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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Sandry Natonik-Biaton
»yUltrastruktura $ciany komorek epidermy tuski cebuli Allium cepa oraz jej odksztatcenia

towarzyszace plazmolizie i deplazmolizie.”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Sandry Natonik-Biatorn zostatla
wykonana pod kierunkiem Pani Profesor dr hab. Doroty Kwiatkowskiej oraz opieka promotora
pomocniczego Pani dr Doroty Borowskiej-Wykret w Katedrze Biofizyki i Morfogenezy Roslin
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Byta ona realizowana w ramach projektu MAESTRO,
finansowanego przez Narodowego Centrum Nauki (NCN).

Wyniki przedstawione w rozprawie zostaty opublikowane w 2020r. w artykule: Natonik-
Biaton S., Borowska-Wykret D., Mosca G., Grelowski M., Wrzalik R., Smith R., Kwiatkowska D.
2020. Deformation of a cell monolayer due to osmotic treatment: a case study of onion scale
epidermis. Botany 98:21-36, w ktérym Pani mgr Natonik-Biatot jest pierwszym autorem.
Ponadto Doktorantka jest wspdtautorka publikacji w Journal of Experimental Botany (2018)
i anglojezycznego rozdziatu w monografii (2019).

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy wiasciwosci biofizycznych komérek adaksjalnej
epidermy tuski cebuli (Allium cepa) w trakcie plazmolizy i deplazmolizy. Celem byfo pozornie
proste sprawdzenie, jakie odksztafcenia zachodzg w trakcie obu proceséw oraz okreslenie
czynnikow, ktére potencjalnie decydujg o wielkosci i anizotropii tych odksztatcen. Z literatury
wiadomo, ze zmiany ci$nienia turgorowego powigzane s3 z wlasciwosciami sciany komdrkowej,
takimi jak np. jej pozorna sztywnos$¢ czy generowane naprezenia i przekfadajg sie na zmiany

geometrii i wielkosci komérek w trakcie wzrostu, a takie uczestnicza w regulacji procesdéw
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morfogenetycznych. Epiderma adaksjalna cebuli ze wzgledu na swoja strukture i tatwosé
wypreparowania jej jako monowarstwy jest dobrym obiektem do badan odksztatcen komérek
i ultrastruktury Sciany komoérkowej, gtéwnie utozenia fibryli celulozowych; wyniki przedstawione
w rozprawie stanowig wigc dobry punkt wyjscia do analizy mechanizméw regulujgcych depozycje
fibryli na poziomie komérkowym i molekularnym, a tym samym decydujgcych o whasciwoéciach
biomechanicznych sciany i anizotropii komérki.

Rozprawa doktorska Pani mgr Natonik-Biator liczy 112 numerowanych stron i ma ukiad
typowy dla prac eksperymentalnych. Zawiera nastepujace rozdzialy: 1.Wstep, 2. Cel pracy, 3.
Materiat i metody, 4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Wnioski, 7. Literatura, 8. Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim oraz cztery aneksy, zawierajace opis sposobu preparacji epidermy, obliczania
katéow nachylenia mikrofibryl celulozowych i liste publikacji z udziatem Doktorantki oraz
dodatkowo (zatgczony jako Aneks 4) opublikowany artykut, w ktérym przedstawiona jest czesé
wynikow przedstawiona w pracy. Cato$¢ pracy przygotowana jest bardzo starannie, o czym
$wiadcza tylko pojedyncze literowki. Niewatpliwym atutem Doktorantki jest zdolno$¢ do
zwigztego, ale przy tym przejrzystego przedstawiania skomplikowanych zagadnien, choé troche
irytujgce jest bardzo czeste rozpoczynanie zdan od stowa ,zas”. W tekscie pojawiajg sie tez
nieliczne okreslenia zargonowe (faléwka, mikroskop Nomarskiego). Te drobne potkniecia sg
na tyle nieliczne, ze nie przeszkadzajg w dobrym odbiorze pracy.

Wstep tworzg logicznie powigzane podrozdzialy, w ktérych przedstawione sg zagadnienia
stanowigce tfo pracy, m.in. opisane s3 wtasciwosci mechaniczne sciany komoérkowej i ich
zalezno$¢ od ultrastruktury i stanu fizjologicznego komarki, wyjasnione zagadnienia zwigzane
z naprezeniami i odksztatceniami (w tym wyboczeniami) Sciany, a takze scharakteryzowane
procesy plazmolizy i deplazmolizy. Doktorantka umiejetnie nakresla ziozonos$¢ problematyki
badawczej, od poziomu ultrastruktury komorki i mechanizmdéw molekularnych, po uktady
tkankowe i funkcjonowanie catego organu. Wieloaspektowos$¢ opisywanych we Wstepie
zagadnien powoduje jednak, Ze nie do korica jest jasne, dlaczego podjeto taki wiasnie temat
badan.

Cel pracy jest jasno sformutowany i uszczegétowiony w postaci czterech hipotez badawczych,

ktore postuzyly do odpowiedzi na postawione pytanie, tj. do okreslenia odksztaicen
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dbjetoéciowych i powierzchniowych w trakcie plazmolizy i deplazmolizy oraz do ustalenia
czynnikéw, od ktérych te odksztatcenia sg zalezne.

W rozdziale Materiaty i metody w przejrzysty sposdb przedstawiono procedury wykorzystane
przy analizach. Zastosowanie w tej czescilicznych schematéw i przyktadowych zdjeé pozwolito
na jednoznaczne wytfumaczenie, w jaki sposéb prowadzono pomiary, a zestawienie w tabelach
wariantow eksperymentalnych utatwito poréwnywanie wynikéw. Uzupetnieniem tego rozdziatu
sq Aneksy 1i2, w ktdrych szczegdtowo przedstawiono preparatyke doosiowej epidermy cebuli
i sposob pomiaru kata nachylenia fibryli celulozowych w Scianie.

Whyniki zostaly zaprezentowane w sposéb usystematyzowany, zgodnie z uktadem hipotez
badawczych. W tekscie, szczegétowemu opisowi uzyskanych wynikdw towarzysza bardzo dobrze
opracowane wykresy, tabelaryczne zestawienia statystyk, zdjecia i schematyczne rysunki,
dokumentujgce kolejne etapy badan. Wyniki s dobrze przedstawione, cho¢ Doktorantka nie
unikneta kilku mafo precyzyinych okreslen, np. poréwnujac wrazliwosé epidermy starych
i mtodych lisci na barwienie jodkiem propidyny (PI) dla pierwsze]j grupy podaje % wybarwionych
jader komdrkowych, natomiast dla mtodych lisci pisze bardzo ogoélnie, ze ,..stwierdzono
stosunkowo duzg liczbe komdrek...” (s. 45). W poszczegdlnych podrozdziatach, po przedstawieniu
wynikéw analiz sg one czeSciowo zinterpretowane w oparciu o dostepng literaturg tematu.
Nalezy podkreslié, ze cho¢ uktad eksperymentalny jest pozornie prosty, to ilos¢ i jakos¢
wykonanych analiz i interpretacji wymagata Zmudnej i precyzyjnej pracy.

Za najwazniejsze osiggniecia pracy uwazam:

- wykazanie, ze zmiany objgtosci komérek podczas plazmolizy i deplazmolizy zwigzane sg
ze zmiang geometrii komodrek epidermy;

- stwierdzenie, Ze przy odksztatceniu objetosciowym istotna jest réznica cisnienia
osmotycznego, elastyczno$é écian komérkowych (czyli posrednio wiek komdrek), a takze ksztait
lub wielko$é komorek;

- wykazanie, ze wielko$¢ odksztatcert powstajacych po deplazmolizie moze by¢ wigksza niz
w trakcie plazmolizy, byé moze w wyniku wiskoelastycznych odksztatcen $ciany komérkowej;

- pokazanie, ze. zmiany ciénienia osmotycznego mogg modyfikowaé czasowo

przepuszczalno$é¢ btony komérkowej, skutkujac wybarwieniem jader zywych komérek po
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traktowaniu jodkiem propidyny; jest to niezwykle ciekawa informacja wobec powszechnego
wykorzystywania Pl jako markera uszkodzen i poczatkowych etapéw programowanej Smierci
komorki (PCD);

- wykazanie, ze w czasie procesu plazmolizy i deplazmolizy, ze wzgledu na specyfike tkanek
roslinnych zmianom objetosci (odpowiednio zwigkszeniu i zmniejszeniu) ulegaja takze komorki
martwe, choC w sposéb bierny - w wyniku oddziatywar sgsiadujgcych komérek w monowarstwie;

- pokazanie i skorelowanie uktadu mikrofibryl celulozowych z ksztattem komérki i anizotropia
$ciany;

- wykazanie, Zze wyboczenia $cian komérkowych, zwizualizowane jako prazki na wewnetrznej,
protoplastowej powierzchni Sciany komérkowej sg osobniczo zmienne i zalezne od ksztattu
komorki.

Dyskusja zostata dobrze opracowana w oparciu o dostepna literature i choé¢ miejscami
zawiera powtdrzenie informacji z czeéci wynikowej, to jednak czyta sie ja z przyjemnoscia.
Kolejne wyniki s3 syntetycznie omdwione w osobnych podrozdziatach. Nalezy podkresli¢
krytycyzm Doktorantki i ostrozno$¢ w interpretacji danych, uwzgledniajace ograniczenia metod
badawczych i/lub mozliwo$¢ wystapienia artefaktéw. Swiadczy to niewatpliwie o dojrzatoéci
naukowej Pani mgr Natonik-Biaton.

Za szczegolnie ciekawa uwazam dyskusje zachowania (i zywotnosci) komérek o zabarwionych
jodkiem propidyny jadrach. Mozliwos$¢ czasowej zmiany przepuszczalnosci bfony w odpowiedzi
na czynniki stresowe, takie jak zasolenie, podwyzszona lub obnizona temperatura, jest procesem
znanym w literaturze; analizy prowadzone przez Doktorantke wskazujg na zmiany ci$nienia
osmotycznego jako kolejny, potencjalny czynnik permeabilizujagcy biony komérkowe.
Interesujgca jest ponadto interpretacja komoérek o jadrach zabarwionych Pl — jako komorki
martwe lub jako komorki zywe. Chciatam zapytaé, czy jedynym kryterium rozréinienia obu
stanéw komorek byto ich odmienne zachowanie podczas plazmolizy i deplazmolizy, czy tez byly
widoczne dodatkowe symptomy $wiadczace o kondycji tych komérek?

Bardzo interesujacy jest réwniez podrozdziat dotyczacy analizy prazkéw na eksponowanej
wewngtrznej powierzchni Sciany komérkowej. W epidermie cylindrycznych organéw, takich jak

hypokotyl stonecznika czy koleoptyl jeczmienia, uktad prazkéw po zniesieniu naprezen jest
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w miarg regularny ze wzgledu na silng anizotropie odksztatcer powierzchni écian komérkowych.
Ciekawa jestem, w jaki sposéb Doktorantka interpretuje odmienno$¢ ukladu prazkéw u cebuli?
I druga sprawa, jakie znaczenie np. dla wtasciwosci mechanicznych komdérki/tkanki moze mied
powstawanie wzoru supracelularnego prazkéw?

Whnioski zamieszczone w czedci koncowej rozprawy stanowig krétkie podsumowanie
najwazniejszych wynikéw. Doktorantka odnosi sig tez do hipotez badawczych, sformufowanych
na poczatku pracy; trzy z nich zostaly w peini potwierdzone, natomiast ostatnia hipoteza,
dotyczaca zaleznosci anizotropii odksztatcen powierzchni i uktadu fibryli celulozowych zostata
potwierdzona tylko w czesci.

Podsumowujgc, uwazam, ze omawiana praca zawiera niewatpliwie nowe i wartosciowe dla
nauki dane, kompetentnie opisane w ocenianej rozprawie. Nie mam powazniejszych zastrzezen
w stosunku do rozprawy, niewielkie uwagi krytyczne zamiescitam powyzej, a potkniecia natury
edytorskiej sg nieuniknione,

Stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny praca spetnia warunki wymagane Ustawg z dnia
14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki {Dz. U. Nr 65, p0z.595), z pdiniejszymi zmianami z dnia 18.03.2011 r. (Dz. U. Nr 84,
poz.455), w zwigzku z art. 179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669) i wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Wydziatu Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani magister Sandry

Natonik-Biaton do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



