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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Kutyrievy-Nowak
pt. ,Badania bialek arabinogalaktanowych (AGP) jako istotnych sktadnikéw
Sciany komoérkowej w procesie dojrzewania owocow”

Podstawa formalng opracowania recenzji jest pismo Dyrektora Instytutu Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk prof. dr hab. Cezarego Stawinskiego z dnia
27 marca 2023 r. (RN-431-1/25) informujace o uchwale Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki
PAN dotyczacej powolania mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii
Kutyrievy-Nowak.

Informacje o pracy oraz ocena strony formalnej

Rozprawa Pani mgr Natalii Kutyrievy-Nowak na stopiefi doktora w dziedzinie nauk
rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo zostala wykonana pod kierunkiem
dr hab. Agaty Leszczuk z Instytutu Agrofizyki PAN. Przedstawiona do oceny prace
przygotowano na podstawie cyklu czterech artykutéw naukowych, w tym jednego artykulu
przegladowego, opublikowanych w latach 2023-2024. Publikacje te ukazatly sie w renomowanych
miedzynarodowych czasopismach naukowych: Plant Methods, Scientia Horticulturae, Frontiers
in Plant Science, Horticulture Research. Sa to rzetelne opracowania, zawierajace bogaty materiat
ilustracyjny - mikrofotografie, przejrzyste ryciny oraz czytelne wykresy. We wszystkich
artykutach Doktorantka jest pierwsza autorka, co wskazuje na jej wiodaca role w ich powstaniu.
Znajduje to takze odzwierciedlenie w dotaczonych do pracy o$wiadczeniach wspétautorow
publikacji. Rozprawa liczy 138 stron i zostala napisana w jezyku polskim, z dotagczonym
streszczeniem w jezyku angielskim. Posiada czytelng, standardowgq strukture: streszczenie,
wprowadzenie, hipoteza badawcza i cele rozprawy, materialy i metody badawcze, wyniki,
wnioski, bibliografia. Catos¢ poprzedza przejrzysty spis tresci oraz wykaz stosowanych symboli
i skr6téw. Do rozprawy zostaly zalaczone poszczegélne publikacje (P.1-P.4), a najwazniejsze
przedstawione w nich rezultaty zaprezentowano w rozdziale ,Oméwienie wynikéw”. Praca
dodatkowo zawiera zyciorys naukowy Doktorantki. Bibliografia obejmuje 106 aktualnych i cisle
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zwigzanych z tematyka rozprawy doktorskiej pozycji literaturowych, wylacznie w jezyku
angielskim. Stwierdzam, zZe rozprawa jest kompletna i zostala przygotowana w sposob
umozliwiajacy wydanie jednoznacznej opinii w sprawie nadania stopnia doktora zgodnie z
wymogami okreslonymi w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 22023 r. poz. 742 ze zm.).

Warto$é naukowa i merytoryczna pracy

Biatka arabinogalaktynowe (AGP) to wysoko glikozylowane proteoglikany nalezace do
klasy glikoprotein bogatych w hydroksyproline (HRGP), wystepujace powszechnie w $cianach
komoérkowych i apoplascie roslin. Ich udzial w funkcjonowaniu $ciany komoérkowej jest
wieloplaszczyznowy i obejmuje m.in. adhezje komoérkowa, organizacje macierzy Sciany oraz
tworzenie zlozonych struktur z innymi jej sktadnikami (kompleks APAP1), regulacje wzrostu
i réznicowania komorek, sygnalizacje komoérkowa oraz modulacje dojrzewania owocéw.
Przedmiotem rozprawy doktorskiej mgr Natalii Kutyrievy-Nowak byto okreslenie roli AGP
w formowaniu struktury Sciany komorkowej w trakcie procesu dojrzewania owocéw. Obiekt
badawczy stanowily owoce pomidora (Solanum lycopersicumn L.) uzyskane z roélin ,typu
dzikiego” oraz linii transgenicznych o zahamowanej lub zwiekszonej ekspresji genu SIP4H3,
kodujacego jedna =z izoform 4-hydroksylazy prolilowej, katalizujacej powstawanie
4-hydroksyproliny w czesci biatkowej AGP podczas postranslacyjnej modyfikacji. Prace
badawcze zostaly wykonane w ramach projektu ,Sonata” finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki, ktérego kierownikiem byla dr hab. Agaty Leszczuk oraz we wspétpracy z
naukowcami z Mediterranean Agronomic Institute of Chania (Grecja). Zaréwno Pani Promotor,
jak i zespot grecki uczestniczacy w badaniach posiadaja znaczacy dorobek w zakresie
tematycznym zwigzanym z badaniami wlasciwosci skladnikéw roslinnej sciany komoérkowej, w
tym biatek AGP. Doktorantka miata zatem zapewnione doskonate warunki do przeprowadzenia
ciekawych i stojacych na wysokim poziomie prac eksperymentalnych z uzyciem nowoczesnych
metod molekularnych, biochemicznych i mikroskopowych.

Uwazam, ze zaprezentowane w pracy doktorskiej wyniki badan sa interesujace, spdjne
tematycznie i kompleksowe. Doktorantka bardzo skrupulatnie i logicznie zaplanowata caly cykl
badawczy. Sktadat sie on z trzech zasadniczych etapéw: (i) wyodrebnienia i charakterystyki AGP
jako potencjalnych markeréw procesu dojrzewania owocéw, (ii) okreslenia zmian zawartosci
oraz lokalizacji epitopéw AGP w owocach pomidora pochodzacych z roélin linii transgenicznych
o zmodyfikowanej ekspresji genu SIP4H3 w odniesieniu do ,typu dzikiego”, (iii) okreslenia
wplywu zmian w strukturze i lokalizacji AGP na organizacje i strukture $ciany komérkowe;.
Tego typu badania wymagaja szerokiej i interdyscyplinarnej wiedzy, duzego zaangazowania
oraz odpowiednich umiejetnosci analitycznych. Doktorantka nie obawiala sie podjac¢ tego
trudnego tematu, a tak kompleksowe podejscie stanowi niewatpliwy atut recenzowanej pracy.
Oceniajac warto§¢ merytoryczng uzyskanych wynikéw nalezy podkreélié, ze jednym
z wazniejszych osiggnie¢ naukowych bylo wykazanie, ze w poczatkowych etapach dojrzewania
owocow dominujg frakcje AGP o masie molekularnej w zakresie 60-120 kDa, natomiast w
kolejnych fazach masa molekularna AGP ulega obnizeniu z przewaga frakcji o masie 20-25 kDa.
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W konicowych stadiach tego procesu odnotowano obecnos¢ znacznych iloéci AGP o masie 30
kDa, ktére uznano za molekularny wskaznik zakoriczenia dojrzewania owocéw. Ponadto
wykazano, ze w poczatkowych etapach dojrzewania epitopy AGP zlokalizowane byty gtéwnie
w epidermalnej warstwie owocéw, natomiast w miare postepu tego procesu ich obecnos¢
notowano przede wszystkim w warstwie hypodermalnej. Moze to sugerowaé specyficznosé
tkankowa AGP zalezng od stadium dojrzewania owocéw. Z kolei zaburzenia natywnej struktury
AGP, wynikajace z modyfikacji hydroksylacji reszt proliny w domenie biatkowej AGP,
skutkowaly zmianami ich zawartosci oraz wlasciwosci strukturalnych i funkcjonalnych.
W konsekwencji wptywalo to na lokalizacje tych proteoglikanéw w $cianie komérkowej oraz
zakl6cenia czasowo-przestrzennej dystrybucji i organizacji pozostatych skiadnikéw Sciany
komoérkowej. W roslinach linii transgenicznych odnotowano takze nieoczekiwang obecnosé¢ AGP
w cytoplazmie oraz brak charakterystycznej frakcji AGP o masie ok. 30 kDa, ktéra uznano za
marker pelnej dojrzalosci owocéw. Na poziomie tkankowym stwierdzono modyfikacje
anatomiczne owocéw oraz zaburzenie przebiegu dojrzewania. Catoksztalt przeprowadzonych
badan pozwolil na potwierdzenie roli AGP jako istotnego elementu strukturalnego niezbednego
do wiasciwego przebiegu procesu dojrzewania owocéw pomidora.

Warto takze podkresli¢ pozostaly dorobek naukowy mgr Natalii Kutyrievy-Nowak,
przedstawiony w koricowej czeéci rozprawy. Jest ona wspétautorem 10 publikacji naukowych, z
ktorych 4 stanowi podstawe rozprawy doktorskiej, 8 referatéw, 3 posteréw oraz 5 doniesien
konferencyjnych. Odbyla takze dwumiesieczny staz zagraniczny w Laboratorium Biologii
Molekularnej Roslin Uniwersytetu w Belgradzie (Serbia). Wskazuje to, ze Doktorantka jest
obiecujacym miodym naukowcem, aktywnym publikacyjnie oraz chetnie prezentujacym wyniki
swoich badarh w ramach konferencji naukowych oraz dziatan popularyzujacych nauke.

Komentarze i pytania

Przedstawiong do recenzji prace oceniam bardzo wysoko. Jednak w trakcie jej lektury
nasunely mi sie nastepujace komentarze i pytania, o ustosunkowanie si¢ do ktérych prosze
Doktorantke w trakcie publicznej obrony rozprawy.

1) Jak Doktorantka moze uzasadni¢ wybér pomidora zwyczajnego (Solanum lycopersicum L.)
jako gatunku modelowego do badan? Jakie sg zalety i ograniczenia takiego wyboru?

2) Czy w opinii Doktorantki pojawienie sie frakcji AGP o masie ok. 30 kDa w p6Znym etapie
dojrzewania owocéw pomidora jest markerem molekularnym ich petnej dojrzatosci czy
jedynie produktem degradacji wigkszych czasteczek AGP? Czy rozwazano mozliwosé
przeprowadzenia analizy degradacji proteolitycznej?

3) W publikacjach P.3 oraz P.4 w czesci dotyczacej opisu metod badawczych brakuje mi
troche odniesienia do roélin ,typu dzikiego”, chociaz opis wynikéw jasno wskazuje, ze
ich owoce poddano analizom. Wprawdzie w pracy takze wskazano, ze rosliny te
stanowity kontrole badawcza, ale czy byly one uprawiane réwnolegle z rodlinami linii
transgenicznych? Interesujace jest rowniez czy fenotyp roslin transgenicznych znaczaco
odbiegat od tych ,typu dzikiego”?



4) Jakie praktyczne zastosowanie mogg mie¢ wyniki przeprowadzonych badant w uprawie
lub hodowli pomidora (np. w selekcji linii o podwyzszonej trwatosci pozbiorczej)? Jakie
markery molekularne mozna wykorzysta¢ w tym zakresie?

5) Poniewaz dojrzewanie owocow jest procesem Scisle zwigzanym z etylenem, a AGP moga
przynajmniej posrednio wplywac na szlak etylenowy (lub by¢ przez niego regulowane),
nieco brakuje mi odniesien do poziomu tego fitohormonu lub ekspresji genéw
zwigzanych z jego biosynteza. Czy rozwazano taka mozliwosc¢ jako potencjalny kierunek
przysztych badan?

6) Pomimo bardzo starannego przygotowania tekstu pracy pod wzgledem redakcyjnym,
miejscami pojawiaja sie¢ drobne niedociagniecia stylistyczne (np. ,detaliczny opis zmian”
zamiast ,szczegdlowy opis zmian”; ,,dane uzyskane dzieki przeprowadzeniu obu metod”
zamiast ,dane uzyskane dzieki wykorzystaniu obu metod”) oraz sporadyczne btedy
literowe itym interpunkcyjne. Zastrzezenia te nie maja wpltywu na wartos¢ merytoryczna
rozprawy.

Podsumowanie

Pani mgr Nataliia Kutyrieva-Nowak poprzez wiodacy udzial w badaniach, ktérych wyniki
zostaly opublikowane jako cykl czterech artykuléw w renomowanych czasopismach
naukowych, wykazala sie niezbedna wiedza teoretyczna, a takze dowiodla umiejetnosci
prowadzenia badann naukowych, prowadzacych do rozwigzania istotnych zagadnier
dotyczacych roli AGP w procesie dojrzewania owocéw. Tym samym nalezy uznaé, ze
Doktorantka spetnila ustawowe kryteria merytoryczne wymagane od kandydatéw do nadania
stopnia doktora.

Whniosek kohAcowy:

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Kutyrievy-
Nowak zatytulowana ,Badania bialek arabinogalaktanowych (AGP) jako istotnych
skltadnikow Sciany komorkowej w procesie dojrzewania owocow” stanowi oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego oraz spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.). Na podstawie
powyzszej oceny wnosze do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie rozprawy mgr Natalii
Kutyrievy-Nowak do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora
w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

Biorac pod uwage rzetelne i kompleksowe podejécie do rozwigzania problemu naukowego
oraz wysoki poziom merytoryczny recenzowanej pracy wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Agrofizyki PAN o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Natalii Kutyrievy-
Nowak stosowna nagroda.
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