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Ocena rozprawy doktorskiej Moniki Olszewskiej
pt. ,Analiza wzrostu lagiewek pylkowych Hyacinthus orientalis L., segmentéw
koleoptyli oraz calych siewek kukurydzy Zea mays L. za pomocg technik

pélprzewodnikowego obwodu fotowoltaicznego lub funkcjonalu wzrostu”

Rozprawa doktorska Moniki Olszewskiej pt. ,Analiza wzrostu lagiewek pytkowych
Hyacinthus orientalis L., segmentéw koleoptyli oraz catych siewek kukurydzy Zea mays L. za
pomocg technik pétprzewodnikowego obwodu fotowoltaicznego lub funkcjonatu wzrostu” to
opracowanie skladajgce si¢ z czterech opublikowanych artykuléw naukowych oraz obszernego
omoéwienia uzyskanych wynikéw. Artykuty wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej to:

A) Olszewska M., Konefat A., Pietruszka M. (2017) Proton kinetics through the cuticle
layer in maize. Acta Physiologiae Plantarum 39: 257.

B) Pietruszka M., Olszewska M., Machura L., Réwinski E. (2018) Single measurement
detection of individual cell ionic oscillations using an n-type semiconductor-electrolyte
interface. Scientific Reports 8:7875.

C) Olszewska M., Haduch-Sendecka A., Pietruszka M. (2018) Determination of selected
dynamic quantities of growing intact seeds of maize. General Physiology and
Biophysics 37, 375-389.

D) Pietruszka M., Olszewska M. (2020) Extracellular ionic fluxes suggest the basis
for cellular life at the 1/f ridge of extended criticality. European Biophysics Journal
https://doi.org/10.1007/500249-020-01430-3

Wszystkie te pracé opublikowane zostaty w miedzynarodowych czasopismach posiadajgcych
impact factor, a wigc znajdujacych sie w sferze zainteresowania szerokiego grona badaczy.
W dwoéch pracach A i C Doktorantka jest pierwsza Autorka; w pozostatych dwéch — drugg, co
swiadczy o Jej wiodacej roli w powstawaniu tych artykulow. Potwierdzaja to o$wiadczenia

wspotautoréw zgodne z informacjami zawartymi w artykulach. Prace te cytowane byly 22 razy



(sierpiefi 2024), co nalezy uznaé za spory odzew, biorgc pod uwage waska, specjalistyczna
tematyke opisywanych badan.

Prace A i C prezentuja wyniki eksperymentéw majacych na celu weryfikacje teorii
kwasowego wzrostu. Zgodnie z tg koncepcja, obnizenie pH $ciany komorkowej doprowadza
do jej rozluznienia, co utatwia transport do komérki wody wraz z substancjami osomotycznie-
czynnymi, co z kolei prowadzi do nieodwracalnego powiekszenia objetosci komorki, a wiec do
jej wzrostu. W procesie tym istotng rol¢ petni pompa protonowa, H'ATPaza zlokalizowana
w blonie plazmatyczne;j.

Doktorantka wraz ze wspolpracownikami zastosowala do badan izolowane koleoptyle
kukurydzy, Zea mays, ktére rosty w pozywce kontrolnej, APW (artificial pond water) lub
w pozywkach z dodatkiem auksyny (kwasu indolilo-3 -octowego, IAA), badz fuzikokcyny, FC
— stymulatora wzrostu pochodzenia grzybowego. Badania tego typu prowadzone byly od lat,
m.in. przez grupy Clelanda, Hagera i Liithena. Swo6j udzial w weryfikacji teorii kwasowego
wzrostu mieli réwniez: profesor Zygmunt Hejnowicz i Jego wspotpracownicy oraz profesor
Waldemar Karcz z zespolem. Nowoscig zaprezentowanych w pracy A badan bylto uzycie
opracowanej przez Doktorantk¢ prostej, ale skutecznej metody abrazji kutikuli oraz
zastosowanie modeli matematycznych: funkcjonatu wzrostu i metody Monte Carlo do
symulacji wynikéw uzyskiwanych w réznych warunkach eksperymentalnych. Abrazja kutikuli
byla sposobem na ograniczenie bariery dyfuzyjnej dla testowanych substancji. Potwierdzono
silng korelacje migdzy gruboscig warstwy kutikuli, okreslong na podstawie dlugosci czasu
abrazji, a szybkoscig wzrostu koleoptyli. Ponadto, obliczenie korelacji krzyzowych pozwolito
okresli¢ nie tylko stopien wspotzaleznosci miedzy badanymi procesami, ale rtowniez opdZnienie
czasowe mig¢dzy podaniem badanej substancji a tempem wzrostu. Kinetyka wzrostu koleoptyli
byla z duza dokladnoscig przyblizana za pomoca opracowanego wczesniej funkcjonatu
wzrostu. Skiada si¢ on z czgéci liniowej zwigzanej z dyfuzja oraz z czgscei nieliniowej zwigzane;j
z synteza Sciany komorkowej. Zaprezentowane w pracy A wyniki badan oraz symulacji
matematycznych w petni potwierdzity kwasowg teori¢ wzrostu.

Przedstawiona w wyzej omawianej pracy metoda pomiaru wzrostu stosow koleoptyli
i pH medium, w ktérym si¢ znajduja, aczkolwiek prosta i elegancka, posiada kilka wad, ktérych
wigkszosci Doktorantka jest §wiadoma. To m.in. zranienie siewek w celu wyizolowania
koleoptyli, uszkodzenie cze$ci komérek w trakcie abrazji, czg$ciowa anoksja (mimo
stosowanej aeracji medium) oraz uzycie w kontroli sztucznej wody stodkiej (APW), ktore;j
sktad niekoniecznie przypomina roztwér wypelniajacy apoplast roéliny ladowej, jakg jest
kukurydza.



Praca C, Olszewska i in. (2018) jest préba wyeliminowania tych ograniczeh. Badania
przeprowadzone zostaly na nienaruszonych siewkach kukurydzy, a testowane substancje
podawane byly do roztworu, w ktérym zanurzone byly tylko korzenie. Ponownie badano wplyw
IAA i FC na wzrost siewek i pH pozywki. Badania rozszerzono o sprawdzenie efektu
gibereliny, GAs3 i chlorku kadmu, CdCl,. Testowano rézne stezenia tych substancji.
Niedogodnoscia, z jaka zetkngli si¢ Autorzy pracy, byly trudne do skontrolowania procesy
transportu badanych substancji z medium do korzeni i z korzeni do czg$ei nadziemne;.
Dotyczylo to zwlaszcza auksyny i jonéw kadmu. W przypadku IAA trudnoscig metodyczng
byla niewatpliwie wysoka podatno$¢ korzeni na ten hormon. Juz stosunkowo niskie stezenia
hamuja wzrost korzeni. Ponadto, w nienaruszonych siewkach, w czgsci wierzchotkowej
dochodzi do cigglej syntezy auksyny i jej polarnego transportu w kierunku bazypetelnym. Jony
kadmu s3 natomiast silnie unieruchamiane w korzeniach badZ poprzez wigzanie do sktadnikéw
scian komérkowych, badz do specyficznych biatek - fitochelatyn. Zatem ilo$¢ jonéw Cd**
W czgsci nadziemnej nie byla w pelni kontrolowana. Pewnym wyjsciem z tej sytuacji bylo
zastosowanie roztwor6w tych substancji w réznych stezeniach, wychodzac z zalozenia, ze przy
odpowiednio duzej koncentracji zaznaczy sie wpltyw tych substancji na wzrost lisci.
Stosunkowo najmniejszy efekt zarejestrowano w przypadku zastosowania GAs. Odnoszac sie
do tego wyniku, Doktorantka przytacza spekulacje innych badaczy, m.in. Jonesa i Clelanda, ze
by¢ moze mechanizm dziatania gibereliny nie obejmuje zakwaszenia apoplastu. Tu rowniez nie
ma pewnosci czy giberelina zostata w dostatecznej ilosci pobrana przez korzenie i czy zostata
przetransportowana do czg¢sci nadziemnej. Obecnie uwaza sig, Ze giberelina prowadzi raczej do
degradacji bialka DELLA bedgcego naturalnym inhibitorem wzrostu. Innym, dos¢
niespodziewanym wynikiem bylo stwierdzenie zakwaszenia medium przez jony kadmu, co
mogloby wskazywa¢ na stymulacj¢ wzrostu, a nie na spowolnienie, co rzeczywiscie
rejestrowano. Trzeba jednak pamigtaé, ze wzrost lub jego zahamowanie nastepowalo w czesci
nadziemnej, a tam pomiar pH nie byl prowadzony. To jeszcze raz pokazuje jak ztozonym
systemem s3 nienaruszone roliny. Z drugiej strony, wybér kadmu jako inhibitora wzrostu
uwazam za niezbyt fortunny. Kadm wykazuje szerokie spektrum dziatania na ro$liny,
a inhibicja wzrostu moze by¢ efektem ubocznym ogélnego oslabienia metabolizmu ro$liny.

Podobnie jak w pracy A, zastosowano funkcjonal wzrostu do opisu kinetyki
rejestrowanych zmian. Obliczono tez korelacje krzyzowe. Wyniki zawarte w tej pracy, choé
nie tak jednoznaczne jak w przypadku izolowanych koleoptyli, potwierdzily slusznosé
kwasowe]j teorii wzrostu. Zastosowane metody matematyczne pozwolily cze$ciowo

zniwelowaé ww. trudnosci pomiarowe.



W tym miejscu chciatbym poprosié¢ o komentarz dotyczacy stwierdzen:

(...) FCin its ,,physiological” concentration depolarises the cell membrane potential (...) (str.
386). Wedtug znanych mi zrédet, fuzikokcyna powoduje raczej hiperpolaryzacje potencjatu
membranowego komorek roslinnych.

Of the three sets of data (of the growing seedlings), only one, which will henceforth be
treated as representative, was chosen for further analysis and two seedlings that were farthest
from the mean data were rejected (str. 377). Czy rzeczywiscie takie podejscie byto metodycznie
poprawne?

Artykul B (Piertuszka i in. 2018) przedstawia wyniki pomiaru, za pomoca techniki
Electrical Lab on a Photovoltaic-Chip (ELoPvC), zmian napiecia elektrycznego wokét lagiewki
pytkowej umieszczonej w kropli roztworu na polprzewodniku typu n. Autorzy, z uzyciem m.in.
analizy Fouriera, dokonali proby identyfikacji strumieni poszczeg6lnych typow jonoéw: H', KT,
Ca%*, CI powstajacych w efekcie zmian aktywnosci kanatéw jonowych. Jest to bez watpienia
nowatorskie podejscie bedace alternatywa dla takich technik jak MIFE (microelectrode ion flux
estimation) czy metoda wibrujace; elektrody. Zaleta tej metody jest prosty uktad
eksperymentalny, wadg natomiast jest m.in. brak odpowiedniej rozdzielczosci przestrzenne;.
Jest to szczegblnie wazne przy badaniu takich obiektow jak lagiewki pylkowe, gdzie strumienie
jonowe majg charakterystyczny wzor przestrzenny. Artykul ten ma gléwnie charakter
metodyczny. PéZniejsze prace profesora Pietruszki rozwijajg ten temat. Tym bardziej szkoda,
ze w pracy B nie zastosowano inhibitoréw kanaléw jonowych w celu weryfikacji metody.
Pozadany bylby tez, moim zdaniem, réwnoczesny pomiar wzrostu tagiewki pytkowej, aby méc
dokona¢ préby korelacji rejestrowanych sygnatéw elektrycznych ze wzrostem. Pomiary tego
typu zaprezentowano w kolejnej pracy, D (Pietruszka i Olszewska 2020). Generalnie, jest to
nowa, cieckawa metoda i pewnie zyska szersze zastosowanie. Rolg Doktorantki bylo wykonanie
eksperymentéw i dokonanie analizy wynikéw, z czego wywigzala si¢ bardzo dobrze.
Utrzymanie szuméw na poziomie znacznie ponizej 1 pV stanowi spore osiggniecie.

W pracy D (Pietruszka i Olszewska 2020) metoda ELoPvC zostala zastosowana
ponownie do badania tagiewek pytkowych: Hyacinthus orientalis i Nicotiana tabacum. Tym
razem byly one poddawane stresowi osmotycznemu, stresowi termicznemu oraz hormonom
wzrostu (IAA oraz 2,4-D). Wykazano, ze stres osmotyczny, a takze stres niskiej temperatury
hamujg strumienie jonéw w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi. Podobny efekt
wywolywalo podanie auksyny zaréwno naturalnej, IAA jak i sztucznej, 2,4-D. Poprositbym

Doktorantk¢ o komentarz, bowiem znakomita wigkszo$¢ publikowanych wynikéw wskazuje



raczej na przejsciowy wzrost, a nie spadek, wielkosci strumieni jonowych w warunkach
stresowych.
Analiza przeprowadzonych eksperymentéw pozwolita Autorom na okreslenie tzw.

temperatury krytycznej, tj. optymalnej temperatury wzrostu tagiewek pytkowych.

Przedstawiony do oceny dorobek naukowy Doktorantki stanowi dowéd na opanowanie
przez Nig technik eksperymentalnych, skomplikowanych metod matematycznych oraz na
umiejetnos$é opracowywania i opisu wynikéw.

Moim zdaniem, wyniki zamieszczone w artykutach B i D moglyby by¢ opatrzone
bardziej szczegélowymi wyjasnieniami pozwalajacymi na zainteresowanie nimi szerszego
grona biologéw roslin.

Formalna strona pracy nie budzi wiekszych zastrzezen. Ocena ta dotyczy glownie
streszczenia w jezyku polskim, poniewaz opublikowane artykuly, bedace zasadniczg czescia
rozprawy, musialy spelnia¢ wymogi formalne poszczegblnych czasopism.

Ta czg$¢ rozprawy napisana zostata zwieztym jezykiem naukowym. ,, Wprowadzenie”
zawiera wiele istotnych informacji dotyczacych kwasowej teorii wzrostu. Autorka przedstawia
kolejno budowe i mechanizm dziatania substancji regulujacych tempo wzrostu: auksyny i j€j
sztucznego odpowiednika, 2,4-D, gibereliny, fuzikokcyny i chlorku kadmu. Nastepnie opisuje
mechanizm kietkowania ziaren pytku i wzrostu tagiewki pytkowe;.

»Cel pracy” wynika jednoznacznie z tematyki oméwionej we ,,Wprowadzeniu”.
Kolejna czg$¢ to rozdzial 4. ,Materialy i metody” opisujaca metody pomiaru i metody
analityczne zastosowane w rozprawie. Kolejno§é podrozdzialéw budzi pewne zastrzezenia.
Zamiast, tak jak jest w oryginalnych pracach stanowigcych trzon rozprawy, przedstawi¢ obiekty
badafi (koleoptyle i cale siewki kukurydzy, kietkujgce ziarnka pylku), poprzez uklad
cksperymentéw i metody badawcze, a skoriczywszy na opisie metod analitycznych, Autorka
proponuje nastgpujaca kolejnosé podrozdziatéw: 4.1. Metoda funkcjonatu wzrostu, 4.1.1.
Metody eksperymentalne (Z. mays), 4.1.2. Metody analityczne, 4.2. Metoda obwodu
fotowoltaicznego, 4.2.1 Metody eksperymentalne (fagiewki pylkowe), 4.2.2. Metody
analityczne/statystyczne. Tytuly podrozdziatéow 4.1.1 i 4.2.1. zawierajg skroty myslowe i nie
odzwierciedlaja problemu badawczego. Ponadto, w czgsci opisowej Doktorantka przyijeta
porzadek chronologiczny omawianych artykutéw. Moim zdaniem, lepsza bylaby kolejnosé
tematyczna, np. A, C, B, D.

Kilka sformutowan budzi mojg watpliwo$é. Na str. 10 i 39 przypisywane jest celowe

dzialanie komérkom roslinnym (,,w celu”). Strona 20 »fluktuacji kanaléw jonowych”, str. 31
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»zewnetrznych komérek kutikuli”, str. 40 »fluktuacje napiecia jonoéw”, str. 41 ,Jonowe
dziatania”. Spis literatury nie obejmuje prac Autorki bedacych czgscig rozprawy. Ponadto, sg
inne rozbieznosci miedzy cytowaniami w tekscie spisem literatury.

Uwagi te nie dotycza meritum rozprawy i nie umniejszajg jej wysokiej wartosci
merytorycznej.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Moniki Olszewskiej spetnia
warunki okreslone w art. 13. ust. 1 Ustawy z dnia 14.03.2003 1. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz. U. 22017 poz. 1789) w zwigzku
z art. 179 wust. 1, z dnia 3 lipca 2018 r. Ustawy Przepisy wprowadzajace ustawe-Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669), ktéry stanowi, ze ,,przewody
doktorskie (...) wszczete i niezakonczone przed dniem wejscia w zycie ustawy (...) sg
przeprowadzane na zasadach dotychczasowych, z tym, ze jezeli nadanie stopnia doktora
nastgpuje po 30.04.2019 r. stopien nadaje si¢ w dziedzinach i dyscyplinach okreslonych
W przepisach wydanych na podstawie art. 5 ust. 3 tej ustawy”.

Wobec powyzszego wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slqskiego o dopuszczenie Pani mgr Moniki Olszewskiej

do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Lublin, 28 sierpnia 2024 .
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