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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Pawlowskiej, pt. Palaeoenvironmental
changes over the last millenium in Horsund fjord (Spitsbergen). New insight from ancient
DNA wykonanej pod kierunkiem promotora pracy dra hab. Marka Zajaczkowskiego, prof.
nadzw. 10 PAN oraz promotora pomocniczego dr Joanny Legezynskiej, zostala powierzona
przez Rad¢ Naukowa Instytutu Oceanologii PAN uchwalg z dnia 10 czerwca 2015 r. Prace

doktorska, przestang listem poleconym, otrzymatem 22 czerwca br.

Charakterystyka rozprawy

Recenzowana praca ma posta¢ zwartego monograficznego opracowania, sktadajacego si¢
z 91 stron ujetych w siedmiu rozdziatach, uzupelionych szeroko cytowang literaturg
naukowa. Rozprawa zostala napisana w jezyku angielskim oraz zawiera wymagane
streszczenie w jezyku polskim. Do rozprawy dotaczono ptytke CD z czterema zalgcznikami,
prezentujacymi rezultaty ilo§ciowe badan w postaci tabel.

Praca rozpoczyna si¢ wprowadzeniem, zawierajacym uzasadnienie badan oraz cele
naukowe pracy. Kolejne rozdzialy przedstawiajg tto badan, uwzglgdniajagc zarys zmian
paleoklimatycznych oraz paleoceanograficznych w obszarze Arktyki w ciaggu ostatniego
tysigclecia. Dalsze czg$ci wprowadzajag czytelnika w sedymentologiczne i paleoekologiczne
zagadnienia wskaznikow paleo$rodowisk morskich. Szczegdlna uwaga zostala zwrdcona na
analize¢ zapisu kopalnego otwornic bentonicznych w postaci liczebno$ci, chemizmu ich
skorupek oraz zachowanych sekwencji aDNA (kopalnego DNA,; ancient DNA). Kolejne dwa
rozdziatly omawiaja obszar badan i analizowane materialy oraz interdyscyplinarng metodyke
badawczg zaczerpnicta z oceanografii, sedymentologii, geochemii, mikropaleontologii i
biologii molekularnej. Kluczowe w pracy sa rozdzialy omawiajgce rezultaty badan, ich
interpretacj¢ oraz dyskusje otrzymanych wynikéw. Rozdzial ostatni przedstawia opis

wnioskoéw koncowych oraz perspektywy dalszych badan.



Najwazniejsze cele rozprawy obejmuja:

(a) rekonstrukcje¢ zmian srodowiska w fiordzie Horsund w ostatnim milenium na podstawie
zapisu sedymentologicznego, mikropaleontologicznego i aDNA oraz rozpoznanie
kluczowych procesow te zmiany wywotujacych,

(b) ewaluacje zastosowania kopalnego DNA otwornic jako nowego narzedzia rekonstrukcji

bior6znorodnosci i paleosrodowiska.

Ocena rozprawy

Tematyka rozprawy wpisuje si¢ w bardzo pozytywnag tendencj¢ poszukiwania i
stosowania nowych narzegdzi rekonstrukcji zmian paleosrodowiska. Autorka w pionierski
sposob zastosowata analiz¢ wybranych fragmentoéw DNA rybosomalnego (SSU rDNA) do
identyfikacji taksonow otwornic. Wybdr miejsca i materiatu do badan jest bardzo trafny,
poniewaz jest to osad relatywnie miody (do tysigca lat), byt deponowany w niskich
temperaturach oraz zawiera bogate zespoly otwornic. Niskie temperatury oraz sprzyjajace
warunki wczesnej diagenezy (warunki REDOX?) zapewne umozliwity dobre zachowanie
analizowanej materii organicznej, a co za tym idzie, zapisu molekularnego kopalnych
zespotow organizmow.

Co wazne, najmtodsze badane osady sa w praktyce wspotczesne, a to pozwolito na dobre
rozpoznanie otwornic kopalnych i ich poréwnanie z taksonami wspotczesnymi. Analiza
zapisu molekularnego aDNA wykazala duze znaczenie otwornic jednokomorowych,
nalezacych do Monothalamea. Otwornice te bardzo rzadko pozostawiaja zapis kopalny w
postaci mikroskamieniato$ci. Nie jest to wynik zaskakujacy, poniewaz sg to organizmy
bardzo liczne w obszarach polarnych wspotczesnych morz i oceandow. Wyniki aDNA
potwierdzity zatem bardzo liczne wystgpowanie tej grupy otwornic w rejonie Spitsbergenu w
czasie ostatniego milenium. Z jednej strony wyniki te potwierdzaja skuteczno$¢ metody
analizy kopalnego DNA, z drugiej jednak strony sa niezwykle trudne do szczegdlowego
zinterpretowania. Mozna rowniez wyczu¢ niedosyt Autorki, ktora stusznie zauwaza, ze
obecna wiedza na temat ekologii grupy Monothalamea jest bardzo ograniczona.

Ta niepetna strona interpretacji, z powodu braku wiedzy na temat tej grupy organizmoéw,
generuje nowe wyzwania badawcze. Wtasnie to, ze wiekszo$¢ zidentyfikowanych gatunkow
Monothalamea zyje do dzisiaj, pozwala na poznanie preferencji sSrodowiskowych. Dotychczas
nie stanowito to interesujagcego wyzwania badawczego, poniewaz grupa ta miata bardzo

ograniczone znaczenie w zapisie kopalnym. Paradoksalnie jednak rola Monothalamea w



morskich $rodowiskach stref polarnych, na olbrzymich obszarach réwni abysalnych oraz
ptytkich stref marginalnych jest niedoceniana. Organizmy te najprawdopodobniej maja
znaczny wptyw na obieg wegla oraz zaleznosci troficzne w strefie dna morskiego.

Whioski z przedstawionej pracy doktorskiej ujawniajg duzy potencjat analizy aDNA jako
nowego, wiarygodnego wskaznika bior6znorodnosci i paleosrodowiska. Odkrycie to nie
byloby mozliwe bez odwaznego podjgcia tematu oraz przelomu technologicznego w postaci

zastosowania wysokowydajnych metod sekwencjonowania.

Uwagi metodyczne

Z metodycznego punktu widzenia zastanawia fakt relatywnie dobrego zachowania DNA
w mlodym osadzie kopalnym, przy braku zachowania organicznych, migkkich ,,skorupek”
czy ostonek otwornic, zbudowanych z biatkowych polisacharydéw (m. in. proteoglikanow).
Zwiazki te w postaci ,,skorzastych” $cianek monothalamidow - przynajmniej teoretycznie -
powinny zachowywac¢ si¢ W osadzie lepiej niz DNA. Jednym z potencjalnych powodow
takiego stanu moze by¢ sposob preparatyki, w ktorej przy szlamowaniu osadu zastosowano
relatywnie duze oczko sita o wielkosci 100 um. Zastosowanie mniejszego oczka sita (np.
klasycznego sita o $rednicy 63 um) lub przetestowanie metody odwirowywania zawiesiny w
celu odseparowania migkkich fragmentéw $cianek organicznych mogloby przynies¢ dobre
rezultaty, weryfikujace przyczyne zupelnego braku tych najbardziej odpornych na rozktad
organicznych fragmentéw otwornic jednokomorowych.

Niezaleznie od powyzszego problemu, do badah mikrofauny 1 analizy Zywych otwornic
rekomenduje si¢ stosowanie drobniejszego sita o oczku 63 pum, ze wzgledu na czeste
wystepowanie skorupek o frakcji 63-100 pm. Zastosowanie sita 100 pum mogto
wyeliminowa¢ formy male i znaczaco zmieni¢ proporcje taksonow w analizowanym
materiale. Warto zauwazy¢, ze analiza aDNA zostata wykonana z catosci osadu, wlaczajac w
to fragmenty DNA, pochodzace z frakcji najmniejszej osadu, w ktorym najczgéciej dominuja
liczne osobniki o wielkos$ci dziesigtek mikrometrow.

Analizy izotopow trwatych tlenu i weggla wykonano na podstawie 10 do 12 dobrze
zachowanych skorupek Cibicidoides lobatulus. Jest to metoda powszechnie stosowana w
paleoceanografii w celu uniknigcia tzw. efektu zyciowego (vital effect) roznych gatunkow
otwornic. Wyniki wskazuja na liczne fluktuacje, ale nie ujawniaja wyraznych
dhlugoterminowych trendow. Pojawia si¢ pytanie: czy zastosowanie do analiz izotopowych

gatunku, bedacego wskaznikiem pradow dennych nie wprowadzito dodatkowej zmienno$ci



spowodowanej dynamika pragdow? Dynamika ta mogta by¢ niezalezna od $rednich temperatur
wod w danym interwale czasowym.

Dodatkowym problemem interpretacji analiz izotopowych moze by¢ réwniez
sezonowos$¢ wzrostu otwornic, uzalezniona od dostepnosci pozywienia. Mozna spodziewac
sig, ze najintensywniejszy wzrost otwornic nastgpuje w okresie arktycznego lata. Sygnat
izotopowy moze zatem by¢ zapisem warunkéw w miesigcach najcieplejszych, skorelowanych
z zakwitami fitoplanktonu. Otwornice zawiesinozerne, takie jak C. lobatulus réwniez
podlegaty tym sezonowym fluktuacjom, dodatkowo powigzanym ze zmienng dynamika
pradow morskich. To wszystko moglo wptynaé na zatarcie zasadniczych trendow w zapisie
izotopowym przedstawionym na rycinie 5 (str. 36). Nalezy podkresli¢, ze uwagi te nie
podwazajg przedstawionych interpretacji, ale podkreslaja ztozono$¢ zapisu kopalnego, z

ktérym przyszto Autorce si¢ zmierzy¢.

Ocena formy rozprawy

Rozprawa zostala napisana dobrym naukowym jezykiem angielskim. Cato$¢ jest
przedstawiona klarownie, wedlug obowigzujacych zasad prezentacji wynikéw badan
naukowych. Dokumentacja graficzna i opisowa rezultatow badan jest wystarczajgca. Tekst
zawiera tylko nieliczne usterki, m. in.:

- na str. 19 ,reticulopodia” zostaty napisane przez literg ,,.k”, a nie ,,c”,

- na str. 33 w ostatnim zdaniu brakuje stowa ,,current”; zdanie powinno si¢ zaczynac

nastepujaco ,,The bottom current indicators ...”

Dokumentacja graficzna jest wykonana starannie, chociaz ryciny 11 2 (Fig. 1 oraz Fig. 2)
powinny zawiera¢ podziatke liniowa, niezaleznie od przedstawienia siatki geograficzne;j.
Siatka geograficzna ustala skal¢ mapy, ale nie ulatwia czytelnikowi szybkiej oceny
odlegtosci. Opis ryc. 2 (Fig. 2) nie zawiera odniesienia do zrodta mapy.

Ryc. 6, w kolumnach gatunkéw E. excavatum, C. lobatulus i A. galloway, zawiera
niedozwolone fragmenty krzywych (3 odciete wartosci na jednym poziomie
chronostratygraficznym). Usterki te najprawdopodobniej wigza si¢ z etapem obrobki
graficznej wykresow. Precyzyjne wartosci liczebnosci tych gatunkéw zostaty jednak
dolaczone w elektronicznych zalgcznikach do pracy, co eliminuje watpliwe warto$ci na

wykresach.



Stanowisko koncowe

Analiza cato$ci rozprawy dowodzi, ze cele rozprawy zostaly w pelni osiggniete. Autorka,
pod efektywna opiekg promotoréw oraz przy wspolpracy z zespotem prof. Jana
Pawtowskiego z Uniwersytetu Genewskiego, jednego z najlepszych osrodkow badan
filogenezy molekularnej pierwotniakow, wprowadzita nowatorska metod¢ analizy aDNA do
rekonstrukcji przesztoSci $rodowisk polarnych. Dokonata wlasciwej oceny tej metody,
porownujac wyniki z danymi mikropaleontologicznymi. Dzigki takiej metodyce stato si¢
mozliwe zweryfikowanie zapisu kopalnego zupelnie niezaleznymi metodami badawczymi.
Jestem przekonany, ze praca ta przejdzie do klasyki tej nowej specjalnosci badawcze;j.

Poziom naukowy pracy oceniam bardzo wysoko. Kandydatka do stopnia naukowego
doktora wykazata si¢ zastosowaniem profesjonalnego, interdyscyplinarnego warsztatu
badawczego. Wykazata si¢ uzdolnieniami do prowadzenia samodzielnych badan naukowych,
a w szczegodlnosci do umiejetnego planowania badan, integracji metod badawczych oraz do
wszechstronnej interpretacji wynikow. Warte jest rowniez podkreslenie aktywnoSci
publikacyjnej mtodej badaczki. Jest wspotautorkg co najmniej 4 recenzowanych artykutow w
uznanych czasopismach indeksowanych przez Web of Science oraz rozdziatu w publikacji
monograficznej wydawnictwa Springer. Cze$¢ z tych publikacji ma S$cisty zwiagzek z
ukonczong pracg doktorska. Jest to dorobek znaczacy, potwierdzajacy aktywnos$¢ naukowsg
mgr Joanny Pawlowskie;j.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Joanny Pawtowskiej, pt. Palaeoenvironmental
changes over the last millenium in Horsund fjord (Spitsbergen). New insight from ancient
DNA jest oryginalnym opracowaniem Autorki i jednoznacznie wnosi powazny wktad do
nowej metodyki badawczej oraz wiedzy o ewolucji paleosrodowiska w rejonie Spitsbergenu
w czasie ostatniego millenium. Rozprawa catkowicie spetnia warunki i wymagania stawiane
rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
0 stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami).
W tej sytuacji stawiam wniosek o dopuszczenie mgr Joanny Pawtowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Rownoczesnie proponuj¢ rozpatrzenie wniosku o wyrdznienie pracy
doktorskiej, ze wzgledu na znaczacy wklad we wdrazanie nowej metody badawczej, przy

skutecznym wykorzystaniu zintegrowanej metodyki analitycznej.
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