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Dr hab. Matgorzata Bak, prof. US Szczecin, dn. 11.08.2025

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Lilianny Marii Sharmy

Wplyw mieszanin nowo pojawiajacych si¢ zanieczyszczen na mikroorganizmy
fotoautotroficzne Morza Baltyckiego

Rozprawa doktorska mgr Lilianny Marii Sharmy pt. ,,Wplyw mieszanin nowo
pojawiajacych si¢ zanieczyszczen na mikroorganizmy fotoautotroficzne Morza
Battyckiego” zostata napisana w Instytucie Oceanologii Polskiej Akademii Nauk (IO PAN)
pod kierunkiem prof. dr hab. Kseni Pazdro, jako promotor oraz dr. Grzegorza Siedlewicza,
jako promotora pomocniczego. Recenzowang rozprawe stanowi zbidr pigciu publikacji
powigzanych tematem badan, czyli badaniami wplywu wybranych zanieczyszczeh na tzw.
glony wystepujace w Morzu Battyckim. Publikacje te ukazaly si¢ w recenzowanych
czasopismach. Pierwsza publikacja ukazata si¢ w Plants (IF — 4,6 1 70 pkt. na liScie
ministerialnej), druga publikacja w Oceanologia (IF — 2,4 i 100 pkt.), trzecia i czwarta w
Science of the Total Environment (IF — 8,2 i 200 pkt.), a piata w czasopi$mie Journal of
Hazardous Materials (IF — 12,2 1 200 pkt.). Wszystkie publikacje sktadajace si¢ na rozprawe
sa pracami zespotowymi. W czterech Doktorantka jest pierwsza autorka i autorkg
korespondencyjng, w jednej, opublikowanej w Oceanologii, jest trzecig autorky. Pomimo,
ze praca powstata z potaczenia pigciu artykuldw, stanowi ona zwartg i spdjng catos¢.

Rozprawe rozpoczyna Podsumowanie (Summary) w jezyku angielskim i1 polskim (cho¢
pewnie lepszym okresleniem bylaby Synteza). Na wstegpie Doktorantka daje syntetyczny
opis mikrozanieczyszczen z podziatem na farmaceutyki, ciecze jonowe i inne powszechnie
wystepujace w wodach zwigzki, jak kofeina oraz wstegpnie nas§wietla problemy jakie nawet
niewielkie ilo$ci tych zwigzkow moga powodowac w §rodowisku wodnym, szczegolnie dla
mikroorganizméw fotosysntetyzujacych, ktore sa podstawa piramidy troficznej kazdego
wodnego ekosystemu. Doktorantka podkres$la fakt koniecznosci prowadzenia badan nie
tylko nad toksyczno$cia pojedynczych zwigzkéw, ale takze dotyczacych mieszanin
mikrozanieczyszczeh oraz w szczeg6lno$ci nad dlugofalowymi skutkami kontaktu
organizmow z toksynami. Powyzsze rozwazania s3 wprowadzeniem do stwierdzenia, Ze bez
znajomosci interakcji oraz skutkéw chronicznego oddzialywania na mikroorganizmy
autotroficzne wiedza na temat toksyczno$ci mikrozanieczyszczen jest dalece niepetna. Dalej
Doktorantka krétko opisuje problemy morskich ekosystemow przybrzeznych jako tych,
ktére sg szczeg6lnie narazone na kumulacje mikrozanieczyszczen oraz wskazuje Morze
Battyckie, jako doskonaty poligon badawczy ze wzglgdu na duza zlewnig, silne
zanieczyszczenie 1 wrazliwe ekosystemy stonawowodne. Wstep zamyka sformutowanie
gtéwnego celu przedtozonej do recenzji dysertacji, czyli uzupetnienie wiedzy na temat
ryzyka $rodowiskowego zwigzanego z wystegpowaniem mieszanin mikrozanieczyszczen
organicznych. Doktorantka skupita si¢ w swoich badaniach na pigciu substancjach: dwoch
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cieczach jonowych, antybiotyku, metabolicie leku przeciwdrgawkowego i powszechnie
identyfikowanym stymulancie — kofeinie. Do syntezy cyklu artykulow Doktorantka wybrata
tylko trzy wystepujace w Baltyku mikroglony — cyjanobakteri¢ Microcystis aeruginosa,
zielenice Chlorella vulgaris 1 okrzemke Phaeodactylum tricornutum, cho¢ w zataczonych
publikacjach Doktorantka badata takze kilka innych gatunkéw. Wszystkie trzy
uwzglednione mikroorganizmy uwazane sg za gatunki modelowe, sg proste w hodowli oraz
zostaly wszechstronnie przebadane przez r6znych badaczy. Cel gtowny doktorantka rozbita
na cztery cele badawcze:

1) Zbada¢ wrazliwo$¢ poszczegdlnych gatunkéw na pojedyncze substancje oraz ich
mieszaniny poprzez okreslenie efektywnego st¢zenia powodujacego 50%
zahamowanie maksymalnej fotochemicznej wydajnos$ci fotosystemu;

2) Zbada¢ podstawowe mechanizmy dziatania poszczegdlnych zwiazkéw oraz ich
mieszanin, poprzez wykorzystanie niestandardowych biomarkerdéw, jak aktywnosé
antyoksydantu dysmutazy ponadtlenkowej, wydajno$¢ fotosyntetyczna oraz
skuteczno$¢ mechanizméw fotoprotekcyjnych;

3) Zbada¢ potencjat toksycznosci cieczy jonowych oraz wptywu innych substancji,
takich jak antybiotyk czy kofeina na wzrost tej toksyczno$ci z wykorzystaniem
teoretycznych modeli addytywnosci (CA) i1 niezaleznego dziatania (IA) oraz
wskaznika odchylenia modelu (MDR) w celu ilosciowego okre$lenia odchylen od
przewidywanych efektow addytywnych;

4) Zbada¢ doktadnos¢ wyzej wymienionych modeli poprzez poréwnanie ich predykeji
z otrzymanymi wynikami wplywu dwuskladnikowych mieszanin na badane
organizmy.

Doktorantka prawidlowo sformutowala 4 hipotezy badawcze, ktére bardzo dobrze
zweryfikowata 1 potwierdzita wynikami swoich badan, zawartych w zataczonym cyklu
publikacji.

Zalaczone publikacje sg opatrzone o$wiadczeniami wspotautordw o udziale kazdego z nich
w przygotowaniu pracy. Doktorantka we wszystkich pigciu pracach przygotowata koncepcje
pracy, zaplanowatla i zrealizowata prace badawcze, brala udziat w analizie 1 interpretacji
uzyskanych wynikow, brala udziat w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu. W
czterech publikacjach na pig¢, byta odpowiedzialna za korespondencje z czasopismami i
przygotowanie poprawek i odpowiedzi dla recenzentéw. Wprawdzie Doktorantka nie podaje
procentowego wktadu w powstate publikacje, ale po o$wiadczeniach wszystkich
wspotautorow oraz po notatkach o wktadzie pracy w samych publikacjach wida¢, ze wktad
pracy Doktorantki byl wiodacy, nawet w pracy, gdzie jest trzecig wspotautorka w kolejnosci.

Celem pierwszej publikacji byto przedstawienie stanu (na rok 2021) wiedzy o antybiotykach
1 ich wptywie na mikroorganizmy fotosystetyzujace na podstawie istniejacej na ten temat
literatury. Jest to bardzo rzetelnie napisana praca przegladowa, ktéra umozliwila
Doktorantce poznanie aktualnego stanu wiedzy i pomogta odnalez¢ luki, ktore mozna
uzupehi¢ badaniami. Widaé, ze praca ta nakierunkowala Doktorantke na przyszie badania,
gdyz szczegotowo wskazata ona braki w wiedzy, a nastgpnie skrupulatnie uzupetniata je w
kolejnych swoich badaniach, a wyniki prezentowata w nast¢gpnych publikacjach. Z
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przegladu literatury wynika, Ze pozostato$ci antybiotykéw sa obecne na catym §wiecie w
ekosystemach stodkowodnych, estuariach i morskich §rodowiskach. Przeglad dotyczyt
ponad 60 r6znych antybiotykow i ich wptywu na organizmy autotroficzne, ze szczegdlnym
naciskiem na mikroglony morskie. Az 60 % danych dotyczyto tylko jednego gatunku
stodkowodnej zielenicy— Raphidocelis subcapitata, natomiast dane dotyczace gatunkow
morskich stanowily mniej niz 14 % dostepnych informacji. Jedynie 9 % analiz odnosito si¢
do ekspozycji na dziatanie antybiotykéw trwajacej dtuzej niz 7 dni, co wskazywato na
powazng luk¢ w badaniach dlugofalowych skutkéw. Praca podsumowuje efekty na wielu
poziomach: procesy fotosyntezy, mechanizmy fotoprotekcji i antyoksydantow, itp. Autorzy
podkreslali, ze ryzyko oceniane bylo gldwnie na podstawie testow ostrej toksycznos$ci i
pojedynczych substancji w srodowisku stodkowodnym oraz sugerowali rozszerzenie badan
o eksperymenty dhlugoterminowe, postulowali stosowanie stgzen rzeczywistych
identyfikowanych w $§rodowisku naturalnym, a przede wszystkim zalecali badania efektow
mieszanin i interakcji z czynnikami §rodowiskowymi, co ma znaczenie dla doktadniejszych
ocen zagrozen ekologicznych.

W ramach badan opisanych w drugim artykule autorzy przeprowadzili 10-dniowe testy
toksycznos$ci oksytetracykliny (antybiotyku z grupy tetracyklin) w szerokim zakresie st¢zen,
zwracajac szczegoOlng uwage na niskie, srodowiskowo realistyczne stezenia. Testowano
wpltyw antybiotyku na cztery organizmy: zielenice Chlorella vulgaris, okrzemke
Phaeodactylum tricornutum oraz cyjanobakterie Microcystis aeruginosa 1 Nodularia
spumigena. W publikacji potaczono klasyczne parametry wzrostu (liczba komorek, gestos¢
optyczna, stezenie chlorofilu @) z pomiarami fluorescencji chlorofilu a, ktére umozliwity
ocen¢ wydajnosci fotosystemull (PSII) oraz ogolnego stanu fotofizjologicznego
organizméw. Autorzy dowiedli, ze stgzenia oksytetracykliny wystepujace w srodowisku
moga negatywnie wplywaé¢ na rozwoj badanych mikroorganizméw. Efektywnos¢
fotosystemu II zostata obnizona, co $wiadczy o zaburzeniu procesu fotosyntezy. Analiza
parametrow fotosyntetycznych umozliwita glebsze zrozumienie mechanizmoéw dziatania
antybiotyku wobec organizméw niebgdacych celem terapii antybiotykowej. Autorzy
zakwestionowali standardowe testy przewleklej toksycznos$ci trwajace zazwyczaj 72
godziny, twierdzac, ze sa niewystarczajace do wiarygodnego oszacowania dtugotrwatych
skutkow dzialania substancji bioaktywnych. Z tego powodu zarekomendowali stosowanie
wydtuzonych testow, takich jak wykorzystane w badaniu 10-dniowe eksperymenty.

Skupienie si¢ na fluorescencji chlorofilu a pozwolito uchwyci¢ subtelne zaburzenia funkcji
fotosyntetycznych, wczesniej niewidoczne przy standardowych testach krétkoterminowych.

Celem trzeciej publikacji byto wyjasnienie, jak mieszanina jonowej cieczy IM1-12Br oraz
antybiotyku oksytetracykliny wplywa na wybrane mikroorganizmy: okrzemke
Phaeodactylum tricornutum, cyjanobakteri¢ Microcystis aeruginosa, zielenic¢ Chlorella
vulgaris oraz luminescencyjng bakteri¢ morska Aliivibrio fischeri. Eksperyment trwat 11
dni. Analizie poddano parametry fotosyntezy, takie jak kinetyka chlorofilua oraz
efektywno$¢ fotosystemu II, zawarto$¢ pigmentow, ze szczegdlnym uwzglednieniem
fikobilin oraz efekty toksyczno$ci w obecno$ci luminescencyjnej bakterii Aliivibrio fischeri.
W pracy wyznaczono warto$ci EC50 dla IM1-12Br i oksytetracykliny wobec badanych
mikroorganizméw — byly one czgsto nizsze niz w literaturze, co sugeruje wigksza
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wrazliwos$¢ badanych gatunkéw. Cyjanobakterie okazaty si¢ najbardziej wrazliwe na IM1-
12Br. Oba zwiazki — osobno i w mieszaninie — powodowaly uszkodzenia ukladow
fotosyntetycznych PSI i PSII, spadek wydajnosci przenoszenia elektronéw oraz zmiany w
parametrach strumienia energii, co wskazuje na silny stres fotochemiczny. U sinic
obserwowano degradacj¢ biatek fikobilinowych (m.in. fikocyjaniny, fikoerytryny),
kluczowych dla ochrony przed nadmiarem $wiatla. W  przypadku Chlorella
vulgaris odnotowano efekt hormezy przy niskich st¢zeniach. Analiza interakcji za pomoca
modeli CA 1 IA wykazala gtownie synergizm w dziataniu mieszaniny IMI1-12Br i
oksytetracykliny, szczegélnie wyrazny u Microcystis aeruginosa oraz bakterii Aliivibrio
fischeri. Modele te dobrze przewidywaly wyniki eksperymentalne. Badanie jest pierwszym
doniesieniem o synergistycznej toksyczno$ci mieszaniny ptynu jonowego i antybiotyku
wobec organizmow wodnych. Autorzy zalecaja dalsze prace nad mieszaninami
wielosktadnikowymi, dtuzszymi ekspozycjami i szerszym doborem gatunkow, aby lepiej
oceni¢ dlugoterminowe ryzyko ekologiczne i opracowac¢ strategie ochrony srodowiska.

W czwartej publikacji badania koncentrowaty si¢ na ocenie wptywu mieszanin ptynu
jonowego IM1-8C(CN)s oraz dwoch farmaceutykow (antybiotyku oksytetracykliny i
metabolitu karbamazepiny) — na dwa gatunki fitoplanktonowe: sinic¢ o szerokim spektrum
tolerancji zasoleniowej Microcystis aeruginosa oraz morska okrzemke Phaeodactylum
tricornutum podczas dlugotrwalej ekspozycji. Analizie poddano roézne wskazniki
biochemiczne i fizjologiczne: wskazniki stresu oksydacyjnego, fluorescencj¢ chlorofilu a
(parametry wydajnosci fotosystemu II, Fv/Fm), szczegdélowy profil pigmentow
fotosyntetycznych i ochronnych. Zaobserwowano zaktdcenia w produkcji karotenoidow 1
parametrach fluorescencji chlorofilu a, co §$wiadczy o uszkodzeniu fotosystemu II. Modele
matematyczne CA 1 IA, wspierane przez wskaznik MDR, wykazaly przewaznie
antagonistyczne interakcje migdzy substancjami w mieszaninach. Z badan wynika, ze
mieszaniny tych specyficznych zanieczyszczen wplywaja na procesy fotosyntetyczne obu
badanych organizméw wodnych, gtéwnie poprzez zakldcenia systemoOw ochrony i
przetwarzania §wiatla. Przewaga interakcji antagonistycznych sugeruje mozliwe wzajemne
hamowanie toksycznych efektéw, cho¢ mechanizmy wymagaja dalszych badan.

W ramach piatej publikacji autorzy badali wpltyw mieszaniny kofeiny (czgstego
antropogenicznego zanieczyszczenia, w stezeniu okoto 10 pg/l) oraz imidazolowego ptynu
jonowego IMI-8C(CN); na dwa organizmy fotosyntetyczne: okrzemke Phaeodactylum
tricornutum oraz sinic¢ Microcystis aeruginosa, podczas przewleklej ekspozyciji.
Wykorzystano niestandardowe biomarkery, m.in. zmiany w fluorescencji chlorofilu a,
mechanizmy ochronne, jak nie-fotochemiczne wygaszanie (NPQ) oraz aktywacje¢ cyklu
ksantofilowego. Modele interakcji — CA i IA, w potaczeniu ze wskaznikiem MDR, stuzyty
do analizy natury dzialania mieszaniny (synergizm vs antagonizm). Oba organizmy
wykazaly reakcje fotoprotekcyjne, m.in. zwigkszone NPQ i aktywacje¢ cyklu ksantofilowego
— oznaki stresu §wietlnego i adaptacji. Kofeina w §rodowiskowo realistycznych stezeniach
znaczaco podniosta parametr DIo/RC, co sugeruje zwigkszone rozpraszanie energii jako
mechanizm obronny. Zaréwno model CA, jak i IA wykazaly przewaznie antagonistyczne
interakcje migdzy kofeing a ciecza jonowa, co $wiadczy o mozliwym wzajemnym obnizaniu
toksycznosci.

Instytut Nauk o Morzu i Srodowisku: ul. Adama Mickiewicza 16, 70-383 Szczecin
Sekretariat: tel. 914442461, 914442525, e-mail magdalena.klimczak@usz.edu.pl
Dyrektor Instytutu: tel. 91 4442462, e-mail: dyrektor.nms@usz.edu.pl



Sk B
j-lg?j INSTYTUT NAUK O MORZU
ec‘zEcxﬁ | SRODOWISKU

Nie ulega watpliwosci, ze cale badawcze sformutowane w poszczegdlnych publikacjach, jak
1 w calej rozprawie zostaty przez Doktorantk¢ osiagnigte. Nie budzi zastrzezen metodyka
badan — badania zostaty prawidtowo zaplanowane i zrealizowane, a wszelkie analizy zostaty
przeprowadzone wedtug standardow powszechnie stosowanych w takich badaniach.
Wszystkie pie¢ publikacji wchodzacych w sklad rozprawy maja rozbudowang czgs$¢
wynikowa, opatrzong graficznym przedstawieniem wynikow oraz rozszerzone o materiaty
dodatkowe. Wyniki badan zostaly poddane analizie z wykorzystaniem nowoczesnych
narzg¢dzi statystycznych. W dyskusji uwzgledniono klasyczna, jak i najnowsza literaturg
dotyczaca przedmiotu badan.

Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy waznych i w obecnych czasach pogtebiajacych
si¢ problemoéw dotyczacych zanieczyszczen S$rodowiska Morza Battyckiego nowo
pojawiajagcymi si¢ substancjami, ktorych toksycznosci nie znamy lub nie do konca
rozumiemy ich mechanizmy. Doktorantka i jej wspotautorzy przyblizaja nam znaczacy
wycinek wiedzy, ktéra wypetnia wskazang luke.

Uwagi krytyczne:

W zasadzie trudno jest si¢ doszuka¢ bledow zaréwno w czesSci wprowadzajacej jak 1 w
samych publikacjach stanowigcych recenzowany cykl. Szukajac na site mozna wskazac
btad, pewnie literéwke, w nazwie sinicy w jednej z opublikowanych prac, gdzie zamiast
Microcystis aeruginosa pojawilo si¢ Microcystin aeruginosa.

Do$¢ czgsto powtarzajagcym si¢ btedem jest rozpoczynanie zdania skrétem nazwy
rodzajowej, np. M. aeruginosa... Blad ten nie zostal wychwycony przez recenzentow
publikacji 1 redaktoréw. Uprzejmie prosz¢ zapamigtac i stosowaé na przyszto$¢ zasade
rozpoczynania zdania zawsze od petnej nazwy rodzaju.

Dos$¢ nieprecyzyjne jest okreslenie wzrost organizméw w znaczeniu przybywania liczby
komorek w litrze. Samo okreslenie wzrost organizmow wskazuje raczej na powigkszanie
rozmiar6w pojedynczych osobnikow.

Pytania:

Dlaczego Doktorantka nie pokusita si¢ o samodzielne wyizolowanie wszystkich poddanych
badaniom organizmow z prob z Morza Battyckiego? Czy kupowanie gotowych kultur np. z
Francji nie niesie ze sobg niebezpieczenstwa, ze niebattycka populacja bedzie cechowata sig
inng reakcja na mikrozanieczyszczenia niz nasze rodzime populacje?

Czy Doktorantka ma zamiar pracowa¢ nad wdrozeniem nowych standardéw dotyczacych
badan nad dlugofalowym wpltywem toksycznego odziatywania mikrozanieczyszczen na
mikroorganizmy autotroficzne?

Czy Doktorantka majac obecng wiedze widzi potrzebe zapobiegania zanieczyszczeniom
substancjami takimi jak farmaceutyki czy ciecze jonowe i w jaki spos6b mozna by to robi¢
skuteczniej niz obecnie?

Jakie kolejne substancje potencjalnie toksyczne i ich wptyw na mikroglony nalezatoby
przebada¢ w nastgpnej kolejnosci?
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Uwazam, ze dysertacja jest bardzo warto$ciowa pozycja, stanowi oryginalne rozwigzanie
przedstawionego problemu naukowego, wnosi nowa wiedz¢ na temat toksycznosci
mieszanin kilku kluczowych zwiazkéw okre§lanych jako mikrozanieczyszczenia.
Doktorantka wykazal, ze ma og6lng wiedzg z dziedziny nauk $cistych i przyrodniczych oraz
szczegdtowa z dyscypliny nauk o Ziemi i srodowisku, a w szczego6lnosci z oceanologii i
toksykologii. Praca ta jest dowodem na to, ze Doktorantka potrafi sformutowaé problem
badawczy i skutecznie doprowadzi¢ do jego rozwigzania. Z tych powodow podsumowujac
stwierdzam, Ze recenzowana praca doktorska mgr Lilianny Marii Sharmy spetnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim w mysl art. 187 Ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 2023 poz. 742). W zwiazku z tym wnioskuj¢ do
Rady Naukowej Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk (IO PAN) o dopuszczenie
mgr Lilianny Marii Sharmy do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia naukowego
doktora w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk o Ziemi i
srodowisku.

Dodatkowo, ze wzgledu na to, Zze przedstawiona do recenzji rozprawa cechuje si¢
wyrozniajaca jako$cig badan, posiada szczegdlne walory poznawcze, co zostato docenione
poprzez bardzo dobrze opublikowane artykuly — trzy na pig¢ prac Doktorantka opublikowata
w czasopismach za 200 punktow z bardzo wysokim Impact Factor oraz ze wzglgdu na
innowacyjne podejscie do badan toksyczno$ci mikrozanieczyszczen — Doktorantka nie
trzymata si¢ tylko i wylacznie ustalonych standardowych, powszechnie stosowanych
procedur, ale zaproponowata swoje procedury jako uzupetnienie tych standardowych, jak
réwniez ze wzgledu walory aplikacyjne — Doktorantka opracowata metodyke badania
dlugofalowego wptywu toksycznych zwigzkdéw na mikroorganizmy autotroficzne, ktéra
moim zdaniem powinna wyj$¢ do standardow takich badan, dlatego tez wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk (IO PAN) o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej Pani mgr Lilianny Marii Sharmy.

Z powazaniem
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