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rozprawy doktorskiej mgr Doroty Kolbuk

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Doroty Kotbuk, pt. The effect of geochemical
parameters of the environment (Mg/Ca) and diet on the biomineralization of the echinoderm
skeleton, przygotowanej pod kierunkiem promotora Doktora hab. Przemystawa Gorzelaka
z Instytutu Paleobiologii PAN zostala opracowana na prosbe Profesora dr. hab. Jarostawa
Stolarskiego, Dyrektora Instytutu Paleobiologii PAN.

Ocena indywidualnego wktadu Kandydatki opiera si¢ na deklaracjach wszystkich autorow i
wskazuje na jej dominujacy udzial w badania oraz w powstanie trzech publikacji, w ktérych jest
pierwsza Autorka. Sg to publikacje:

() Kolbuk D. [udziat 55%], Dubois P., Stolarski J., Gorzelak P., 2019. Effects of seawater
chemistry (Mg2+/Ca2+ ratio) and diet on the skeletal Mg/Ca ratio in the common sea
urchin Paracentrotus lividus. Marine Environmental Research, 145, 22-26.

(IT) Kolbuk D. [udziat 60%], D1 Giglio S., M’Zoudi, S., Dubois P., Stolarski J., Gorzelak P.,
2020. Effects of seawater Mg2+/Ca2+ ratio and diet on the biomineralization and growth
of sea urchins and the relevance of fossil echinoderms to paleoenvironmental
reconstructions. Geobiology, 18(6), 710-724.

(ITI) Kolbuk D. [udzial 70%], Dubois P., Stolarski J. Gorzelak P., 2021. Impact of seawater
Mg2+/Ca2+ on Mg/Ca of asterozoan skeleton—Evidence from culturing and the fossil
record. Chemical Geology, 584, 120557.

Dysertacja zostata zebrana w postaci zwartego tomu monograficznego, wydanego przez Instytut
Paleobiologii PAN. Tom ten zawiera powyzsze publikacje jako rozdziaty, streszczenia
w J. polskim 1 angielskim oraz rozdziaty uzupetniajace, w tym wstep (Introduction), wnioski
(Conclusions) oraz perspektywy przysztych badan (Future perspectives). Te rozdziaty zostaty
przygotowane wytacznie przez P. mgr Dorote Kotbuk. Z tresci deklaracji wynika, ze Kandydatka
do stopnia odpowiada za wszystkie kluczowe etapy prac badawczych wraz z przygotowaniem
publikacji. Jedynie nie jest jasne kto wykonywatl eksperymenty opisane w publikacji nr L
Z deklaracji dowiadujemy si¢, ze Autorka zajmowala si¢ analiza danych oraz interpretacja, a
w eksperymentach pomagat Promotor. Zakltadam jednak, ze jest to niedopatrzenie i Autorka
bezposrednio uczestniczyta w przeprowadzeniu tych eksperymentéw. Petny udzial Autorki w
prowadzeniu eksperymentow opisanych w pozostalych publikacjach jest jednoznacznie
zdeklarowany.



Tematyka i cele rozprawy

Tytul rozprawy dos¢ dobrze odzwierciedla jej tres¢, chociaz nie precyzuje, iz wpltyw diety
dotyczy wzbogacenia pokarmu w magnez. Zatem ,,wplyw diety na biomineralizacj¢” nalezy
rozumie¢ do$¢ wasko, co jest spojne z ,,wptywem parametrow Srodowiska (Mg/Ca) na
biomineralizacj¢”. W obu przypadkach chodzi o wpltyw st¢zenia magnezu na jego wzgledna
zawarto$¢ okreslang w postaci stosunku (Mg/Ca) w szkielecie szkarhupni.

Jasno sprecyzowanym celem pracy doktorskiej bylo przeprowadzenie serii przyzyciowych
eksperymentdw biomineralizacyjnych na wspotczesnych szkarlupniach, badajacych wplyw
zmian stosunku Mg**/Ca*" wody morskiej oraz diety (gl. zawarto$ci Mg) na sktad chemiczny ich
szkieletu mineralnego. Szczegotowe cele poszczegdlnych publikacji/rozdzialow sg bardziej
zroznicowane, ale nadal zawierajg si¢ w celu zasadniczym. Analizujagc biezace trendy
w badaniach paleoceanograficznych i1 paleoklimatycznych czeste sg uproszczenia dotyczace
pochodzenia jonéw wapnia i magnezu w szkieletach organizméw morskich. Panuje przekonanie,
ze stosunek Mg/Ca w szkieletach (nie tylko szkartupni) wynika wylacznie z zawartosci tych
jondw w wodzie morskiej, zalezac jedynie od temperatury i zasolenia. W ostatnich latach
zauwazano istnienie tzw. ,efektu witalnego”, uzaleznionego od fizjologii organizmoéw i
wplywajacego na zroznicowanie sktadu geochemicznego szkieletow. Fizjologia organizmow jest
rowniez uzalezniona od specyficznej diety. Skupienie si¢ zatem na stabo poznanym wplywie
diety - w odniesieniu do zmian sktadu wody - na biomineralizacje tej grupy organizméw
morskich jest zatem nowatorskie.

Ocena jezyka i struktury rozprawy

Recenzowana praca jest opracowaniem monograficznym napisanym w jezyku angielskim,
zawierajacym wspomniane wieloautorskie opublikowane rozdzialy. W jezyku polskim zostato
napisane 4-stronicowe streszczenie. Cato$¢ tekstu jest nienaganna je¢zykowo. Terminologia
zardbwno w jezyku angielskim jak rowniez polskim (Streszczenie) jest uzyta poprawnie i
zrozumiale. Struktura pracy jest bardzo przejrzysta, a sama praca jest dobrze zredagowana.

Ocena metodyki badawczej

Badania majg charakter aktualistyczno-eksperymentalny, stusznie zaktadajac, iz
mechanizmy kontrolujace wbudowanie Mg i Ca w szkielety organizmdow sa uniwersalne. Ich
poznanie jest konieczne do zrozumienia biogeochemii organizméw mineralizujacych,
a w konsekwencji do wiarygodnej rekonstrukcji paleosrodowiska. Wiarygodnos¢ badan
eksperymentalnych byla testowana badaniami geochemicznymi szkarlupni kopalnych,
pochodzacych z jury i miocenu basenu polskiego z interwatow charakteryzujacych sig
odpowiednio niskim i wysokim stosunkiem Mg?*/Ca?*" wody morskiej. Zasadnicze badania
oparty si¢ na kilku seriach eksperymentow biomineralizacyjnych, opisanych w trzech osobnych
rozdziatach, a zarazem artykutach dysertacji. Wszystkie eksperymenty wykonano na zywych
szkartupniach, w tym na trzech gatunkach jezowcoéw oraz jednym gatunku rozgwiazdy i
wezowidla. Zroznicowanie taksonomiczne osobnikéw wybranych do badan jest zupeinie
wystarczajace do zrealizowania celu badan.

Wykonanie eksperymentéw w tej samej placowce (Marine Biology Lab, Université Libre
de Bruxelles), przy wsparciu tego samego personelu zapewnito porownywalne standardy
badan. Wszystkie eksperymenty wykonano zarowno w warunkach kontrolnych oraz



zmodyfikowanych. Procedura ta byta konieczna do poprawnego odniesienia oraz interpretacji
wynikow. W warunkach kontrolnych stosowano wod¢ morska o stosunku molowym ok. 5,2
mol/mol Mg?*/Ca**, natomiast w warunkach zmodyfikowanych obnizano ten stosunek przez
roztwory o nizszej zawarto$ci Mg?* lub wzbogacanie w Ca*".

Podstawa badan eksperymentalnych jest ich replikacja. Pierwsza seria eksperymentow
zostata wykonana w 12 niezaleznych akwariach jednolitrowych. W kazdym z nich umieszczono
po jednym jezowcu z obtamanymi trzema kolcami. Kolce w ciagu 14 dni ulegaly regeneracji
czyli ponownej mineralizacji w wodzie morskiej o dwoch stosunkach Mg/Ca oraz dwoch
rodzajach diety (wysoko- oraz niskomagnezowej). To daje najmniej 4 kategorie parametrow
eksperymentalnych, replikowanych 3-krotnie — na trzech okazach. W tej czesci pracy brakuje
opisu parametrow eksperymentalnych hodowli kazdego okazu w zestawieniu w wynikami
eksperymentéw. Ponumerowanie 12 okazéw (akwaridw) oraz przedstawienie tych wartosci
w zalaczonych tabelach byloby w tym przypadku optymalne.

Bardzo korzystne byloby rowniez fotograficzne udokumentowanie okazéw oraz ich
regenerowanych kolcow przed i po eksperymencie. Jezeli kolce zostaly przecigte i
wypolerowane, udokumentowanie przekrojow byloby cenng dokumentacja graficzng
eksperymentu. Dobry przyktadem jest dokumentacja w publikacji promotora (Gorzelak i in.,
2011, JSB, https://doi.org/10.1016/1.1sb.2011.07.008). Dokumentacja ilosciowa dwdch
pozostatych eksperymentéw jest zdecydowanie bogatsza 1 zawiera komplet danych
zestawionych w kilku zatagczonych tabelach (jako Supplementary files). Publikacje te (II 1 III)
zawierajg rOwniez dokumentacj¢ fotograficzng przyktadowych okazow.

Bardzo celowe (analizy tempa wzrostu szkieletu) bylo zastosowanie precyzyjnego
znakowania szkieletow manganem, a nastgpnie obrazowania mikroskopia
katodoluminescencyjna po zakonczonych eksperymentach. Pomiary analityczne wykonywano
przy wykorzystaniu mikrosondy elektronowej CAMECA SX 100. Punktowe analizy ilo$ciowe
zawartosci Mg 1 Ca w strefach eksperymentalnego wzrostu zwielokrotniono aby zbadac ich
zroznicowanie w mikroskali oraz unikng¢ niereprezentatywnych wynikéw. Catos$¢ otrzymanych
danych konsekwentnie poddano kilku analizom statystycznym dla potwierdzenia ich istotnosci
(relacji pomiedzy badanymi parametrami). Co ciekawe, wykonano réwniez analizy punktowe
kolcow ponizej czgsci zregenerowanej, ale dane te nie zostaly dotagczone. Moglby by¢ to
warto$ciowy material porownawczy, pokazujacy réznice lub jej brak pomiedzy mineralizacja
przed i w trakcie eksperymentu. Wiele organizméw w warunkach stresowych (mate akwarium,
narazenie na nieznane bodzce itp.) wykazuje nietypowa fizjologie, ktéra moze mie¢ wptyw na
wyniki eksperymentu.

Ocena rezultatow pracy

Wszystkie serie eksperymentow doktorantki jednoznacznie potwierdzajg zaleznos$¢
stosunku Mg/Ca w szkielecie szkartupni od stosunku Mg?*/Ca*" w wodzie morskiej. Szkielet
mineralizowany w wodzie o obnizonym stosunku Mg?*/Ca*" wykazuje nizszy stosunek Mg/Ca,
co konsekwentnie wykazano w opisanych badaniach. Poréwnanie tych stosunkow w szkieletach
szkartupni jurajskich i miocenskich rowniez potwierdza t¢ zaleznos¢. Okazy pochodzace z
jurajskiego ,,morza kalcytowego” o nizszym stosunku Mg/Ca wykazuja obnizone warto§ci w
szkieletach jezowcow i rozgwiazd. Odwrotny trend jest widoczny w okazach pochodzacych
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z miocenskiego ,,morza aragonitowego”. W tym przypadku wysoki stosunek Mg do Ca
wystepowat w morzu jak tez w szkieletach szkartlupni. Spojnos$¢ tych wynikéw opartych na
replikowanych analizach réznych taksondw szkartupni w zestawieniu z wcze$niejszymi
publikacjami potwierdza ich wiarygodnos$¢. Ta cze$¢ wynikow nie powinna zaskakiwaé, chociaz
ich zasadnicze znaczenie wylania si¢ przy testowaniu dalszych hipotez badawczych.

Autorka zastanawia si¢ nad intrygujaca Sciezka transportu magnezu podczas regeneracji
kolcow. Okazuje sig, ze jony magnezu dostarczane sg nie tylko z wody morskiej przez epiderme
otulajaca kolce, ale rowniez pochodza z pokarmu. Takie wnioskowanie jest zupetnie klarowne,
gdyby nie brak bezposredniego kontaktu koncowki kolca z komoérkami ciala jezowca.
Zagadkowa jest zatem $ciezka transportu jonéw Mg, pochodzacych z diety. W tym przypadku
Doktorantka stawia wstepng tezg, iz transport jonow moze by¢ dokonywany przez
wyspecjalizowane komorki, majace zdolno$¢ do migracji bezposrednio z ciata organizmu.
Przyktadem takich komorek, jak stusznie czytamy w pierwszej pracy (Kotbuk i in., 2019), moga
by¢ fagocyty lub sferulocyty. Takie odkrycia generuja dalsze pytania i otwierajag nowe $ciezki
badan.

Rownie interesujace sg rezultaty, dotyczace pozostatych czynnikow wplywajacych na sktad
chemiczny szkieletow. Doktorantka wykazata jednoznaczny wptyw diety na stosunek Mg/Ca w
szkieletach badanych szkarlupni wspoéiczesnych. Dieta wysokomagnezowa wzbogaca
zmineralizowany szkielet w Mg 1 odwrotnie. Tym samym cze$¢ jonow w szkielecie pochodzi
zwody morskiej, a czg$¢ z pokarmu. W konsekwencji Autorka stusznie konkluduje, ze
rekonstrukcje stosunku Mg?*/Ca®" pierwotnej wody morskiej na podstawie analiz
geochemicznych (Mg/Ca) szkieletu szkartlupni mogg by¢ obarczone znacznymi btedami (do
ponad 60%) wynikajacymi z diety. Zapewne dieta moze by¢ zr6znicowana ze wzgledu na takson,
ale réwniez ze wzgledu na sezonowos$¢, lokalne S$rodowisko, populacje itp. Jesli zatem
wezmiemy pod uwagg to, ze stosunek Mg/Ca zalezy nie tylko od sktadu wody morskiej, jej
temperatury, ale rowniez od diety - jak wykazuje Doktorantka, a takze od zasolenia, to
rekonstrukcja paleotemperatur przestaje by¢ trywialna.

Kolejnym waznym rezultatem dysertacji jest odkrycie znacznego zroznicowania stosunku
Mg/Ca w skali osobniczej, m. in. pomigdzy roznymi typami plytek, a nawet pomiedzy réznymi
typami stereomu w tych samych plytkach. Przyczyna takiego zrdéznicowania nie zostata
wyjasniona, ale Doktorantka wigze to zjawisko z tajemniczym ,,efektem witalnym” organizmu.
Takie zréznicowanie badanego stosunku moze rowniez wpltywaé na dodatkowe bledy
w rekonstrukcjach wod morskich.

Autorka wykonata rowniez wiele znakowan stref wzrostu manganem, co pozwolito na
okreslenie biomineralizacyjnego tempa wzrostu, przy wykorzystaniu mikroskopu
katodoluminescencyjnego. Okazato si¢, ze jezowce inkubowane w wodzie o niskim stosunku
molowym Mg**/Ca*" rosty wolniej, wytwarzajac szkielet o obnizonym Mg/Ca. Wolniejszy
wzrost przy obnizonym stosunku molowym Mg**/Ca?" jest jednak zastanawiajacy, poniewaz
nawet w najnizszym stezeniu Mg®" w wodzie morskiej ilo$¢ tych jonéw jest w nadmiarze
w stosunku do potrzeb biomineralizacyjnych. W przypadku kazdego eksperymentalnego
stosunku Mg**/Ca?" zastosowanego w badaniach jest konieczno$¢ usuwania jonow Mg
wzgledem jonéw Ca?’, poniewaz nadmiar Mg?>* hamuje kalcyfikacje. W przypadku otwornic
podobne eksperymenty wykonane na dwoch gatunkach o nisko- 1 wysoko-magnezowych



kalcytowych skorupkach wykazaty brak wyraznej korelacji Mg?*/Ca*" w wodzie morskiej
z tempem wzrostu skorupki. Z drugiej jednak strony, najwyzsze tempo wzrostu wystepowato
zawsze w warunkach zblizonych do naturalnych, tj. przy stosunku molowym Mg?*/Ca* =~ 5
(Mewes 1 in., 2014, https://doi.org/10.1016/j.marmicro.2014.09.003). W przypadku zaro6wno
szkartupni, jak 1 otwornic, moze to wynika¢ z adaptacji do aktualnych warunkow fizyko-
chemicznych. Kazda istotna zmiana moze powodowac fizjologiczny stres i wigksze koszty
energetyczne. W zwigzku z tym Autorka wykonala réwniez pomiary tempa respiracji jako
wskaznika metabolizmu (posrednio jako miary stresu). Wyniki nie potwierdzaja negatywnego
wpltywu nizszego stosunku Mg?*/Ca** na oddychanie badanych organizméw (Kotbuk i in., 2020),
a to oznacza, ze spadek tempa wzrostu z powodu obniZenia stosunku Mg?"/Ca®" w wodzie

morskiej nie mozna wigza¢ ze znacznym stresem metabolicznym.

Podsumowanie oceny
Zestawiajac wszystkie punkty recenzji pracy doktorskiej mgr Doroty Kotbuk, podkresle:

1. Dominujacy udziat doktorantki we wszystkich artykulach/rozdziatach dysertacji. We
wszystkich artykutach Kandydatka do stopnia jest pierwsza autorka;

2. Bardzo dobra koncepcj¢ pracy, podejmujaca wazki temat wptywu skladu chemicznego
(Mg**/Ca*") wody morskiej oraz zawarto$ci Mg w pokarmie na biomineralizacje, w tym na
stosunek Mg/Ca w szkielecie szkartupni;

3. Adekwatnie dobrang metodyke badan, a szczegodlnie dobrze zaplanowane, kontrolowane
oraz replikowane serie eksperymentalne metoda in vivo. Analizy geo/chemiczne oraz
obrazowania stref biomineralizacji zostaly przeprowadzone przy wykorzystaniu
nowoczesnych, precyzyjnych narzedzi pomiarowych (np. mikrosondy elektronowe;j
CAMECA SX 100) oraz mikroskopow (m. in. mikroskopu katodoluminescencyjnego);

4. Dobrze dobrany wspotczesny material do badan, testujacy szersze spektrum szkartupni,
uzupehiony analiza okazéw kopalnych, reprezentujacych rdézne stany oceanu $wiatowego,
ze wzgladu na stosunek Mg?*/Ca*" w wodzie morskiej;

5. Zastosowanie adekwatnych metod statystycznych opartych na analizie wariancji (ANOVA);

6. Bardzo skuteczng i konsekwentng realizacj¢ celu badan. Wszystkie publikowane prace daza
do tego samego celu, stopniowo uzupelniajgc metodyke badawczg oraz testujac kolejne
grupy szkarhupni, reprezentowane przez ich wybrane gatunki;

7. Cenne i niezwykle intrygujace rezultaty badan (streszczone powyzej). Wiele z wynikow
dysertacji prowokuje dalsze badania, a nawet otwiera nowe $ciezki badawcze.

8. Ciekawa i dos¢ wszechstronng dyskusj¢ wynikow, uzupetniong perspektywami dalszych
badan.

Do jedynych mankamentéw pracy naleza:

1. Ograniczona dokumentacja analityczna i1 graficzna pierwszej serii eksperymentow (Kotbuk
i in., 2019) przy zastosowaniu dobrej metodyki eksperymentalnej, replikacji
eksperymentow oraz wykorzystaniu analiz statystycznych;

2. Brak przedstawienia, omdwienia i porownania wynikow geochemicznych, pochodzacych z
pierwotnej czesci kolca (ponizej strefy zregenerowanej);

3. Tylko czgéciowy sukces eksperymentow na wezowidlach, ze wzgledu na ich wysoka
Smiertelnosc¢.
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Nalezy doda¢, ze wyniki pierwszej serii eksperymentOw oparte sg na ograniczonej liczbie
osobnikoéw, co zostato podkreslone w tresci pracy (Kotbuk i in., 2019). Wydaje si¢, ze ta seria
eksperymentéw miata charakter serii rekonesansowej, dajacej podstawy do dalszych badan.
Uwagi te nie wplywaja na wysoka ocene¢ metodyki, rezultatow i1 przeprowadzonej dyskus;ji.
Wiyniki wszystkich serii eksperymentalnych sa bardzo konsekwentne i1 wiarygodne.

Whiosek koncowy

Zestawiajac wszystkie punkty oceny, moge stwierdzié, ze cele rozprawy zostaly osiagnigte.
Kandydatka do stopnia naukowego doktora przedstawila niezwykle cenne wyniki prac
eksperymentalnych, porownujac je do rekonstrukcji opartych na skamieniato$ciach. Potaczenie
metod in vivo oraz in fossilio dato bardzo oryginalne oraz spdjne rezultaty. Badania zostaty
opublikowane w uznanych czasopismach miedzynarodowych. Nie mam watpliwosci, ze
wszystkie prace opublikowane w ramach rozprawy przejda do klasyki w tematyce
biomineralizacji bezkrggowcoéw oraz metodyki rekonstrukcji paleosrodowiska na podstawie
danych geochemicznych.

Na tej podstawie stwierdzam, ze praca spelnia warunki i wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595 z p6zniejszymi zmianami). Recenzowana
rozprawa doktorska jest oryginalnym opracowaniem Autorki i wnosi istotny wktad w dziedzing
nauk o Ziemi i §rodowisku. Wnosz¢ zatem o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Kotbuk do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. RoOwnoczesnie, biorgc pod uwage ponadprzecigtny
poziom dysertacji oraz jej wazkie, oryginalne rezultaty, wnioskuje rozwazenie wyrdznienia
przedtozonej pracy doktorskie;.

Jarostaw Tyszka
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