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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Baran pt. ,,Rehydratacja
anhydrobiotycznych larw ochotki afrykariskiej, Polypedilum vanderplanki Hinton,
1951 ex situ (Diptera: Chironomidae)”

Unikalne wtasciwosci fizyko-chemiczne wody, wynikajgce w znacznym stopniu
z mozliwosci tworzenia znacznej liczby wigzan wodorowych, jék na tak matg czasteczke
(dwukrotnie jako donor i dwukrotnie jako akceptor wigzania), przektadajg sig
na szczegolng role tego sktadnika zywych organizméw w procesach zyciowych oraz
w stabilizacji strukturalnej w komérkach. Nieodmiennie, budza mojg fascynacje oraz
pokore poznawczg obserwacje ,ozywiania” poprzez uwodnienie suchego proszku,
zamknietych przez producentow w torebkach liofilizowanych kultur drozdzy. W ten
wtasnie nurt poznawania tajemnic Natury wpisuje sie centralnie rozprawa doktorska
przedstawiona przez panig mgr Eweline Baran, dotyczaca bezpos$rednio zagadnien
zwigzanych z rehydratacjg anhydrobiotycznych larw ochotki afrykarskiej, pozbawionej
wody do skrajnie niskiego poziomu (ponizej 3 % wagowych). Tematyke rozprawy
postrzegam wiec z pewnoscig jako wysoce interesujgca ale rowniez wazng z naukowego
punktu widzenia, w aspekcie poznania mechanizméw na poziomie molekularnym,
umozliwiajgcych  aktywno$¢ procesdw  zyciowych w warunkach  stresowych,

w szczegolnosci w warunkach skrajnego odwodnienia.
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Praca doktorska wykonana zostata pod zjednoczonym kierownictwem profesorow

Huberta Haranczyka z Zaktadu Fizyki Medycznej, Instytutu Fizyki oraz Stanistawa
Knutelskiego z Zaktadu Entomologii, Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Rozprawa zredagowana zostata w jezyku
polskim, na 176 stronach standardowego maszynopisu, wedtug typowego, optymalnego
w moim odczuciu ukfadu. Wtasciwg tres¢ rozprawy poprzedza pottorastronicowe
wprowadzenie zatytutowane ,Wprowadzenie i zawarto$¢ pracy”. W ramach rozdziatu
pierwszego, zatytulowanego ,Wstep”, Autorka prezentuje przeglad aktualnej wiedzy
dotyczgcej probleméw zwiazanych z badanym organizmem modelowym, akcentujgc,
miedzy innymi, problemy zwigzane z systematyka, cyklem Zzycia oraz budowa
morfologiczng ochotki afrykanskiej. Specjalne sekcje rozdziatu wstepnego poswigcone
zostaty analizie czynnikow na poziomie molekularnym, charakteryzujacych adaptacje
organizméw do stanu anhydrobiozy, w tym akumulacje cukru trehalozy. Wazng czes¢
Wstepu” stanowi réwniez dyskusja probleméw zwigzanych z rolg wody w organizmach
zywych. Obszerng cze$¢ wstepng rozprawy, Doktorantka wykorzystata rowniez jako
miejsce prezentacji podstawowej wiedzy dotyczacej stosowanych podejs¢
metodologicznych, wtaczajgc analizy izoterm sorpcyjnych oraz techniki magnetycznego
rezonansu jgdrowego (MRJ). Ten ostatni fragment, dotyczgcy podstaw fizycznych
procesu magnetycznego rezonansu jadrowego, ze wzgledu na swoj zakres oraz
klarownosé, polecany by¢ moze jako zrodto cennych informacji studentom oraz mtodym
adeptom nauki. Szczegdly eksperymentalne badan prowadzonych w ramach projektu
doktorskiego, z zastosowaniem tych technik badawczych, zaprezentowane zostaty
w ramach rozdziatu 2. pt. ,Materiaty i metody”. W mojej ocenie, poziom szczegotowosci
zawartych w tej czesci rozprawy opiséw w petni odpowiada standardom, zgodnie
z ktérymi odtworzy¢é mozna wykonywane eksperymenty. W tym miejscu swojej analizy
chciatbym zwréci¢ szczegélng uwage na zastosowanie catego wachlarza technik
analitycznych, w tym techniki grawimetryczne, analizy strukturalne opierajgce sie
o mikroskopie elektronowg i mikro-tomografie rentgenowska oraz, przede wszystkim,
zaawansowane podejécia z obszaru spektroskopii MRJ. Zastosowanie tak wielu podejs¢
metodologicznych, w ramach realizacji pracy doktorskiej, umozliwito, na drodze synergii,

uzyskanie wielu cennych wynikéw naukowych. Opisy przeprowadzonych eksperymentow
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oraz prezentacja uzyskanych w ramach pracy doktorskiej wynikéw, zawarte zostaty

w ramach rozdziatu 3. rozprawy pt. ,Wyniki". Podstruktura tego rozdziatu odpowiada

sekwencji poszczegolnych zadan badawczych realizowanych w ramach projektu

doktorskiego.

Byty to, miedzy innymi:
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Analizy SEM larw na réznych etapach uwodnienia,

Mikro-tomografia rentgenowska larw,

Morfometria w oparciu o analizy mikroskopowe larw,

Pomiary kinetyki hydratacji larw na drodze rejestracji izoterm sorpcyjnych,
Pomiary magnetycznej relaksacji 'TH-NMR na réznych etapach uwodnienia
larw,

Analizy widm "H-NMR na réznych etapach uwodnienia larw.

Uzyskane wyniki poddane zostaty wieloaspekitowe] dyskusji w ramach rozdziatu 4.

pt. ,Dyskusja wynikéw”. W petni podzielam zdanie Doktorantki w zakresie wskazania

najwazniejszych osiggnie¢ pracy, wyartykutowanych w ramach rozdziatu 5. pt. ,Whnioski”.

Osobiscie, za najbardziej interesujgce i nos$ne uwazam:

1.

Wynik obserwacji, zgodnie z ktérym rehydratacja larwy ochotki afrykanskiej
przebiega w zasadzie w oparciu o kinetyke liniowg, co wskazuje na aktywno$¢
procesdéw fizycznych, bez udziatu proceséw regulacji na poziomie
fizjologicznym.

Brak proceséw zamarzania i formowania objetosciowe] fazy lodu
w ochtadzanej dehydratowanej larwie, przy jednoczesnej niekooperatywnej
immobilizacji czasteczek wody. Mechanizm taki wskazuje na strategie
organizmu polegajgcg na unikaniu degradacji struktur komoérkowych przez
mikrokrysztatki lodu.

Na podkreslenie zastuguje wyjgtkowo wysoki poziom edytorski rozprawy.

W oparciu o uwazng lekture, moégtbym zaproponowaé¢ Autorce dostownie kilka drobnych
korekt. Oto ich lista:



. Str. 15., 7. wiersz od gory, zamiast ,Wtedywracaja’, ,Wtedy wracajg”,
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.str. 15., 11. wiersz od dotu, ,niewielkie” zamiast ,niewielki’,
.str. 19., 3. wiersz tekstu, ,wodzie” zamiast ,wodnie”,

. str. 43., 4. wiersz od gory, zamiast ,18u” proponuje 18 g/mol,
. str. 53., podpis pod wzorem 38., ,gn” zamiast ,g»’,

. str. 92., 2. wiersz od dotu, ,gtdéwnie” zamiast ,gtownie”,

. str. 101, 7. wiersz od géry, ,Ryc. 39" zamiast ,Ryc. 38",

str. 149, 13. wiersz od géry, ,uktadow biologicznych” w miejsce

,uktadéwbiologicznych”,

9. str. 154., 17. wiersz od goéry, proponuje ,31.5 KJ/mol” zamiast ,31.5 kj mole"".

Tak zaawansowane i obszerne opracowanie, jakim jawi sie rozprawa doktorska pani

mgr Eweliny Baran, dostarcza wielu nowych oraz cennych informacji, rozbudzajgc

jednoczes$nie ciekawos¢ poznawczg. Wyrazem tego moga by¢ nastepujgce pytania:

1.

W rozprawie przedstawione zostaty precyzyjne analizy zmian powierzchni ciata
larwy w trakcie jej uwadniania (m.in. Ryc. 35, str. 96). Poréwnanie wynikow
eksperymentalnych z rezultatem dopasowania zalezno$ci teoretycznej, w oparciu
o formute reprezentowang réwnaniem nr 129 wskazuje na trafnos¢ doboru tego
modelu. Jednoczesnie, spodziewac sie nalezy, iz proces uwadniania bedzie miat
charakter reakcji osiggajgcej nasycenie, czego juz nie przewiduje zastosowane
rownanie allometryczne. Czy pewne niewielkie, cho¢ zauwazalne odstepstwo
punktéw eksperymentalnych od zalezno$ci teoretycznej, dla czaséw uwadniania
powyzej 200 min. wigza¢ sie moze z osigganiem stanu nasycenia procesu
uwadniania larw?

Jeden z interesujacych a jednoczesnie intrygujgcych wynikoéw dotyczy obserwaciji,
iz w larwach martwych nie daje sie wyrozni¢ frakcji wody scisle zwigzanej oraz
frakciji wody luzno zwigzanej, na drodze analizy kinetyk hydratacji z fazy gazowe;j
(str. 106). Ciekaw jestem, na ile wynik ten mozna uogdlni¢, na przyktad przy
dyskusji roli czgsteczek wody w stabilizacji funkcjonalnej biomolekut?

Kolejna intrygujaca, moim zdaniem, obserwacja dotyczy faktu, iz larwy uwodnione

z fazy gazowej do poziomu ok. 20 % nie wykazywaty aktywnosci zyciowej po ich



umieszczeniu w wodzie, w odroznieniu od larw uwadnianych z fazy gazowej przy

nizszych wilgotno$ciach wzglednych (str. 113). Ciekaw jestem jaki mogtby by¢
bezposredni mechanizm odpowiedzialny za taka réznice?

4. Bardzo interesujgce wydajg mi sie rdznice, zaobserwowane w przypadku larw
zywych oraz martwych, zaleznoéci hydratacyjnych catkowitego sygnatu
cieczowego wyrazonego w jednostkach sygnaty statego (L1+L2)/S (str. 116-120).
Okazuje sie, iz zaleznos¢ hydratacyjna w funkcji Am/mo opisana by¢ moze funkcjg
wymierng w przypadku larw zywych (Ryc. 50) badz funkcjg liniowa, w przypadku
larw martwych (Ryc. 53). Ciekaw jestem, czy w obydwu przypadkach nie dato by
sie wyrozni¢ fazy pierwotnego plateau na poziomie wartosci funkcji 0.5,
w przedziale Am/mo ponizej 0.087 Jeéli tak, to czy taki charakter zaleznoSci
mogtby okazaé sie istotny z punktu widzenia zrozumienia procesu rehydrataciji

larw?

Formutujac konkluzje chciatbym stwierdzi¢, iz pani mgr Ewelina Baran przedstawita
bardzo wartoSciowa rozprawe doktorska, opierajgcg sie na wynikach precyzyjnie
zaprojektowanych oraz starannie przeprowadzonych prac eksperymentalnych. Miarg
wysokiej jakosci warsztatu naukowego Doktorantki jest rowniez jej wspoétautorstwo
w szeregu oryginalnych publikacji naukowych w tematyce zwigzanej bezposrednio
z projektem doktorskim czyli z hydratacjg tkanek i struktur biologicznych. W mojej ocenie,
rozprawa doktorska przedstawiona przez panig mgr Eweline Baran zawiera rozwigzania
istotnych, oryginalnych wyzwan poznawczych spetniajgc w zupetnosci warunki okreslone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249
i 1767). W oparciu o powyzszg konkluzje, uprzejmie wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie

pani mgr Eweliny Baran do dalszych etapow postepowania doktorskiego,
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w szczegolnosci do publicznej obrony.



