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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Kijak
pt. ,Badanie molekularnych mechanizméw odpornosciowych na przemarzanie i wysuszanie

antarktycznego grzyba zlichenizowanego Usnea aurantiaco-atra”’

Praca doktorska mgr Pauliny Kijak jest pracg eksperymentalng i zostata wykonana w Zaktadzie
Fizyki Medycznej Instytutu Fizyki Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem prof. dr.
hab. Huberta Haranczyka. Rozprawa poswigecona jest badaniu proceséw molekularnych
odpowiedzialnych za specyficzng gospodarke wodna porostéw naskalnych z gatunku Usnea
aurantiaco-atra. Materiaty do badan zostaly pozyskane przez prof. dr hab. Marie Olech podczas
ekspedycji antarktycznej Polskiej Akademii Nauk w 2002 roku z okolicy Polskiej Stacji Antarktyczne;j
im. Henryka Arctowskiego, potozonej nad Zatokg Admiralicji na Wyspie Kréla Jerzego w archipelagu
Szetlandéw Potudniowych. Do chwili rozpoczecia badan w 2017 roku prébki byly przechowywane
w zielniku Instytutu Botaniki Uniwersytetu Jagiellonskiego w stanie anhydrobiozy (wilgotnos¢ wzgl.
powietrza ~30%, temp. pok.). Pewnym istotnym brakiem uporzadkowania w tekscie dysertacji
odnoszacym sie do pochodzenia materiatdw wyjsciowych moze by¢ fakt, ze na str. 56 (ale réwniez
w podrozdziale 4.5 oraz we wnioskach kohAcowych na str. 95) pojawia sie wzmianka o prébkach
porostéw zebranych do badan réwniez w 2009 roku, o czym wczes$niej, w szczegdlnosci we fragmencie
na str. 54 odnoszacym sie do zrodta pochodzenia badanych materiatéw (paragraf 3.1. Przygotowanie
probek), informacja ta nie zostata przez autorke podana. Nalezy jednak przyjgé, ze doktorantka
dysponowata prébkami porostu z gatunku Usnea aurantiaco-atra pozyskanymi w dwéch réznych
okresach (rok 2002 i 2009), z ktérych to ostatecznie przygotowata trzy zasadnicze rodzaje prébek
do badan wilasnych: a) rozdrobnione fragmenty catej plechy porostéw, b) oddzielone czesci
plechy w formie owocnikéw oraz c) fragmenty todyzek pobrane z plechy. Dla tak otrzymanych
prébek przeprowadzony zostat proces hydratacji z fazy gazowej w kontrolowanej wilgotnosci
wzglednej powietrza nad powierzchnig wody oraz przesyconych roztworéw wybranych substanc;i
(LiCl, KC2H302, CaCl, KoCOs, NaxCr207, NH4NO3, NaxS»03, KoCrOsz, NaSO4). Ostatecznie do
dalszych badan doktorantka otrzymala szereg prébek réznigcych sie zawartoscia wody.
Metodyka badan, jaka zostata zastosowana w pracy obejmowata okreslenie procesu kinetyki hydratacji
prébek z wyznaczeniem i probg teoretycznego opisu izoterm sorpcyjnych wigcznie, wykorzystanie
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kilku podstawowych technik pomiarowych z zakresu magnetycznego rezonansu jadrowego do préby
opisu zréznicowania dynamiki molekularnej czasteczek wody zawartej w badanych uktadach.

W rozprawie liczacej 106 stron wyodrebnionych zostato 5 rozdziatéw oraz wnioski i bibliografia
zawierajgca 52 pozycje. Rozdzialy te poprzedzone zostaty streszczeniem, w ktérym przedstawiono cel
pracy, cytuje: ,Celem mojej pracy jest poznanie procesu wigzania i zamarzania molekut wody
w préobkach antarktycznego grzyba zlichenizowanego z gatunku Usnea aurantiaco-atra’. Pierwsze
dwa rozdziaty (obejmujgce okoto potowy objetosci dysertacji) nalezy uznaé za literaturowe, natomiast

kolejne dotyczg czesci eksperymentalnej. Na koncu rozprawy zamieszczono spis rysunkéw oraz tabel.

Rozdziat 1 poSwiecony zostat ogélnemu wprowadzeniu i charakterystyce przedmiotu badan
jakim byly grzyby zlichenizowane. W tej czesSci dysertacji autorka wyjasnia czym sg porosty, ktére jako
organizmy ztozone tgczg cechy zaréwno grzybéw (mykobiontu), jak i glonéw (fotobiontu),
co niewatpliwie czyni je fascynujgcym przyktadem symbiozy w Swiecie przyrody. To grzyb dostarcza
glonowi strukture oraz ochrone, a takze pomaga w utrzymaniu wilgotnosci, co jest istotne dla
fotosyntezy, ktérej gtownym ,wykonawcg” jest z kolei samozywny glon wytwarzajgcy w tym procesie
substancje organiczne (m.in. weglowodany), ktére sg przekazywane grzybowi. Dzieki szczegolnej
interakcji grzyba i glonu porosty cechuje wyjatkowa zdolno$¢ do adaptacji i utrzymania funkciji
zyciowych w ekstremalnie trudnych warunkach $rodowiska naturalnego (zaréwno w skrajnie niskich,
jak i wysokich temperaturach). Z tego punktu widzenia prowadzone w ramach doktoratu badania nad
szeroko rozumiang gospodarka wodng porostéw, cho¢ zaliczane do niszowych,
to w szczegdlnosci w kontekscie wykorzystania grzybdw zlichenizowanych jako bioindykatoréw
zanieczyszczen Srodowiska nalezy uzna¢ za interesujagce. Moja zasadnicza uwaga krytyczna
odnoszaca sie do zawartosci rozdziatu 1 zwigzana jest z poglgdowym rysunkiem zamieszczonym na
stronie 16 (Rys. 1). Jego celem miato by¢ zapewne utatwienie czytelnikowi zrozumienia budowy
i struktury grzyba zlichenizowanego, jednak brak polskich opiséw to utrudnia.

Rozdziat 2 jest kontynuacjg czesci literaturowej dysertacji, w ktérym obszerny fragment
poswiecony zostat gtdbwnej metodzie badawczej, jaka byt magnetyczny rezonans jadrowy (NMR).
W tej czesSci opracowania czytelnik zapoznaje sie z podstawowymi pojeciami stuzgcymi do opisu
Zjawiska absorpcji promieniowania elektromagnetycznego przez ukiad spinéw jadrowych
w warunkach zewnetrznego pola magnetycznego oraz towarzyszgcemu temu zjawisku procesowi
relaksacji. Pod katem badanych prébek oméwiony zostat rowniez gtéwny mechanizm magnetycznej
relaksacji jgdrowej (oddziatywanie dipolowe) oraz ksztatt linii rezonansowej. Nie do konca zrozumiaty
jest dla mnie zapis na stronie 41, gdzie autorka stwierdza, cytuje: ,Temperatura ma duzy wplyw na
ksztatt linii NMR, poniewaz wzrost temperatury aktywuje ruchy od drgajgcych przez rotacyjne az po
translacyjne, co prowadzi do zwezenia sie linii widma w przypadku cieczy, a rozszerzenia

w przypadku ciatl statych”. W dalszej czesSci rozdziatu autorka skupia sie na wyjasnieniu zjawiska
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fizysorpcji oraz przeprowadza dyskusje nad gtéwnymi modelami teoretycznymi stuzgcymi do opisu
izoterm sorpcyjnych. W koncowym fragmencie rozdziatu zostata wyjasniona inna z metod
badawczych, tj. skaningowa kalorymetria r6znicowa (DSC), przy czym metoda ta zostata wykorzystana
przez autorke do badania zupetnie innych porostéw niz ,tytutowy bohater” dysertacji. W kontekscie
spdjnosci otrzymanych wynikéw jest to niezrozumiate.

O ile od strony merytorycznej zawarto$¢ rozdziatu 2 jest uporzadkowana i ogélnie zrozumiata
dla czytelnika, o tyle strona redakcyjna (réwniez i jezykowa) budzi niestety moje zastrzezenia.
W rozdziale tym, ale réwniez i w catej pracy, napotka¢ mozna wiele okreSlen, ktére nalezy
zakwalifikowac raczej do zargonowych, np.: ,jadra parzysto-nieparzyste”, ,jadra zaczynajg wykonywac
ruch precesyjny’, ,magnetyzacja prébki jest rownolegta”, cewka nadawczo-odbiorcza ,podajgca impuls
NMR”, ,mobilna sktadowa sygnatu”, ,zmierzono widma 'H NMR” itp. Dyskutowatbym réwniez
z okresleniami typu: ,udziat danej puli protonowej’, ,pula wody zaputapkowana w porach”’, woda
,Scisle/luzno” zwigzana. Od strony edytorskiej wytkng¢ nalezy brak w wielu miejscach polskich znakéw
lub pojedynczych liter w wyrazach, a nawet wyrazéw w zdaniach. Przyktadowo na stronie 49 autorka
pisze: ,Historycznie pierwszy model zostat opracowany Langmuira na poczatku XX wieku.”. Odno$nie
do modelu Langmuira ,wpadka redakcyjna” wystepuje réwniez w podpisie pod Rys. 8 (str. 51). Kolejng
zauwazalng usterkg sg pomytki we wzorach lub w oznaczeniu niektérych wzordw, badz btedne
wskazanie numeracji wzorow w tekscie, przyktadowo: str. 30 — ,Stosunek liczby obsadzen mozemy
policzy¢ na podstawie wzoru (8)" (zapewne chodzi o wzér nr 7); str. 34 — we wzorze (25) brakuje
ujemnego znaku w wykfadniku; str. 43 — btedne oznaczenie wzoru w pierwszym zdaniu
przedostatniego akapitu; analogiczna uwaga dotyczy zapisu pod wzorem (61) lub przed wzorem (62).
Nagminnym niedociggnieciem w cafej dysertacji jest pozostawianie pojedynczych liter na koncu
wierszy, brak w odpowiednich miejscach kropek w przypadku numeracji podrozdziatéw czy numerac;ji
poszczegolnych rysunkéw. Tylko nieliczne rysunki (np. Rys. 20 na str. 73) zawierajg oznaczenie a), b)
lub c), natomiast w zdecydowanej wiekszosci przypadkéw takiego oznaczenia brakuje, przy czym
w podpisach pod rysunkami i w samym tekscie oznaczenia te sg stosowane. Ponadto w tekscie w kilku
miejscach mozna dostrzec niepoprawne przypisanie numeracji rysunkéw. Mozna réwniez wniesé
zastrzezenia, co do wielkosci niektorych rysunkoéw, ktére powinny by¢ znacznie wieksze (np. Rys. 24

na str. 76). Niestety od strony redakcyjnej praca jest niedopracowana.

Rozdziat 3 jest trzystronicowym fragmentem po$wieconym preparatyce prébek, ktére postuzyty
doktorantce do badan oraz zawiera informacje o wykorzystanych metodach eksperymentalnych.
Jak juz wspominatem we wstepie niniejszej recenzji, warto aby autorka dysertacji doprecyzow ata, jakie
doktadnie byty zrédta pochodzenia grzyba zlichenizowanego Usnea aurantiaco-atra, jako materiatu
wykorzystanego do badan, gdyz na podstawie réznych fragmentéw pracy mozna wnioskowac, ze byty

co najmniej dwa (materiat pochodzacy z okolic Polskiej Stacji Antarktycznej im. Henryka Arctowskiego
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zebrany w roku 2002 i 2009), natomiast uwzgledniajgc pomiary DSC — zapewne wiecej. Jesli chodzi
o ustalony czas repetycji (TR) podczas rejestracji widm 'H NMR dla wysokiej czestotliwoéci
rezonansowej (300 MHz), to wynosit on 2 s. Zastanawiam sie, czy czas ten nie byt zbyt krétki (w tego
typu ukfadach standardowo stosuje sie TR co najmniej 5 s), co mogtoby w niekorzystny sposéb
wptynaé na niepoprawne odwzorowanie ksztattu widm NMR, ktére nastepnie poddawane byty analizie
pod katem wyodrebnienia poszczegdlnych sktadowych, na podstawie ktérych wyznaczano ostatecznie
rézne parametry fizyczne. Z czasem repetycji 5 s byt natomiast rejestrowany sygnat zaniku swobodnej
precesji (FID) przy niskiej czestotliwosci rezonansowej (30 MHz), ktéry to sygnat réwniez byt
poddawany szczegétowej analizie i interpretacji. W przypadku tego typu pomiaréw nie mam natomiast
uwag, co do prawidtowo zastosowanych tzw. ,twardych”, krétkich impulséw wzbudzajacych w/2
o czasie trwania ustalonym na poziomie pojedynczych mikrosekund, co pozwolito wzbudzi¢ uktad

spindw w mozliwie szerokim zakresie widmowym.

W rozdziale 4 znajduje sie opis otrzymanych przez autorke wynikéw doswiadczalnych.
W podrozdziale 4.1 opisano kinetyke hydratacji z fazy gazowej poszczegdélnych prébek z podziatem
na fragmenty todyzek, owocniki oraz niepoddang fragmentacji pleche porostu. W tym celu
przeprowadzono dopasowania prostych funkcji eksponencjalnych do danych doswiadczalnych.
Na podstawie otrzymanych wynikéw autorka postuluje wystepowanie w badanych ukfadach,
w zaleznosci od poziomu ich uwodnienia, dwéch lub trzech frakcji wody: i) frakcja wody najsilniej
(dla autorki ,najscislej”) zwigzana z powierzchnig matrycy plechy (jest to frakcja odporna na usuniecie
w warunkach inkubacji nad zelem krzemionkowym w temperaturze pokojowej, natomiast mozliwa
do usuniecia podczas diugotrwatego wygrzewania w temperaturze 70°C), ii) frakcja wody silnie
(dla autorki ,$cisle”) zwiazanej z powierzchnig oraz iii) frakcja wody stabo (dla autorki ,luzno”)
zwigzanej (dotyczy prébek o wilgotnosci wzglednych powyzej 88%). Tak zaproponowana identyfikacja
frakcji wody kiéci sie jednak z przyjetg metodologia, gdzie zastosowano model jedno- lub
dwueksponencjalny. Oznacza¢ moze to tylko jedno, ze w przypadku dopasowan z wykorzystaniem
funkcji jednoeksponencjalnej nie jest mozliwy podziat frakcji wody z rozroéznieniem na site
oddzialywania (zwigzania) z matryca, natomiast obserwowany jest jedynie proces usredniony.
Prositbym autorke o komentarz w tej kwesti.

W podrozdziale 4.2 okre$lony wczesniej catkowity poziom hydratacji nasyceniowej prébek
zostat wykorzystany do wyznaczenia izoterm sorpcyjnych, do opisu ktérych wykorzystano dwa modele
teoretyczne — klasyczny model BET (zaproponowany w 1938 r. przez Brunauera, Emetta i Tellera)
oraz model sorpcji wielowarstwowej Denta (1977 r.). Ostatni z wymienionych modeli znacznie lepiej
opisywat dane w catym zakresie analizowanych uwodnien. Odnoszac sie do tej czesci prezentowanych
wynikéw nie potrafie zrozumie¢ wyciggnietego przez autorke kluczowego wniosku (str. 91), iz ,Masa

wody wysycajgcej pierwotne miejsca wigzace [...]” moze byé utozsamiona ,jako frakcja wody
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wysycajgca pierwotne miejsca wigzgce w probcee”’. Takie stwierdzenie jest pleonazmem. Czy chodzito
moze o powigzanie czasteczek wody wysycajacych pierwotne miejsca wigzace z frakcja wody
najsilniej oddziatujacych z matryca statg plechy porostu?

W podrozdziatach 4.3 i 4.4 przeprowadzona zostata analiza ksztattu widm 'H NMR dla probek
0 poziomie uwodnienia z przedziatu 9-67%. Prébki do badarn NMR byly przygotowane w odmienny
sposéb niz te, ktére postuzyly do okreslenia kinetyki hydratacji. Trudno doczyta¢ sie, jakie doktadnie
fragmenty plechy porostu bylty poddane badaniom NMR. Mozna jedynie przyjaé, ze chodzito w tym
przypadku o cate fragmenty plechy, tj. nie poddane fragmentacji. Dekompozycja widm zostata
przeprowadzona pod kagtem wyszczegdlnienia tzw. skladowej ciatostatowej (linia Gaussa)
powigzanej z frakcjg protonéw matrycy plechy (tzw. frakcja ,sztywna”) — nawiasem méwigc, we wzorze
(74) na str. 72 nie ujednolicono indekséw ,S” oraz ,G” — oraz tzw. skladowej cieczowej (linia
Lorentza), ktérg mozna przypisaé protonom wody zawartej w plesze oraz, jak stusznie zauwaza
autorka, cze$ciowo protonom frakg;ji lipidowej (tzw. frakcja ,mobilna”). Jest to bardzo cenna uwaga,
ktéra zastuguje na podkreslenie, gdyz przypisanie w tym przypadku skfadowej cieczowej widma
'"H NMR jedynie protonom czgsteczek wody bytoby nieakceptowalnym uproszczeniem. Taki btgd
popetniano przez wiele lat podczas analizy widm 'H NMR rejestrowanych np. dla prébek nasion roslin
oleistych, gdzie pomijano istotny wktad do sygnatu NMR pochodzacy od protonéw frakcji kwaséw
ttuszczowych.

Ciekawym wynikiem tej czesci badah wydaje sie byé zaobserwowanie zwezenia linii
rezonansowej przypisanej protonom frakcji mobilnej, ktdérg to zmiane zaobserwowano w funkgcji
roshgcego poziomu uwodnienia prébek (Rys. 17 na str. 69). Autorka stwierdza przy tym, ze sygnat ten,
cytuje: ,nie odzwierciedla pojedynczej frakcji wody, ale wydaje sie usredniac frakcje wody $cisle i luzno
zwigzanej znajdujace sie w rezimie szybkiej wymiany”. Mimo, ze uwzglednienie tzw. szybkiej wymiany
protonéw pomiedzy frakcjg wody silnie i stabo zwigzanej z matryca plechy jest jak najbardziej stuszng
koncepcja, nalezy jednak wskazac na brak pewnej spojnosci z wezesniej omawianymi wynikami, gdzie
w przypadku okreslania kinetyki hydratacji prébek catej plechy porostu trudno byto postulowaé
obecnos$¢ frakcji wody stabo zwigzanej dla prébek z przedzialu uwodnienia ponizej 76%
— stosowano woéwczas opis krzywej hydratacji z wykorzystaniem modelu jednoeksponencjalnego
(Tabela 4 na str. 62).

Innym istotnym aspektem przeprowadzonych badan bylo zarejestrowanie widm 'H NMR
w funkcji temperatury dla dwéch préobek zasadniczo réznigcych sie poziomem uwodnienia, tj. dla
prébki powietrznie suchej, gdzie poziom hydratacji wynosit 9% oraz dla prébki uwodnionej na poziomie
hydratacji 67%. W trakcie stopniowego obnizania temperatury od pokojowej do okoto -60°C dla obu
badanych prébek zaobserwowano charakterystyczny, a zarazem zréznicowany wzrost szeroko$ci linii
rezonansowych przypisanych protonom obydwu frakcji (sztywnej i mobilnej) — Rys. 21 (str. 74).

Swiadczy to o spowalnianiu dynamiki molekularnej zaréwno czasteczek przechtodzonej wody,

5/8



jak i czgsteczek wchodzacych w sktad matrycy plechy porostu. Ponadto dowiedziono, ze prébka
o0 matej zawartosci wody moze wykazywac wiekszg efektywno$¢ mechanizméw zabezpieczajgcych
przed niszczacym tkanki procesem zamarzania wody w porowatej strukturze matrycy plechy —w tym
przypadku nie zaobserwowano przejscia fazowego pierwszego rodzaju (Rys. 22; str. 75). Wynik ten,
ktéry uwazam za jeden z bardziej wartosciowych w niniejszej rozprawie doktorskiej, Swiadczy
o silnym oddzialywaniu stosunkowo niewielkiej liczby czasteczek wody z matryca plechy,
co wyklucza inicjacje procesu krystalizacji i jednoczesnie zabezpiecza tego typu struktury
biologiczne przed procesami destrukcyjnymi.

W podrozdziale 4.5 podjeto prébe opisu dynamiki molekularnej badanych ukfadéw poprzez
analize czaséw magnetycznej relaksacji jgdrowej w funkcji uwodnienia (Am/mo w przedziale od 0.02
do 0.86) badz w funkcji temperatury (od 22 do -57°C). Zaleznosci hydratacyjne tzw. efektywnych
czasow relaksacji T>* protonédw wyznaczono na podstawie ksztattu sygnatu zaniku swobodnej
precesji (FID) dokonujgc dekompozycji sygnatu na dwie badz trzy sktadowe, odpowiednio dla prébek
0 nizszym i wyzszym poziomie uwodnienia. W kazdym z tych przypadkéw sktadowag gaussowskag
sygnatu FID przypisywano protonom nalezacym do matrycy statej plechy, natomiast
sktadowa/skladowe lorentzowskie — protonom frakcji mobilnej (dotyczy czgsteczek wody i lipidow),
z podziatem na frakcje silnie oraz stabo zwigzang z powierzchnig plechy porostu. Takie podejscie
w celu okreslenia paramentéw dynamicznych uktadu molekularnego, chodz stosunkowo proste, nalezy
obecnie do mocno przestarzatego i wigze sie z szeregiem ograniczen, ktére wynikajg chociazby
z niewystarczajgcych mozliwosci rozdzielczych zastosowanej metody. Znacznie lepszg strategig
badawczg bytoby wykorzystanie mozliwosci techniki wirowania prébki pod tzw. katem
magicznym (technika MAS NMR, od ang. magic angle spinning), gdzie przy stosunkowo niewielkiej
czestotliwosci wirowania rotoréw wypetnionych tego typu uktadami (2-3 kHz) mozliwe bytoby
uzyskanie widma 'H NMR o wysokiej rozdzielczosci, przypuszczalnie z rozdzieleniem sygnatéw
pochodzgcych od czasteczek wody wystepujacej w réoznym stanie oddziatywania z powierzchnig
matrycy oraz protonéw innych frakcji charakteryzujacych sie stosunkowo duzg dynamika molekularna.
Niemniej bazujgc na wynikach otrzymanych przez autorke mozliwie byto wyréznienie jedynie na
poziomie ogdélnym trzech zasadniczych grup czasteczek réznigcych sie ruchliwoscia. Przedstawione
na Rys. 28 (str. 81) zaleznosci hydratacyjne czaséw relaksacji T>* nie pozwalajg jednak w mojej ocenie
na wyciggniecie bardziej szczegétowych wnioskdéw. Zapewne z tego tez wzgledu autorka zdecydowata
sie na poszerzenie dyskusji na temat otrzymanych wynikéw, a w szczegdlnosci w odniesieniu do
sktadowej ciatostatowej sygnatu FID (linia Gaussa). W tym celu na podstawie ksztattu sygnatéow FID
przeprowadzita analize tzw. momentéw linii. W podejsciu tym, réwnie rzadko dzi§ praktykowanym,
istotne sg gtéwnie momenty drugiego (M-) i czwartego rzedu (Ms). Warto w tym miejscu zaznaczy¢,
ze zdecydowanie bardziej optymalnym podejsciem stosowanym przy odwzorowaniu petnego zaniku

sygnatu swobodnej precesji jest metoda tzw. ,solid-echa”, ktéra pozwala na wyeliminowanie
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niekorzystnego wplywu czasu martwego spektrometru na poczatkowy fragment sygnatu FID. Autorka
nie skorzystata jednak z tej techniki pomiarowej i zaréwno M- jaki M4 wyznaczyta drogg rozwiniecia
funkcji (sktadowej gaussowskiej sygnatu FID) w szereg momentdéw — wzér (51) na str. 43. Na Rys. 30
i 31 (str. 83) zestawione zostaly zaleznosci dla dwoch badanych probek; nawiasem moéwigc autorka
wprowadzita tu dodatkowe okreslenia — prébka ,stara” i ,nowa”, prawdopodobnie odnoszac sie do
okresu pozyskania materiatu badawczego w roku 2002 i 2009. Z uwagi na identyczny opis pod ww.
rysunkami prosze o doprecyzowanie, do ktérej prébki nalezy odnies¢ poszczegolne wyniki. Ponadto
na podstawie otrzymanych zaleznosci autorka stwierdza na str. 82, cytuje: ,Dla wyzszych uwodnien
wartoéci momentéw M. i Ms malejg w sposob ciggly wraz ze wzrastajgcym uwodnieniem, co mozna
powigza¢ ze wzrostem mobilnosci protonéw frakcji statej. Takie zachowanie najprawdopodobniej
odzwierciedla proces rozpuszczania frakcji stalej w prébce [...]. Trudno mi sie zgodzi¢ ze
stanowiskiem, ze stata cze$¢ plechy porostu, stanowigca jego porowatg i ustrukturyzowang matryce,
na skutek wiekszego poziomu hydratacji miataby ulega¢ stopniowemu rozpuszczaniu. Oczekiwatbym
raczej, ze w tym przypadku czasteczki wody mogg petni¢ réwniez role ,plastyfikatora” i stad wynika
wyrazna zmiana dynamiki matrycy w skutek zwiekszonego uwodnienia uktadu. Prositbym o komentarz
w tej sprawie.

Kontynuacjg prezentacji wynikow powigzanych z badaniem dynamiki molekularnej jest
podrozdziat 4.6, gdzie autorka przedstawita temperaturowe zaleznosci czaséw relaksacji spin-sie¢
(T4) dla powietrznie suchej prébki plechy porostu (Am/mo = 0.09). Czasy relaksacji wyznaczono metodg
odrostu magnetyzacji od odwrécenia, na podstawie analizy pola powierzchni pod widmem 'H NMR
oraz po uwzglednieniu sktadowej ciatostatowej (linia Gaussa) oraz cieczowej (linia Lorentza).
Otrzymane wyniki zestawiono na Rys. 34 (str. 86). Autorka zaznacza, ze na zalezno$ciach
nie zaobserwowano charakterystycznego minimum, ktére pozwolitoby na oszacowanie S$redniej
odlegto$ci miedzy protonami czasteczek wody zawartej w badanej prébce. W przypadku materiatow
o charakterze biologicznym oczekiwanie to jest moim zdaniem nad wyraz optymistyczne z uwagi
na stopien skomplikowania tego typu ukfadéw, co rzutuje m.in. na wyjatkowo zloZzong
i zdywersyfikowang dynamike czasteczek wody. Zwracam przy tym uwage chociazby na wartosci
energii aktywaciji, ktére zaréwno dla pierwszego z wymienionych proceséw molekularnych (dynamika
frakcji mobilnej), jak i drugiego (dynamika frakcji sztywnej — porowatej matrycy), autorka prébowata
oszacowacé z nachylenia zaleznosci InT1(1/T). Wyznaczone wartosci energii aktywacji sg jednak
zblizone i wynoszg okoto 11 kJ/mol; wynik ten trudno tak naprawde pozytywnie skomentowac,
czy odnie$¢ do innych struktur biologicznych. Ponadto w przypadku analizy magnetycznej relaksaciji
protonéw zabrakio mi dyskusji na temat bardzo istothnego mechanizmu relaksacji, jakim moze byé
w tym przypadku reorientacja molekut wywotana dyfuzja translacyjng — model RMTD (od ang.
Reorientation Mediated by Translational Diffusion). Model ten doskonale sprawdza sie w wielu

uktadach prowatych, gdzie w literaturze przedmiotu czesto omawiana jest dyfuzja czgsteczek
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rozpuszczalnika (bgdz wypetniacza) wzdtuz silnie rozwinietych powierzchni matrycy. Uwazam,
ze podobna sytuacja moze wystepowac w przypadku uwodnionej matrycy porostéw. Jednakze w celu
doktadnego poznania tego typu proceséw molekularnych konieczne jest zastosowanie bardziej
zaawansowanych technik pomiarowych, np. relaksometrii fast-field cycling NMR, gdzie czas
relaksacji T1 wyznaczany i analizowany jest w funkcji pola magnetycznego wyrazonego w jednostkach
czestotliwoéci rezonansowej. Inng metoda, ktérej mi osobiscie zabrakio w przyjetej metodologii jest
dyfuzjometria NMR, ktéra pozwala na wyznaczanie wspoétczynnikébw samodyfuzji na podstawie
analizy zaniku sygnatu echa spinowego w funkgcji gradientu pola magnetycznego. Wykorzystanie
wymienionych powyzej metod badawczych mogtoby dostarczy¢ wielu cennych i szczegdétowych
informacji zaréwno o dynamice molekularnej, jak i oddziatywaniach wystepujgcych w porowatej
i uwodnionej strukturze porostéw. Wydaje sie, ze lepsze poznanie molekularnych mechanizméw
odpowiedzialnych za odporno$¢ na przemarzanie czy dehydratacie mogtoby mie¢ wazne
zastosowania praktyczne, np. w przemysle rolno-spozywczym (przechowywanie produktéw rolnych,
ochrona roslin przed susza), czy w medycynie, w szczegoélnosci w transplantologii (przechowywanie

organow przeznaczonych do przeszczepow).

Rozprawe doktorskg zamykajg dwa koncowe rozdziaty, przy czym kilkustronicowy rozdziat 4
pos$wiecony zostat krétkiej dyskusji wynikéw, do ktérej w niniejszej recenzji wielokrotnie sie odnositem,
natomiast w rozdziale 5 przedstawiono wnioski koncowe, z ktérych w mojej ocenie na szczegding
uwage zastuguje wniosek nr 6 dotyczacy dwoch odmiennych proceséw (kooperatywnego
i niekooperatywnego) zwigzanych z ograniczeniem ruchliwosci czgsteczek wody w porowatej
strukturze matrycy porostu w zalezno$ci od stopnia jej uwodnienia. Jak juz zasygnalizowatem
wczeséniej, nie moge natomiast zgodzi¢ sie z wnioskiem nr 5, gdzie wzrost sygnatu NMR pochodzacy
od protonéw frakcji mobilnej ttumaczony jest obecnoscia rozpuszczonej frakcji matrycy statej porostu.
Pozostate z wymienionych wnioskéw wydajg sie by¢ w zgodzie z otrzymanymi wynikami

i przeprowadzong analiza.

Podsumowujgc uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Pauliny Kijak zatytutowana: ,Badanie
molekularnych mechanizméw odporno$ciowych na przemarzanie i wysuszanie antarktycznego grzyba
zlichenizowanego Usnea aurantiaco-atra”, co do ktérej moja opinia jest miejscami krytyczna, zawiera
jednak szereg waloréw merytorycznych i poznawczych, ktére przewyzszajg wszelkie niedoskonatosci
(w tym redakcyjne czy ewentualne oczekiwanie recenzenta co do zastosowania bardzigj
wyrafinowanych technik pomiarowych do badania tego typu uktadéw) i tym samym stwierdzam,
ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki stawiane pracom doktorskim
zawarte w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. 2018
poz. 1668, z p6zn. zm.) i wnioskuje o dopuszczenie mgr Pauliny Kijak do publicznej obrony.
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