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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.:
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komoérkowej w procesie dojrzewania owocow”
autor rozprawy: Natalia Kutyrieva-Nowak

Zrozumienie mechanizmow regulujacych dojrzewanie owocoOw stanowi istotne
znaczenie zarOwno poznawcze, jak i w kontek$cie poprawy jakosci, trwatosci 1 wartosci
odzywczej plondéw. Istotnym aspektem jest poznanie zmian zachodzacych w obrebie
Sciany komorkowej, ktore prowadza nie tylko do modyfikacji strukturalnych, ale takze
funkcjonalnych, co ma odzwierciedlenie w zmianach tekstury, jedrnosci, czy podatnosci
owocow na infekcje przez patogenny. W ostatnich dekadach coraz wigcej uwagi
poswigca si¢ nie tylko klasycznym skladnikom $ciany, takim jak pektyny, celuloza czy
hemicelulozy, ale réwniez mniej poznanym elementom macierzy pozakomorkowej,
takim jak glikoproteiny. W$rod nich biatka arabinogalaktanowe (AGP) wylaniaja si¢ jako
grupa wysoce ztozonych i roznorodnych czasteczek, pelnigcych funkcje strukturalne, ale
tez sygnalizacyjne i rozwojowe. Mimo ich powszechnego wystgpowania w roslinach
naczyniowych, rola AGP w fizjologii dojrzewania owocOéw pozostaje nadal
niedostatecznie wyjasniona, co czyni ten obszar badawczy aktualnym i istotnym dla
dalszego rozwoju nauki o roslinach oraz dla zastosowan w rolnictwie i ogrodnictwie.

Rozprawa doktorska mgr Natalii Kutyrievy-Nowak zostata przygotowana w formie
cyklu publikacji. Sktada si¢ z czeSci wstepnej, w ktorej zawarto streszczenie rozprawy,
przeglad literatury, cele badawcze oraz podsumowanie metod i wynikéw oraz wnioskKi
koncowe. Rozprawa zawiera takze pelne teksty czterech opublikowanych prac
naukowych. Cato$¢ uzupeliono spisem literatury, wykazem wktadu wiasnego autorki
oraz stosownymi o$wiadczeniami wspotautorow publikacji wymaganymi w przewodzie
doktorskim.

W sktad rozprawy wchodza nastepujace publikacje:

1. A practical guide to in situ and ex situ characterisation of arabinogalactan proteins

(AGPs) in fruits (2023), Plant Methods [IF: 4,7, punkty MRIRW: 140, liczba
cytowan (WoS): 4]



2. Arabinogalactan protein is a molecular and cytological marker of particular stages
of the tomato fruit ripening process (2023), Scientia Horticulturae [IF: 3,9, punkty
MRIRW: 140, liczba cytowan (Wo0S): 9]

3. The modified activity of prolyl 4 hydroxylases reveals the effect of
arabinogalactan proteins on changes in the cell wall during the tomato ripening
process (2024), Frontiers in Plant Science [IF: 4,1, punkty MRIRW: 140, liczba
cytowan (WoS): 4]

4. In vivo and ex vivo study on cell wall components as part of the network in
tomato fruit during the ripening process (2024), Horticulture Research [IF: 7,6,
punkty MRiRW: 200, liczba cytowan (WoS): 2]

Rozdziat rozprawy zatytutowany Wprowadzenie zawiera rzetelny przeglad literatury
zrédtowej, aktualny stan wiedzy dotyczacy procesu dojrzewania owocoOw, ze
szczegdlnym uwzglednieniem zmian zachodzacych w $cianie komodrkowej, jak rowniez
stopniowo wprowadza czytelnika w problematyke biatek arabinogalaktanowych. W
tekScie stusznie zaakcentowano role¢ AGP jako potencjalnych komponentéw o
charakterze sygnalizacyjnym i strukturalnym. Przeglad wiedzy obejmuje zaréwno
klasyczne badania nad AGP z uzyciem przeciwcial, jak i nowsze prace dotyczace
lokalizacji tych biatek w przestrzeni pomigdzy blong a $ciang komorkowsa, ich
zmienno$ci w trakcie dojrzewania owocéw wybranych gatunkow oraz mozliwego
zwigzku z degradacjg struktury $ciany komorkowej. Cennym elementem rozdziatlu jest
rowniez nawigzanie do danych ilosciowych i lokalizacyjnych AGP, wskazujacych na ich
dynamike i zmienno$¢ podczas procesu dojrzewania, co stanowi logiczne uzasadnienie
dla dalszego poglebiania badan w tym zakresie. Autorka wskazata tez na brak petnego
wyjasnienia mechanizmu dziatania AGP w kontek$cie dojrzewania owocow, co w sposob
naturalny prowadzi do sformutowania hipotezy badawczej 1 celow rozprawy.
Przytoczone informacje sg dobrze udokumentowane literaturowo, co $wiadczy o bardzo
dobrym rozeznaniu doktorantki w temacie. Cytowane prace zostaly opublikowane
praktycznie wylacznie w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Zawieraja tez
aktualny stan wiedzy w omawianym zakresie; 80% z nich zostalo opublikowane w
ostatniej dekadzie, a polowa w ciggu ostatnich pieciu latach. Rozdzial ten zostat
opracowany z duzg staranno$cig merytorycznag i logiczng.

Autorka sformutowata hipoteze badawcza jasno i1 precyzyjnie, wskazujac na
korelacj¢ miedzy procesem dojrzewania owocoOw pomidora a zmianami w dystrybucji i
wlasciwosciach molekularnych biatek arabinogalaktanowych (AGP): ,, Dojrzewanie
owocow pomidora jest ScisSle zwigzane ze zmianami dystrybucji i wiasciwoSciami
molekularnymi AGP”. Hipoteza ta wynika logicznie z przegladu literatury zawartego we
wczesniejszym rozdziale 1 dobrze odzwierciedla luki poznawcze obecne w aktualnym
stanie wiedzy. Glownym celem badan bylo zrozumienie roli AGP w ksztaltowaniu
struktury Sciany komoérkowej oraz ich wptywu na organizacje jej sktadnikow podczas



dojrzewania owocow. Cele szczegdlowe zostaly wyraznie zdefiniowane, a kazdy z nich
odnosi si¢ do konkretnego etapu badan i w nast¢pstwie odpowiada jednej publikacji.
Taka struktura celow zastuguje na pochwalg, jest bowiem klarowna, logicznie powigzana
z hipoteza, a przy tym spojna z konstrukcja rozprawy opartej na cyklu publikacji.

Rozdzial metodyczny zostat opracowany z dbatoscig o przejrzysto$¢ i zrozumiatosé
dla czytelnika. Przedstawiono w nim uzyty material badawczy tj., linie transgeniczne
pomidora z represja ekspresji (linie RNAI) i nadekspresja (linie OEX oraz GFP) genu
hydroksylazy 4-prolinowej typu 3 (SIP4H3) odpowiedzialnej za posttranslacyjng
modyfikacje biatek strukturalnych $ciany komoérkowej. W doswiadczeniach, kontrole
stanowity roéliny typu dzikiego (nietransgeniczne). Pokazany zostal zestaw metod
badawczych, zaré6wno na poziomie molekularnym, biochemicznym, jak 1
mikroskopowym, stosowanych do analizy biatek arabinogalaktanowych (AGP) w
owocach pomidora. W prezentowanych badaniach wykorzystano szerokie spektrum
metod in situ i ex situ, w tym m.in.. Western blot, dot blot i ELISA, techniki
mikroskopowe CLSM, TEM i SEM, znakowanie immunofluorescencyjne oraz
immunoziotowe. Dobdr materiatow i metod byt Scisle powigzany z postawionymi celami
badawczymi i pozwalal na ich realizacje, a w efekcie dane o charakterze ilosciowym i
jakosciowym. Szczegdtowe protokoty znajduja si¢ w kolejnych publikacjach
stanowigcych rozprawe, co jest zgodne z zasadami pisania rozpraw opartych na cyklu
artykutow.

Bardzo wysoko oceniam osiggnigcia zaprezentowane w publikacjach 1 skrotowo
omowione w tekScie rozprawy. Pierwsza z publikacji (w Plant Methods) petni funkcje
wyraznie metodyczng 1 stanowi istotne ogniwo laczace dla catej struktury rozprawy.
Celem publikacji bylo przedstawienie zoptymalizowanych procedur zestawu metod
umozliwiajacych oznaczanie 1 lokalizacje AGP w tkankach owocéw pomidora.
Zaprezentowano tu kompleksowy i dobrze udokumentowany przeglad technik, od
immunofluorescencji, przez mikroskopi¢ konfokalng i elektronowa, az po Western blot i
ELISA. Publikacja ta wyrdznia si¢ precyzyjnym podejsciem do detekcji epitopow AGP i
stanowi narzedzie mogace by¢ wykorzystywane szerzej w badaniach nad glikoproteinami
sciany komorkowej. Ryciny sa czytelne, dobrze opisane i majg takze warto$¢
dydaktyczng, szczegdlnie te przedstawiajace schematy protokotow i przyktadowe obrazy
mikroskopowe. Autorka rozprawy jednak troch¢ na wyrost stwierdza w gtownym teScie
rozprawy, ze publikacja ta opisuje optymalizacje technik. Zapewne wczesniej zostaly
wykonane badania optymalizujace, jednak sama publikacja prezentuje tylko efekt
koncowy tych badan. Nie zawiera ona zadnych wynikdw pozwalajacych zweryfikowac
jakie badania optymalizujace byly wykonane, ani jak znaczaco optymalizacja wptyng¢ta
na efekt stosowania opisanej procedury w stosunku do tej sprzed optymalizacji.

Druga publikacja (w Scientia Horticulturae) przedstawia wyniki badan zmian
ilosciowych 1 jakosciowych AGP zachodzacych w trakcie dojrzewania owocoéHw
pomidora. Wykazano, ze wybrane epitopy AGP ulegajg wyraznym przemianom w miare



dojrzewania, zarowno pod wzgledem lokalizacji w tkance, jak i sktadu frakcyjnego.
Szczegolnie interesujgce jest wykazanie obecnosci frakcji o niskiej masie molekularnej w
koncowym stadium dojrzewania. Na podstawie uzyskanych wynikow zaproponowano,
aby obecnos¢ frakcji 30 kDa AGP uzna¢ za potencjalny marker fizjologicznej dojrzatosci
owocow. Wydaje si¢ jednak, ze przydatno§¢ markera wymaga dalszego potwierdzenia W
oparciu o analizy w szerszym zestawie odmian. Cennym aspektem tej pracy jest
rownoczesne zastosowanie metod iloSciowych (ELISA, Western blot) oraz
lokalizacyjnych (mikroskopia konfokalna), co pozwolitlo uzyskaé pehiejszy obraz
dynamiki zmian AGP zachodzacych w czasie rozwoju owocow. W czesci graficznej tej
publikacji wyrdzniajg si¢ mikrofotografie ilustrujace rozktad epitopéw w przekrojach
tkankowych. Jednak uzupetnienie obrazow opisami anatomicznymi bytoby pomocne dla
czytelnikow z mniejszym doswiadczeniem w analizie obrazow histologicznych.

Trzecia publikacja (w Frontiers in Plant Science) stanowi kluczowy element
rozprawy, nadajac jej wymiar funkcjonalny. Celem badania bylo okreslenie roli AGP w
kontekscie regulacji struktury $ciany komorkowej poprzez wykorzystanie do tego celu
zestawu linii o zmodyfikowanej ekspresji genu SIP4H3, kodujacego hydroksylaze 4-
prolinowa. Wprowadzenie transgenicznych linii pomidora, zaréwno z wyciszong
ckspresja genu, jak i jego nadekspresja, umozliwito analize zaleznosci miedzy
modyfikacjami potranslacyjnymi AGP a ich strukturg i funkcja. Zaobserwowano istotne
roznice w zawartosci AGP, ich rozktadzie w komorkach, a takze w anatomicznej
organizacji §ciany komoérkowej. Uwage zwraca fakt, ze charakterystyczne frakcje AGP o
masie 30 kDa wystepujace w kontrolnych roslinach nie byly obecne w liniach
transgenicznych, co autorka interpretuje jako dowod zaktocenia fizjologicznego
przebiegu dojrzewania. Chetnie dowiedzialbym si¢ czy Autorka podjeta probe
wyjasnienia przyczyn braku frakcji 30 kDa w liniach transgenicznych. Zastosowanie
mikroskopii elektronowej 1 kwantyfikacja umozliwilo obiektywna oceng¢ roznic.
Imponujace jest wizualne przedstawienie dokumentacji danych. Ryciny i tabele
przedstawiajace te dane sa przemyslane, dobrze opisane i informatywne.

Czwarta publikacja (w Horticulture Research) zamyka cykl badawczy i stanowi probe
integracji danych w szerszym kontekScie strukturalnym. Skupia si¢ na analizie
kompleksu APAPL1 tj., ztozonej sieci powigzan pomiedzy AGP, pektynami, ksylanem,
RG-1 i celulozg oraz roli AGP jako stabilizatorow tej struktury. Badania przeprowadzono
przy uzyciu zestawu technik dot blot i ELISA do wykazania powinowactwa czasteczek,
analizy immunolokalizacyjnej z przeciwcialami dla poszczegdlnych komponentow
Sciany, a takze wizualizacji rozmieszczenia jonow wapnia metoda SEM-EDS i z uzyciem
sond fluorescencyjnych. Wyniki moga wskazywaé, ze zmiany w poziomie AGP
prowadza do przemieszczenia wapnia, fragmentacji sieci polisacharydowej 1 zaburzen
architektury $ciany. Jest to jeden z najbardziej oryginalnych i warto$ciowych aspektow
calej rozprawy. Pozadane byloby kontynuowanie analiz celem potwierdzenia
funkcjonalnosci APAPI1. Ryciny prezentujgce réznice mi¢dzy liniami transgenicznymi i



dzikimi sg bardzo dobrze opisane, prezentacja rozktadu jonow Ca musza by¢ jednak
interpretowane z wigksza ostroznoscig po analizie alternatywnych mechanizmow
mogacych wplywaé na dystrybucje Ca. W pracy wykorzystano trafnie polaczenie
obrazowania mikroskopowego i danych ilosciowych, cho¢ nieco trudnosci sprawia
interpretacja uktadu wielu zaprezentowanych rycin.

Rozdziat ,,Podsumowanie i wnioski” jest logiczny i spdjny, zawiera odpowiedzi na
pytania wynikajace z celow badawczych, a jego tre$¢ jest dobrze umotywowana danymi
empirycznymi zawartymi w rozprawie. Wnioski sg poprawnie sformutowane i wynikaja
z przeprowadzonych badan. Cz¢$¢ koncowa rozdziatu podkre$la aktualnosé i
interdyscyplinarno$¢ badan nad AGP. Warto rowniez zauwazy¢, ze podsumowanie pracy
nie ogranicza si¢ wylacznie do weryfikacji hipotezy. Autorka wskazuje takze na
potencjalne znaczenie praktyczne wynikow, np. w kierunku poprawy jakoSci owocow,
cho¢ wicksze uszczegotowienie tego aspektu wzmocniloby przekaz znaczenia osiggnigé
Autorki.

Podsumowujac, do najwazniejszych osiggnie¢ Autorki uzyskanych w ramach pracy

doktorskiej zaliczytbym:

1. wykazanie zmiennosci ilosciowej i jakosciowej AGP w zaleznosci od stadium
dojrzatosci owocu,

2. okreslenie zmian poziomu, dystrybucji i funkcjoanalnych AGP zwigzanych z ekspresja
genu SIP4H3;

3. zidentyfikowanie roli AGP w integracji kompleksu APAP1 i organizacji $§ciany
komorkowej;

4. zaproponowanie AGP jako biomarkeréw dojrzewania owocow;

Cykl przedstawionych publikacji jest spojny merytorycznie, a kazda publikacja
wnosi osobng warto$§¢: metodyczng, diagnostyczna, funkcjonalng 1 integracyjna.
Prezentacja wynikow, zarowno tekstowa, jak i graficzna, jest rzetelna i w wigkszosci
czytelna. Uwazam jednak, ze pokazanie w rozdziale rozprawy zatytulowanym
»Omowienie wynikow”, zbiorczych zestawieh wynikow uzyskanych roéznymi
technikami, wlasnie w formie wizualnej, ale uproszczonej, wrecz schematycznej,
znacznie poprawiatby czytelno§¢ 1 zrozumienie zalezno$ci uzyskanych wynikéw
opisanych w publikacjach. Na podkreslenie zastuguje fakt wykorzystania réznorodnych,
komplementarnych technik oraz szczegétowos$¢ i wnikliwos¢ analizy, pozwalajaca na
poglebiong interpretacje  uzyskanych  wynikow. Rozprawa ma  charakter
interdyscyplinarny, zakres badan, dobor materialow i licznych komplementarnych metod
zostal trafnie dobrany. Wyniki zostaly doskonale udokumentowane, przeanalizowane
wlasciwymi metodami i poprawnie zinterpretowane. Calo$¢ jest zaprezentowana w
sposob czytelny i zrozumiaty. Struktura rozprawy jest klarowna i logiczna. Sporadycznie
pojawiaja si¢ niefortunne sformutowania, ktére nie umniejszaja znaczenia i jakos$ci



przeprowadzonych badan, ani uzyskanych wynikéw np.: ,,...na C- lub N-koncu DNA”,
»Analizy z wykorzystaniem przeciwciata LMI1 pozwolity na potwierdzenie
specyficznosci ekspresji genu SIP4H3 wzglegdem HRGP.”, ,.... aktywno$¢ hydroksylazy
4-prolinowej (SIP4H3) wptywa na ekspresj¢ AGP”, ,,...wyniki znakowania owocow linii

2

z nadekspresjg .... 7.

W trakcie analizy rozprawy nasungty mi si¢ pytania, ktore kieruje do Autorki.

1. Czy dane uzyskane w testach dot blot i ELISA wykazujace mozliwo$¢ wigzania
pomi¢dzy AGP a innymi sktadnikami (RG-I, ksylan, HG, celuloza) uprawniajg do
wnioskowania o obecnosci kompleksu APAP1 w komorkach owocow?

2. Jak mozna tlumaczy¢ rozbiezno$¢ wynikow zwiekszonej zawartosci AGP uzyskanych
w analizach Yariv i ELISA dla linii OEX w stosunku do zmniejszonej obecnosci AGP
obserwowanej w $cianie komorkowej (TEM i immunolokalizacja) ?

3. Jakie znaczenie biologiczne i funkcjonalne maja zmiany AGP dla wlasciwosci owocu
np., jego jedrnosci, trwatosci, odpornosci?

4. Czy oprocz funkcji strukturalnych, AGP moga dziata¢ rowniez jako czasteczki
sygnalowe 1 posrednio wpltywaé na dojrzewanie owocoéw np., przez szlaki
hormonalne?

Konkluzja
W mojej ocenie rozprawa doktorska autorstwa mgr Natalii Kutyrievy-Nowak pt.

,,Badania bialek arabinogalaktanowych (AGP) jako istotnych sktadnikéw $ciany
komorkowej w procesie dojrzewania owocow” jest oryginalnym rozwigzaniem problemu
naukowego. Na podstawie przedtozonej rozprawy moge takze potwierdzi¢, ze mgr
Natalia Kutyrieva-Nowak wykazuje ogolng wiedze teoretyczna w dyscyplinie rolnictwo i
ogrodnictwo oraz posiada umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W
zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego PAN 0 dopuszczenie pani mgr Natalii Kutyrievy-Nowak do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac pod uwage wysoka ocene catej rozprawy, a zwlaszcza zaplanowanie
I przeprowadzenie ztozonych, kompleksowych badan eksperymentalnych prowadzacych
do uzyskania nowych wynikow o duzym znaczeniu poznawczym w zakresie dyscypliny
rolnictwo i ogrodnictwo sktadam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im.
Bohdana Dobrzanskiego PAN o wyrdznienie rozprawy doktorskiej pani mgr Natalii
Kutyrievy-Nowak.
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