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RECENZJA

osiggnig¢ naukowo-badawczych, aktywnosci naukowej, dorobku dydaktycznego,
popularyzatorskiego 1 wspotpracy miedzynarodowe;j
dr Agaty Aleksandry Leszczuk
w zwigzku z postgpowaniem o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk
rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo i1 ogrodnictwo

Podstawa prawna opracowania recenzji

Recenzje wykonano w oparciu o Uchwate nr 199/P21/2022 Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie z dnia 13 czerwca
2022 r., w sprawie zmiany recenzenta komisji habilitacyjnej w postgpowaniu w sprawie o
nadanie stopnia doktora habilitowanego dr Agacie Leszczuk. Oceny osiagnig¢ wykonano
zgodnie z art. 219 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(tekst jednolity Dz. U. 2021 r. poz. 478) na podstawie otrzymanych dokumentow: kopii
dokumentu potwierdzajacego uzyskanie stopnia doktora, autoreferatu prezentujacego opis
osiggnie¢ 1 dorobku naukowo-badawczego, wykazu osiggnig¢ naukowych stanowigcych
znaczny wktad w rozw@j dyscypliny rolnictwo 1 ogrodnictwo, o§wiadczenia wspotautorow prac
wchodzacych w sklad osiggnigcia naukowego, zaswiadczenia o aktywnos$ci naukowej
realizowanej w wigcej niz jednej jednostce naukowej, kopii prac stanowigcych osiagniecie
naukowe, kopii wybranych publikacji dotyczacych osiggnie¢ naukowo-badawczych
powstalych we wspotpracy z innymi jednostkami oraz wniosku Habilitantki o przeprowadzenie

przewodu habilitacyjnego wraz z danymi osobowymi.

Ogolne informacje o wyksztalceniu i przebiegu pracy zawodowej Habilitantki
Pani dr Agata Leszczuk ukonczyta studia licencjackie na Wydziale Biologii 1 Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie w 2010 roku. Prace zatytutowang Roslinna
macierz zewngtrzkomorkowa wykonata pod kierunkiem dr hab. Ewy Szczuki, prof. UMCS.
Prace magisterskg zatytutowang Budowa morfologiczna i anatomiczna {todygi Sida
hermaphrodita (L.) Rusby (Malvaceae) wykonata pod kierunkiem dr hab. Ewy Szczuki, prof.
UMCS w 2012 roku w tej samej jednostce. W 2012 roku Habilitantka ukonczyla takze
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Medyczne Studium Zawodowe im. St. Liebharta w Lublinie, uzyskujac tytut technika nauk
farmaceutycznych. Stopien doktora w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biologia
Habilitantka uzyskata w 2016 roku na Uniwersytecie Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.
Promotorem dysertacji zatytutowanej Immunolokalizacja biatek arabinogalaktanowych w
zalgzkach truskawki Fragaria x ananasa Duch. odmiany Mount Everest byla dr hab. Ewa
Szczuka, prof. UMCS. Od 2017 roku dr Agata Leszczuk jest zatrudniona w Instytucie
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie, w Zakladzie
Mikrostruktury i Mechaniki Biomaterialow. Poczatkowo pracowata na stanowisku asystenta, a
od 2019 roku do chwili obecnej pracuje na stanowisku adiunkta. W trakcie dziatalnosci
naukowej Habilitantka ciggle poszerzata swojg wiedze¢ i doskonalita umiejetnosci biorgc udziat
w warsztatach, szkoleniach i1 kursach organizowanych przez jednostki naukowe i rozne

podmioty gospodarcze.

Ocena osiagniecia, 0 ktorym mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.)

Z przedstawionej dokumentacji wynika, ze Pani dr Agata Leszczuk po raz pierwszy
ubiega si¢ o nadane stopnia doktora habilitowanego, a jako podstawe¢ wniosku wskazuje
osiggniecie naukowe obejmujace cykl oSmiu powigzanych tematycznie prac, ujetych pod
wspolnym tytutem Lokalizacja, funkcje i struktura biatek arabinogalaktanowych (AGP) w
owocach. Prace zostaty opublikowane w latach 2018-2020 w nastepujacych czasopismach:
Postharvest Biology and Technology (1 praca), Plant Science (2 prace), Plant Physiology and
Biochemistry (1 praca), Scientific Reports (2 prace), Biology (1 praca), Horticulture Research
(1 praca). Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF) publikacji sktadajacych si¢ na osiagnigcie
wynosi 35,273, natomiast sumaryczna liczba punktéw zgodnie z komunikatami MNiSW z dnia
25 stycznia 2017 roku oraz 1 grudnia 2021 roku to 825 pkt. Prace stanowigce osiggnigcie
naukowe byly cytowane wedlug bazy Web of Science Core Collection 68 razy (stan na
03.08.2022 r.). Wszystkie publikacje, opisane w autoreferacie numerami P1-P8 (Zal. nr 2) sa
wieloautorskie (3-6 wspotautorow). Habilitantka wystepuje w niech jako pierwszy wspotautor
1 jednoczes$nie autor korespondencyjny. W badaniach przedstawionych w tych pracach dr Agata
Leszczuk pehita role wiodaca, ktéra polegata na opracowaniu hipotez 1 koncepcji badan,
przeprowadzeniu wigkszosci analiz, opracowaniu wynikow i przygotowaniu manuskryptéw, co
potwierdzili w stosownych o$wiadczeniach wspotautorzy (Zat. nr 5). Rola wspodtautorow

ograniczata si¢ do wykonania wybranych analiz oraz sprawdzenia i naniesienia poprawek w
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manuskryptach. Nalezy podkresli¢, ze wigkszos¢ wynikdéw zaprezentowanych w osiggnigciu
naukowym byla rezultatem badan wykonanych w ramach projektow badawczych — w jednym
z nich Pani dr Agata Leszczuk byta kierownikiem. Grant zostal przyznany przez Narodowe
Centrum Nauki i byt realizowany w 2018 roku.

Tematyka osiggnigcia naukowego dotyczy roli biatek arabinogalaktanowych (AGP) w
procesie rozwoju i dojrzewania owocOw oraz w trakcie procesu starzenia podczas pozbiorczego
przechowywania.

Najnowsze zalecenia zywieniowe przedstawione w formie ,,Talerza zdrowego
zywienia” umacniaja twierdzenie, ze owoce 1 warzywa powinny by¢ podstawa codziennej
diety. W zwigzku z tym istnieje ogromne zapotrzebowanie na owoce wysokiej jakosci, dostgpne
przez caly rok. Dynamiczny model jako$ci zywnosci zaktada, ze produktom spozywczym
przypisuje si¢ funkcje (bezpieczenstwo, wartos¢ odzywcza, cechy sensoryczne,
funkcjonalno$¢), ktore sa determinowane przez: sktad surowca, wlasciwosci chemiczne,
wiasciwosci fizyczne, wilasciwosci mechaniczne, wiasciwosci strukturalne i wlasciwosci
mikrobiologiczne. Wlasciwosci jakosciowe owocoOw ksztattuja si¢ podczas ich rozwoju i
dojrzewania, a zalezg od odpornos$ci na stresy, infekcje patogenami i fizyczny rozpad tkanki.
Wigkszo$¢ parametrow jakosciowych owocoOw odnosi si¢ do cech mechanicznych, zwigzanych
m.in. z przebudowg Sciany komoérkowej. Jednakze wiedza na poziomie molekularnym o
procesach, ktore reguluja przyleganie komorek do siebie 1 przebudowe $cian komoérkowych,
jest nadal niewystarczajaca, aby zrozumie¢ i kontrolowa¢ wtasciwosci mechaniczne calego
owocu. Sciana komorkowa odgrywa rézne kluczowe role we wzroscie i rozwoju rolin,
roznicowaniu  komorek, wyczuwaniu 1 sygnalizowaniu $§rodowiska, komunikacji
miedzykomorkowej, przemieszczaniu wody 1 obronie przed inwazjg patogenoéw. Polisacharydy
stanowig do 90-95% masy $ciany komodrkowej, podczas gdy biatka §ciany komorkowej (CWP)
stanowig 5-10%. CWP odpowiadaja za strukture, sygnalizacje¢ i interakcj¢ z innymi biatkami 1
mozna je podzieli¢ na kilka kategorii funkcjonalnych. Jedng z takich grup stanowig biatka
potencjalnie zaangazowane w sygnalizacj¢, do ktérych naleza bialka arabinogalaktanowe
(AGP). AGP s3a jedng z najbardziej zlozonych i1 zrdéznicowanych rodzin glikoprotein
wystepujacych u roslin. AGP moga mie¢ szkielet biatkowy bogaty w Pro/Hyp, Ala, Ser i Thr
(PAST) ,,0zdobiony” r6znymi weglowodanami. Cze$¢ weglowodanowa AGP stanowi ponad
90% ich catkowitej masy czasteczkowej 1 sktada si¢ gléwnie z arabinozy (Ara) i galaktozy
(Gal), jak réwniez z mniejszych cukrow, takich jak kwas glukuronowy (GlcA), fukoza (Fuc),
ramnoza (Rha) i1 ksyloza. AGP maja r6zng mase czasteczkowa, ktora odzwierciedla rozny

stopien glikozylacji ich specyficznych rdzeni biatkowych. Rozlegla glikozylacja szkieletu
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biatkowego zapewnia odpornos¢ na proteolize. Przewiduje si¢, ze okolo polowa cztonkow
rodziny AGP jest zwigzana z blong plazmatyczng za pomoca kotwicy lipidowej
glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI), co czyni je idealnymi kandydatami do odbioru i
przekazywania sygnatow. AGP s3 wszechobecne w krélestwie roslin, od mszakéw do
okrytozalazkowe, a takze wystepuja u wielu glondéw. Te glikoproteiny zostaty zachowane w
toku ewolucji, prawdopodobnie z powodu ich istotnych funkcji w ro$linach. Odkrycie
obecnosci biatek arabinogalaktanowych w tkankach owocow sugeruje, ze biatka te moga
wpltywac na sktad Sciany komorkowej 1 w konsekwencji moga by¢ waznym sktadnikiem
(strukturalno-funkcjonalnym)  wplywajacym na  wlasciwosci  owocow. Wraz z
sekwencjonowaniem wielu genomow roslin, bioinformatyka otworzyta drzwi do identyfikacji
kilku genéw kandydujacych zaangazowanych w biosynteze AGP. Duzym wyzwaniem jest
takze przeprowadzenie bardziej pracochtonnych analiz biochemicznych w celu sprawdzenia i
potwierdzenia wynikéw analiz bioinformatycznych i genomicznych, ktére postepujag w tak
szybkim tempie.

Brak w literaturze szczegdtowych badan nad wystgpowaniem AGP w owocach oraz
niekompletno$¢ danych dotyczacych roli biatek arabinogalaktanowych oraz ich struktury i
mechanizmu dziatania podczas wzrostu 1 dojrzewania owocow powoduja, ze badania
Habilitantki majg pionierski charakter.

Celem pierwszego etapu badan byla analiza in sifu lokalizacji 1 uporzadkowania
epitopéw AGP 1 pektyn w $cianie-btonie komoérkowej owocow Malus x domestica, przy
zastosowaniu technik immunocytochemicznych na poziomie komorkowym i subkomérkowym
(P1) oraz opracowanie wzorca wystgpowania epitopow AGP w tkance owocow w trakcie ich
dojrzewania oraz jego zmian podczas pozbiorczego przechowywania (P2). Wyniki badan
zaprezentowano w dwoch pierwszych publikacjach, sktadajacych si¢ na oceniane osiggnigcie
(P1 1 P2, Zal. nr 5). Eksperymenty przeprowadzono na kilku etapach procesu wzrostu i
dojrzewania owocow jabtoni (Malus x domestica) tj. miesigc przed zakladang datg zbioru
owocow (1), w dniu zbioru owocow w optymalnym terminie zbioru (2), po miesiecznym (3) i
trzy-miesigcznym okresie przechowywania owocéw w warunkach chlodniczych (4).
Habilitantka analizowata zmiany w mikrostrukturze owocow w komoérkach epidermy, warstwy
hypodermalnej, tkance parenchymatycznej oraz w tkance sklerenchymatycznej gniazd
nasiennych owocow. Badania przeprowadzita rowniez na poziomie subkomérkowym
(ultrastrukturalnym), a tym samym rozmieszczenie epitopow AGP opisata w poszczegdlnych
fragmentach komorki. Autorka dokonata analizy lokalizacji AGP na poziomie tkankowym,

ktéra pozwolita na znalezienie r6znic w obecno$ci AGP w przekroju poprzecznym owocu i
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wskazala na wyrazng specyficzno$¢ tkankowa. Analizujac obecnos¢ AGP w tkance owocow
zebranych w optymalnym terminie zbioru, Habilitantka wykazata wystgpowanie epitopow
JIM13, JIM15, MAC207 w tkance epidermalnej, hypodermalnej i parenchymatycznej.
Ponadto, interesujacym wynikiem badan byta detekcja wspomnianych epitopow rowniez w
tkance sklerenchymatycznej budujacej gniazdo nasienne owocu oraz w tkance tworzacej
wzmocnienia wigzek przewodzacych. Autorka wykazata, ze wyrdzniajaca si¢ dystrybucja AGP
w elementach ksylemu i w komorkach sklerenchymy prawdopodobnie jest zwigzana z ich
zdolnoscig do wigzania wapnia, a tym samym wplywem AGP na wilasciwosci mechaniczne
Scian komoérkowych tkanek wzmacniajacych. Badania przeprowadzone przez Habilitantk¢ na
poziomie komérkowym uwidocznilty zmiany w rozmieszczeniu AGP na réznych etapach
procesu dojrzewania i starzenia si¢ komorki oraz wskazaty zmiany lokalizacji AGP w r6znych
przedziatach komoérkowych. AGP znakowane przeciwciatami JIM13, JIMI15, MAC207
znajdowaty si¢ w komorkach owocow zebranych w optymalnym terminie zbioru na obwodzie
sciany komorkowej, a doktadnie na granicy $Sciany i blony komorkowe;j. Habilitantka wykazata,
ze w trakcie postepujacego procesu starzenia si¢ owocoOw dochodzi do zaburzenia struktury
Sciany komorkowej, co jest zwiazane z nizszg zawartoscia AGP, a zalezno$¢ ta odnotowana
zostala w kazdym typie tkanki. W komorkach tworzacych zewngtrzne warstwy owocu, AGP
byly rozproszone w S$cianie komorkowej, a ich obecnos¢ zarejestrowano rowniez w
przedziatach cytoplazmatycznych, co jest spowodowane degradacja tancuchow cukrowych
AGP w trakcie starzenia si¢ owocOw. Habilitantka udowodnita obecnos¢ AGP w tkance
owocow, wskazujac na ich specyficznos¢ tkankowa i zmiany w ich dystrybucji na przestrzeni
zachodzacych procesOw dojrzewania i starzenia si¢ OWocOw.

Temat zmiennej lokalizacji AGP na poziomie komoérkowym 1 ultrastrukturalnym zostat
drobiazgowo opisany rowniez w drugiej publikacji (P2, Zat. nr 5). W tym badaniu Autorka
wskazuje na zmienng obecno$¢ epitopow AGP, arabinandw i homogalakturonianu w
poszczegbdlnych fragmentach komorki (centralny obszar $ciany komodrkowej, przylegajaca
btona komoérkowa 1 cytoplazma). Wykazata, ze obecnos¢ epitopéw AGP jest ograniczona
glownie do blony komorkowej, z ich wyrazng akumulacja wzdluz granicy ze $§ciang komorkowa
1 przestrzeni pomiedzy $ciang a btong komérkowa, w tzw. macierzy zewnatrzkomorkowej. Na
podkreslenie zasluguje opracowanie przez Habilitantke iloSciowej analizy dla metody
immunoztotowej, ktora mozna zastosowa¢ w badaniach zawartosci poszczegdlnych
sktadnikow komorki in situ. Przy pomocy tej metody wraz z obrazowaniem z uzyciem
mikroskopii elektronowej transmisyjnej (TEM) autorka wykazala korelacj¢ pomigdzy iloscia

epitopow AGP a stadium fizjologicznej dojrzatosci owocu. Analiza ilo$ciowa epitopow AGP
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rozpoznawanych przez przeciwciata JIM13, JIM15 1 MAC207 wykazata niewielki wzrost ilosci
AGP w S$cianie komodrkowej podczas dojrzewania i jej spadek podczas pozbiorczego
przechowywania. Natomiast w cytoplazmie ilo$¢ epitopéw AGP jest niezmienna we
wszystkich analizowanych etapach procesu dojrzewania. Na podstawie otrzymanych wynikow
Habilitantka zaproponowata ogdlny wzor czasowo-przestrzennych zmian w rozmieszczeniu
AGP w owocach oraz postuluje, ze obserwowane bardzo specyficzne zmiany w lokalizacji
epitopow AGP sa zwigzane z przypuszczalng rola AGP w mechanizmach zachodzacych w
Scianie komorkowej w procesie dojrzewania owocoéw. Widoczny wzrost ilosci epitopow AGP
podczas dojrzewania i spadek ich ilosci podczas przechowywania moze rowniez postuzy¢ jako
kolejny dowod potwierdzajacy role AGP jako markera dojrzatosci owocdéw. Dodatkowo w
swoich badaniach Habilitantka zastosowata przeciwciata LM16 bedace wyznacznikiem
metabolizmu arabinozy, LM19 wiazace deestryfikowany homogalakturonian oraz LM20
rozpoznajace estryfikowany homogalakturonian, co pozwolito stwierdzi¢ trwajaca 1
postepujaca  degradacje  Sciany komorkowej oraz  obecno$¢ 1 rozmieszczenie
homogalakturonianu w tkance owocoéw podczas ich przechowywania. Analiza iloSciowa
wyraznie podkreslita znacznie wigksza zawarto$¢ pektyn w stosunku do AGP, we wszystkich
czg$ciach komorki oraz we wszystkich badanych stadiach procesu dojrzewania. Autorka
wykazata, ze rosngca nieregularno$s¢ w lokalizacji pektyn 1 spadek ich zawarto$ci wraz z
postepujacym procesem starzenia si¢ komorki potgczona jest z zaburzeniem dystrybucji AGP.

W kolejnych badaniach przeprowadzono enzymatyczng i nieenzymatyczng hydrolize
Sciany komorkowej przy uzyciu hydrolaz $ciany komoérkowej i1 witaminy C, a nastgpnie
zbadano ich wplyw na rozmieszczenie epitopow AGP na przykladzie modelowych owocow
pomidora. Wyniki przeprowadzonych badan zostaty opisane w trzeciej publikacji cyklu — P3.
Na tym etapie badan Habilitantka wykazala, Ze potraktowanie tkanek pomidora enzymami
degradacyjnymi (pektynolitycznymi) przyczynito si¢ do degradacji czesci cukrowej AGP oraz
przearanzowaniem ich wystgpowania w S$cianie komorkowej. W doswiadczeniu z
zastosowaniem wzrastajagcego gradientu stezenia witaminy C morfologiczne zmiany $ciany
komorkowej réznity sie od zmian wywolanych na drodze hydrolizy enzymatycznej. Epitopy
sktadajace si¢ z reszt fGlcA(1—3)-aGalA(1—2)Rha byty mniej podatne na dzialanie witaminy
C niz epitopy ztozone z AG typu II, GlcA 1 (1—5)-a-L-Ara. Wyniki otrzymane przez
Habilitantke wskazuja, Ze rozmieszczenie badanych czgsci weglowodanowych AGP zmienia
si¢ pod wptywem réznych czynnikow, ktore sg zwigzane ze zmianami w strukturze tkanek
owocow. Chociaz $ciana komorkowa owocu sktada si¢ z celulozy i1 polisacharydow

pektynowych jako podstawowych elementéw i kluczowych czynnikow w dojrzewaniu
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owocow, to wzajemne powigzania pomig¢dzy tymi sktadnikami byly najbardziej znaczace w
kontrolowaniu dojrzewania i fizjologii po zbiorze. Przeprowadzone badania pozwolity
wykaza¢, ze brak lancuchow cukrowych powoduje zakldcenia i przebudowe interakcji
pomiedzy sktadnikami $ciany komorkowej co powoduje zmiany w catej strukturze $ciany
komorkowej. Na tym przykladzie habilitantka udowodnita, ze to polaczenia pomiedzy
sktadnikami sg najistotniejszym czynnikiem majgcym wptyw na strukture tkanki owocow.

W pracy P4 wchodzacej w sklad osiggniecia Habilitantka okreslita wptyw biatek
arabinogalaktanowych na wiasciwos$ci mechaniczne i rozmieszczenie pozostatych sktadnikow
Sciany komorkowej w trakcie jej tworzenia na przykladzie tagiewki pytkowej Fragaria x
ananassa (Duch.). Dr Agata Leszczuk ocenita funkcje biatek arabinogalaktanowych w
rozmieszczeniu pektyny, celulozy i kalozy wzdluz tagiewki pytkowej Fragaria x ananassa
oraz dokonala powigzania struktury $ciany komorkowej z jej lokalnymi wlasciwosciami
mechanicznymi. Badania Habilitantki wykazaly, Ze zaburzenie struktury AGP obecnych w
$cianach komorkowych wplywa na lokalizacj¢ celulozy, pektyn i wydzielanie kalozy. Zmiany
istotnie przekladaja si¢ na wlasciwosci mechaniczne tagiewki pytkowej. Wykazano, ze
wierzchotek lagiewki pytkowej hodowanej w obecnosci odczynnika Yariv (specyficznie
wigzacym AGP) jest sztywniejszy (1,68 MPa) niz odpowiadajacy mu region tagiewki pytkowej
hodowanej w warunkach kontrolnych (0,13-0,27 MPa). Zaobserwowany po raz pierwszy w
badaniach wzrost sztywnosci wierzchotka tagiewki pylkowej moze by¢ konsekwencja
obecnosci utworzonego kompleksu AGP-BGIcY, ktory “cementuje” strefe wierzchotkowa. Tak
wysoki wzrost sztywnosci fagiewki pytkowej (ponad pigciokrotny) nie zostal odnotowany we
wczesniejszych, dostepnych publikacjach, co podkresla osiggnigcia Habilitantki. Autorka
wyjasnia, ze “utwardzenie” $ciany spowodowane jest pojawieniem si¢ deestryfikowanego
homogalakturonianu, ktéry posiada zdolno$¢ mostkowania Ca’*, czego efektem jest proces
zelowania 1 wzrost ogdlnej sztywnos$ci §ciany komorkowej. Habilitantka dowodzi poprzez
zaobserwowane zmiany rozmieszczenia poszczegdlnych sktadnikéw w $cianie formujacej si¢
w warunkach eksperymentalnych, Ze istnieje zalezno$¢ pomigdzy dystrybucja AGP oraz
lokalizacja polisacharydow $ciany komodrkowej. Jest to roéwniez kolejne potwierdzenie
strukturalnej roli AGP w kreowaniu potaczen i interakcji w czasie procesu powstawania $ciany
komorkowe;.

Kolejnym etapem badan byto przeprowadzenie eksperymentu majacego na celu
okreslenie udzialu AGP w odpowiedzi komodrkowej na choroby grzybowe owocoéw na
przyktadzie owocow Malus x domestica w trakcie ich pozbiorczego przechowywania (P5).

Infekcje grzybicze wptywaja na morfologi¢ owocow i ich sktad chemiczny. Brak jest danych
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w literaturze dotyczacych roli i rozmieszczenia AGP podczas rozwoju choroby grzybowej w
owocach. Habilitantka przeprowadzita analize in situ rozmieszczenia biatek
arabinogalaktanowych w jabtkach inokulowanych Penicillium spinulosum podczas kolejnych
dni rozwoju infekcji. W celu immunolokalizacji AGP probki inkubowatla z przeciwciatami
JIM13, MAC207, LM2 i LM 14 rozpoznajacymi we¢glowodanowe czesci AGP. W celu zbadania
scian komodrkowych bez prawidtowego dziatania AGP, przeprowadzila eksperyment z
odczynnikiem p-glukozylowym Yariv, specyficznie wigzacym AGP. Autorka wykazata
wicksze ilosci badanych epitopow w zmienionych przez infekcje miejscach owocu, w
bezposrednim sagsiedztwie powierzchni wypetnionej zarodnikami grzyba. Dr Agata Leszczuk
wykazata, ze degradacja Sciany komorkowej spowodowana kolonizacja P. spinulosum i postep
procesu infekcji sa zwigzane z gromadzeniem si¢ ztogdw kalozy w zmienionej chorobotworczo
tkance 1 zmianami obecnosci AGP w egzokarpium 1 mezokarpium owocow. Ponadto
stwierdzila, ze szesnastodniowa choroba grzybicza powoduje zaburzenie specyficznego wzorca
rozmieszczenia i zwigkszenie obecnosci AGP w tkankach owocow z wyrazng dezorganizacja
sciany komorkowej. Natomiast inaktywacja funkcji AGP poprzez wigzanie z -GlcY powoduje
szybszy postep infekcji grzybowej. Wyniki te potwierdzily udziat AGP w obronie przed
atakiem patogendw w owocach.

Kolejne dwie publikacje (P6, P7) dotycza badan ex situ, ktore miaty na celu okreslenie
zawartosci AGP w owocach, a nastgpnie analiz¢ ich wlasciwosci molekularnych 1
strukturalnych. Bialka arabinogalaktanowe charakteryzuja si¢ rozlegla glikozylacja 1
heterogenicznoscig ich jednostek weglowodanowych 1 biatkowych. Jak sama Autorka
podkresla, dotychczas nie przeprowadzono szczegdlowych analiz AGP wystepujacych w
owocach, a ich zawarto$s¢ 1 struktura w czasie procesu dojrzewania sg nieznane. Na
podkreslenie zastuguje przygotowanie przez Habilitantke protokotu ekstrakcji, a nastepnie
optymalizacja procesu izolacji AGP z tkanek owocoéw. Zaproponowana metoda z uzyciem [3-
GlcY (odczynnik Yariva) pozwolila uzyska¢ materiat o $ci§le okreslonych cechach. Celem tego
etapu badan byla ocena cech strukturalnych AGP obecnych w owocach jabloni na réznych
etapach procesu dojrzewania. AGP ekstrahowano przy uzyciu odczynnika Yariva i badano przy
uzyciu SDS-PAGE, immunoblottingu, spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera
(FT-IR) 1 mikroskopii sit atomowych (AFM). Przeprowadzono takze analiz¢ in situ,
immunofluorescencj¢ (CLSM) i metod¢ immunoztotowa z wizualizacja z uzyciem mikroskopii
elektronowej transmisyjnej (TEM). Dr Agata Leszczuk wykazata, ze AGP sg rzeczywiscie
obecne w jabtkach na r6znych etapach procesu dojrzewania. Zmiany w ilosci (1,52- 2,08 mg g

1, $rednicy (152,73-75,05 nm), masie czasteczkowej (50-250 kDa) i rozmieszczeniu AGP w
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komorce §wiadcza o zmiennej obecnosci 1 zmiennej strukturze bialek arabinogalaktanowych
podczas procesu dojrzewania. Autorka zaproponowala charakterystyczne pasma w metodzie
FT-IR, tj. 1265 cm!, 1117 cm?' i 960 cm?, ktére mozna przypisaé biatkom
arabinogalaktanowym, szczegolnie ich tancuchom weglowodanowym, co mozna probowac
wykorzysta¢ do ich oznaczania. Wyniki immunofluorescencji i znakowania immunologicznego
wskazuja na przeciwciato JIM13 jako najbardziej charakterystyczne dla AGP w jabikach.
Badanie to po raz pierwszy wykazato, ze akumulacja AGP wystepuje w dojrzatych owocach,
co potwierdza najwyzsza zawartos¢ AGP, najwicksza masa czgsteczkowa 1 pojawienie si¢
specyficznego wzoru dystrybucji na poziomie komdrkowym jak i subkomoérkowym.

W dalszej kolejno$ci habilitantka przeprowadzita kolejne analizy izolowanego AGP, w
ktorych okreslita jego sktad monosacharydowy oraz zawarto$¢ czesci biatkowej 1 kwasow
uronowych. Stwierdzita, ze AGP izolowane z owocow skladaja si¢ gtownie z tancuchow
weglowodanowych, w ktorych dominujg arabinoza, galaktoza, glukoza, kwas galakturonowy i
ksyloza. Cze$¢ biatkowa stanowi 3,15-4,58%, zalezna jest od r6znych faz dojrzewania owocow.
Wszystkie  przeprowadzone badania  morfologiczno-molekularno-strukturalne ~ AGP
przeprowadzone przez Habilitantke, wskazuja, ze cechy AGP wyekstrahowanych z owocow
zmieniajg si¢ na roznych etapach procesu dojrzewania. Wykazano, ze wraz z postepem procesu
dojrzewania ilo$¢ arabinogalaktanu i kwasow uronowych, czyli dominujacych sktadnikow
tancuchow weglowodanowych AGP, zmniejsza si¢. Dodatkowo obserwowano zmiang ksztattu
czasteczki AGP, zmniejszenie masy molekularnej 1 spadek tendencji do agregacji.
Prawdopodobnie tworzenie agregatow jest skorelowane z obecnoscig tancuchéw
weglowodanowych w czasteczce AGP. Moze to wskazywac, ze utrata bocznych rozgatezien
lub silniejsze splatanie polimerow indukuje wystepowanie dodatkowych oddziatywan
migdzyczasteczkowych miedzy resztami weglowodanowymi a polipeptydowym rdzeniem.
Habilitantka wnioskuje, ze wlasciwa budowa tancuchow weglowodanowych AGP jest
niezbedna do tworzenia “typowej” struktury AGP. Zmiany strukturalne AGP potwierdzaja
ciggly metabolizm ich cz¢sci weglowodanowe] podczas postepujacego procesu dojrzewania
OWOCOW.

Ostatnia publikacja cyklu (P8) jest podsumowaniem badan prowadzonych przez dr
Agate Leszczuk oraz proba powigzania uzyskanych wynikow z dostgpnymi wiadomos$ciami na
temat struktury 1 funkcji AGP. Celem pracy bylo zrewidowanie poznanych wtasciwosci AGP
ich wptywu na metabolizm owocow, a tym samym wskazanie kierunku i mozliwosci podjecia
kolejnych badan, co dowodzi peing dojrzato$¢ i samodzielno$¢ naukowa dr Agaty Leszczuk.

Habilitantka podkresla, ze badania dotyczace wystepowania i wihasciwosci AGP istotnie
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wplywaja na metabolizm owocow a tym samym na ich i jako$é. Sciana komérkowa wptywa
na cechy teksturalne owocow, takie jak migkniecie podczas dojrzewania i przechowywania po
zbiorze, co jest bezposrednio skorelowane z rozmieszczeniem polisacharydéow w
poszczegdlnych przedziatach $ciany komorkowej, jak rowniez zmianami $ciany komorkowe;j
zwigzanymi z dojrzewaniem, tj. depolimeryzacja wegglowodandw macierzowych. Niektore z
funkcji AGP, np. ich rola jako substancji sieciujacych w macierzy zewnatrzkomorkowe;,
wynikaja z zaleznego od pH wigzania jonéw wapnia przez AGP. Biorac pod uwage iloSciowe
zmiany AGP podczas dojrzewania owocow oraz funkcje AGP jako substancji sieciujgcych
polisacharydy pektynowe, mozliwe jest, ze zmiany w zawartosci i/lub strukturze AGP moga
zmieni¢ ich zwigzek z domenami glikandw pektynowych i arabinoksylowych oraz wptyna¢ na
ich dostepnos¢ dla metylesteraz pektynowych i poligalakturonaz, co wplywa na rozpuszczanie
Sciany komorkowej owocow, a nastgpnie na ich migkko$é. Podsumowujac uzyskane wyniki
Habilitantka podkresla, ze uzyskane do tej pory wyniki daja mocne dowody na to, ze AGP biora
udzial w budowie $ciany komoérkowe;j i interakcji komorka — btona plazmatyczna, co oznacza,
ze AGP sg réwniez zaangazowane w biomechanike tkanek. Jednak ta hipoteza nie zostata
jeszcze w pelni potwierdzona i rzeczywiscie niezbedne sg dalsze kompleksowe badania nad
udzialem AGP w powstawaniu $ciany komoérkowej. Na szczegdlne podkreslanie zashuguja
mozliwosci aplikacyjne uzyskanych wynikow badan, szczegdlnie opracowanie metody
ekstrakcji AGP z owocdéw, co pozwolito na oszacowanie ich zawarto$ci. Wykazano, ze
zawartos¢ AGP w tkance owocow jest znacznie wyzsza niz w innych organach roslin. Zatem

dojrzate owoce Malus x domestica mozna uzna¢ za cenne zrodto AGP.

Podsumowujac przedstawione do oceny osiaggnigcie Pani dr Agaty Leszczuk, nalezy
stwierdzi¢, ze stanowi ono znaczacy wktad w rozwoj dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo.
Osiagnigcie Habilitantki charakteryzuje si¢ kompleksowym podejsciem do zagadnien
zwigzanym z rolg, strukturg i mechanizmem dzialania bialek arabinogalaktanowych w
owocach. Cykl przedstawionych publikacji (P1-P8) prezentuje ciag uzupelniajacych sig
wiadomosci, stanowiacy kontynuacje S$ciSle zaplanowanych doswiadczen. Wyniki
zaprezentowane w pracach majg duza warto$¢ poznawczg i aplikacyjng oraz dostarczaja nowe;j
wiedzy w zakresie istotnej roli AGP w procesie dojrzewania owocoéw. Habilitantka
odpowiednio planujac i realizujgc zadania badawcze w ramach osiggni¢cia wykazata, ze

posiada duzg wiedz¢ 1 umiejetnosci niezbedne do samodzielnej pracy naukowe;.
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Ocena aktywnoS$ci naukowej, o ktérej mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 3 Ustawy z dnia 20

lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.)

Pani doktor Agata Leszczuk wykazuje si¢ znaczacg aktywnoscig naukows. Jej dorobek

obejmuje 56 prac naukowych, z czego 28 opracowan ukazato si¢ po uzyskaniu stopnia doktora.
Habilitantka znaczaco ilosciowo i jakosciowo powickszyta swoj dorobek w okresie po nadaniu
stopnia naukowego doktora, szczegdlnie w odniesieniu do prac indeksowanych w bazie JCR (2
prace przed uzyskaniem stopnia doktora i 16 prac po obronie doktoratu). L.gczna liczba punktéw
wynosi 1395, z czego 825 punktdw przypada za publikacje stanowigce osiggniecie bedace
podstawa wniosku habilitacyjnego. Pietnascie prac zostato opublikowanych w czasopismach
zawartych w bazie JCR, z czego osiem prac stanowi osiggni¢cie naukowe wyodrgbnione przez
Panig doktor Leszczuk do uzyskania stopnia doktora habilitowanego. Habilitantka publikowata
wyniki swoich badan gléwnie w czasopismach z najwyzszego kwartylu — Q1, ktéry obejmuje
25% czasopism z najwyzszym IF w danej dziedzinie, migdzy innymi w takich czasopismach
jak: Postharvest Biology and Technology (1 praca), Plant Science (2 prace), Cells (1 praca),
Scientific Reports (2 prace), Horticulture Research (1 praca), Biology (1 praca), Plant
Physiology and Biochemistry (3 prace), Journal of Plant Growth Regulation (1 praca), Annals
of Botany (1 praca), Scientia Horticulturae (1 praca), Environmental and Experimental Botany
(1 praca). Kandydatka ma rowniez w swoim dorobku 2 rozdzialy w monografii oraz jest
wspotautorem 3 publikacji w czasopismach nieposiadajacych wspotczynnika IF. Sumaryczny
wskaznik Impact factor (wg bazy Web of Science) wszystkich prac wynosi 62,709, z czego
35,273 przypada na osiggni¢cie habilitacyjne. Liczba cytowan na dzien 04.08.2022 r. — 120
(bez autocytowan — 91), a Index Hirscha — 7.
Ponadto Pani doktor Agata Leszczuk brata udzial w trzech projektach badawczych (dwa
projekty finansowane przez Narodowe Centrum Nauki oraz jeden przez Narodowa Agencje
Wymiany Akademickiej — NAWA). We wszystkich tych projektach petnita funkcje
kierownika. Habilitantka wykonata réwniez 32 recenzje prac naukowych publikowanych w
czasopismach o zasiggu mig¢dzynarodowym. Wyniki swoich prac prezentowala na 34
konferencjach migdzynarodowych i krajowych, z czego 12 na konferencjach po uzyskaniu
stopnia doktora.

W swojej pracy naukowej Habilitantka wspolpracuje z krajowymi osrodkami
naukowymi w tym z Wydzialem Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie, Laboratorium Mikroskopii Konfokalnej i Elektronowej w

Interdyscyplinarnym Centrum Badan Naukowych, Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego. W
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2019 roku zostala Cztonkiem Zarzadzajagcym (Management Committee Member) w
migdzynarodowym projekcie Oxygen sensing a novel mean for biology and technology of fruit
quality” o numerze CA18210 w ramach European Cooperation in Science & Technology
(COST). Gléwnym zalozeniem prac badawczych w tym projekcie jest doglebne poznanie
fizjologii owocow, w tym okreslenie molekularnych mechanizmow lezacych u podstaw
procesu dojrzewania, co skorelowane jest z kontrolg jakosci owocodw podczas ich pozbiorczego
przechowywania. Habilitantka podczas jednego ze spotkan uczestnikéw projektu — Annual
Meeting (18-20.10.2021 Chania) wygtosita wyktad pt. Specific features of arabinogalactan
proteins (AGPs) during fruit ripening process. W 2021 roku Habilitantka odbyta
trzymiesi¢czny staz naukowy (finansowany przez Narodowa Agencj¢ Wymiany Akademickiej
— NAWA) w Mediterranean Agronomic Institute of Chania w Grecji (International Centre for
Advanced Mediterranean Agronomic Studies). W trakcie pobytu w Grecji uzyskala certyfikat
‘Master in Science in Blotting” firmy BIO-RAD (12.07.2021 r.). Nawigzana wspotpraca
umozliwita Habilitantce poszerzenie zakresu swoich badan nad AGP w owocach, czego
dowodem sg nie tylko publikacje naukowe, ale projekt badawczy zatytulowany Badania biatek
arabinogalaktanowych (AGPs) jako istotnych sktadnikow sciany komorkowej podczas procesu
dojrzewania owocow (2020/39/D/NZ9/00232), ktory zostat zakwalifikowany do finansowania
przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) w 2021 roku. W projekcie tym dr Agata Leszczuk pelni
funkcje kierownika 1 jest on realizowany wspdlnie z dr Panagiotis Kalaitzis z Mediterranean
Agronomic Institute of Chania w Grecji. Tym samym Habilitantka wykazala si¢
udokumentowang istotng aktywnos$cia naukowa realizowana w wigcej niz jednej instytucji
naukowe;j.

Za osiagniecia w dziedzinie naukowej rolnictwo 1 ogrodnictwo dr Agata Leszczuk w
2019 roku decyzja Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zostata stypendystka Ministra dla
Wybitnych Mtodych Naukowcow (grant nr 965/E-184/STYP/14/2019).

Przedstawiony do oceny dorobek naukowy Pani dr Agaty Leszczuk jest duzy, zwtaszcza
po doktoracie. Habilitantka ma znaczne doswiadczenie w wykonywaniu badan w zespotach
naukowych, w tym mie¢dzynarodowych oraz we wspolpracy z innymi osrodkami naukowymi
krajowymi 1 zagranicznymi co zaowocowato publikacjami wieloautorskimi 1 stale
powigkszajacym si¢ dorobkiem naukowym. Podjeta przez Nig tematyka badawcza jest
nowatorska i taczy w sobie zagadnienia z dziedziny nauk rolniczych, Scistych i przyrodniczych.
Habilitantka bardzo aktywnie uczestniczy w wielu seminariach i szkoleniach oraz warsztatach

poszerzajac tym samym swoj3 wiedz¢ 1 umiejetnosci.
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Ocena dzialalnosci dydaktycznej, popularyzatorskiej oraz wspolpracy z otoczeniem
gospodarczym

Pani dr inz. Agata Leszczuk realizowata zajecia dydaktyczne w ramach praktyk
zawodowych w czasie studiow doktoranckich na Uniwersytecie Marii Curie-Sktodowskiej dla
studentow biologii 1 biotechnologii z przedmiotow: FEmbriologia roslin, Techniki
mikroskopowe, Metody kultur tkankowych in vitro oraz Praktikum z hodowli komorek i tkanek.
Prowadzita réwniez anglojezyczne zajecia Plant reproduction i Plant in vitro culture dla
studentow z Programu Erasmus. W 2017 roku wraz z Politechnikg Lubelska i ‘UNIKIDS’
zostala laureatka konkursu ,,Uniwersytet Mtodego Odkrywcy”, koordynowanego przez
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach Programu Operacyjnego ‘Wiedza Edukacja
Rozwo6j’ (PO WER), finansowanego przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego oraz Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego. W ramach tego projektu
habilitantka opracowata cykl zaje¢ dydaktyczno-badawczych z mikroskopii, ktory zrealizowata
w szkotach wojewddztwa lubelskiego. Ponadto, w latach 2012-2017 realizowata wlasny
autorski program cyklu warsztatow o tematyce biologicznej na Uniwersytecie Dzieciecym
‘UNIKIDS’ lubelskim oddziale migdzynarodowej organizacji EUCUNET, propagujacej ide¢
Lifelong Learning. Projekt Uniwersytetow Dziecigcych (Die Kinder-Uni) otrzymatl od Komisji
Europejskiej nagrode Descartes Prize for Science Communication. Habilitantka zaangazowana
byla takze w organizacj¢ migdzynarodowej akcji “Fascination of International Plants Day”
(FoPD) pod auspicjami European Plant Science Organization (EPSO), w ramach ktorej
prowadzita zajecia z embriologii roslin dla uczniow lubelskich szkot podstawowych i liceow.
Angazowala si¢ takze w pracach w komitetu organizacyjnego 57. Ogoélnopolskiego Zjazdu
Polskiego Towarzystwa Botanicznego (PTB) w Lublinie.

Pani doktor byta opiekunem praktyk studenckich w Instytucie Agrofizyki PAN w
Lublinie, studentow z Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie oraz Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie.

Od 2021 roku pani Doktor petni funkcje promotora pomocniczego mgr Joanny Kulik,
doktorantki Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych w dyscyplinie rolnictwo i
ogrodnictwo w Instytucie Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie.

Habilitantka podejmuje rowniez dziatania na rzecz popularyzacji nauki poprzez
uczestnictwo w projektach festiwalowych adresowanych do mlodziezy szkolnej. Przygotowata
zajecia laboratoryjne pt. Kultury in vitro, czyli jak wyhodowac rosliny w probowce? 1 Kolorowy
swiat w mikroskopie podczas Lubelskiego Festiwalu Nauki (20-26.09.2014 r.) oraz zajecia

Wybierz swoj klucz do sukcesu podczas Drzwi Otwartych Uniwersytetu Marii Curie-
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Sktodowskiej w Lublinie (21.03.2014 r.). Ponadto dwukrotnie (2019, 2020) brata udziat w
programic telewizyjnym “Login: Nauka” (TVP), na famach ktorego zaprczentowata rezultaty

prowadzonych przez siebie badan.

Whiosek koncowy

Biorac pod uwage przedstawione do oceny przez Panig dr Agate Leszczuk osiagnigcie
naukowe stanowigce cykl o$miu powigzanych tematycznie artykulow. stwierdzam, ze stanowi
ono cenny i znaczacy wklad w rozwdj dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo. Habilitantka
wykazatla si¢ rowniez udokumentowang dziatalnoscig naukowsa realizowang w wiecej niz jednej
instytucji naukowej. Tym samym Pani dr Agata Leszczuk speinia wymagania stawiane osobom
ubiegajgcym si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego, o ktérych mowa w art. 219 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 roku: Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Stawiam réwniez wniosek
do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w
Lublinie o dopuszczenie Pani dr Agaty Leszczuk do dalszych etapéw postepowania

habilitacyjnego.

Helisoudor 9\1@\/
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