
sktadam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk
o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Podlesinskiej i dopuszczenie jej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

W/véc/ N\
Prof. dr hab./Grzegorz Natecz-Jawecki



