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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr Agaty Aleksandry Leszczuk pod tytulem
Immunolokalizacja bialek arabinogalaktanowych w zalazkach truskawki
Fragaria x ananassa Duch. odmiany 'Mount Everest'
wykonanej w Zakladzie Anatomii i Cytologii Roslin Uniwersytetu
Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie, Wydzial Biologii i Biotechnologii
pod kierunkiem dr hab. Ewy Szczuki, prof. nadzw. UMCS

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest wazna i nowatorska pozycja, istotna
do poznania zagadnien zwigzanych z immunolokalizacja bialek arabinogalaktanowych
w zalazkach truskawki.

Biatka arabinogalaktanowe s3 grupa niskoczasteczkowych, rozpuszczalnych
w wodzie zewnatrzkomorkowych glikoprotein, zlokalizowanych w $cianie komodrkowej
roznych organéw roslin od strony pazmolemy, w Ktorej zakotwiczone sg za pomocg
fragmentu glikozylofosfatydyloinozytolu. Bialka arabinogalaktanowe mogg posrednio
oddzialywac z cytoszkieletem. Ekspresja tych bialek w tkankach jest regulowana rozwojowo.
Oprocz wielu innych funkcji (np. udzial w procesie ryzongenezy 1 embriogenezy
somatycznej) bialka te odgrywaja istotna role w procesie rozmnazania generatywnego, jako
czgsteczki adhezyjne 1 chemotaktyczne. Pelnig role czastek sygnalnych migedzy komorkami
zalazka podczas ich rozpoznawania si¢. Bialtka arabinogalaktanowe sg wydzielane 1 podlegajg
ekspresji pod kontrolg haploidalnego genomu w dojrzalym woreczku zalgzkowym po stronie
mikropylarnej. Sa obecne w ptodnym gametoficie, ale rownoczesnie znakuja miejsce aparatu
jajowego, w kierunku wzrostu tagiewki pytkowej. Dostarczaja substancje odzywcze dla
rozwijajacego si¢ zarodka oraz kontrolujg prawidlowy podzial jego komorek. Ponadto biatka
arabinogalaktanowe obecne w komorkach sznureczka ukierunkowujg lagiewke pyltkowa.

Arabinogalaktany, jako skladnik $ciany komorkowej aktywujg niektore typy komorek ukladu
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odpornosciowego, co moze wskazywac¢ na ich znaczenie farmakologiczne. Zréznicowana
struktura arabinogalaktanow decyduje o aktywnosci biologicznej. Mozliwe jest
manipulowanie ich syntezg i degradacja w celu uzyskania jak najlepszego efektu
terapeutycznego.

Rozprawa doktorska napisana jest w jezyku polskim z dolaczonym streszczeniem
w jezyku angielskim. Zawiera 120 numerowanych stron maszynopisu. Obejmuje 9 gléwnych
rozdzialow podzielonych na podrozdzialy pierwszego i drugiego stopnia. Tres¢ rozprawy
odpowiada tytulowi. Calo$¢ pracy zostala logicznie podzielona i rozmieszczona oraz
zaprezentowana w poszczegolnych rozdziatach we wlasciwy sposob, typowy dla
eksperymentalnych prac badawczych.

Zamieszczony na poczatku pracy wykaz skrotow znacznie ulatwia czytelnikowi
analize 1 interpretacj¢ tekstu. W liczacym 23 strony, ztozonym z 4 podrozdzialow pierwszego
stopnia 1 10 podrozdziatléw drugiego stopnia, rozdziale WSTEP Autorka przystepnie i zwiezle
przedstawila, w oparciu o najnowszg literaturg, ogdlne informacje dotyczace badanych
1 opisanych w rozprawie zagadnien. Poruszyla mig¢dzy innymi problematyke dotyczaca
roznorodnosci  procesu rozmnazania roslin - okrytozalagzkowych, form rozmnazania
przedstawicieli z rodzaju Fragaria oraz budowy $ciany komorkowej roslin ze zwroceniem
szczegblne) uwagli na zagadnienia z zakresu wystepowania, wlasciwosci, budowy oraz
lokalizacji 1 funkcji bialek arabinogalaktanowych. Tekst rozdzialu wstep wzbogacono
w 2 obszerne tabele dotyczace lokalizacji biatek arabinogalaktanowych w rozwoju gametofitu
meskiego u 19 1 zenskiego u 17 gatunkow roslin oraz 4 przejrzyste i kolorowe ryciny
przedstawiajace strukturg Sciany komorkowej i czgsteczki biatka arabinogalaktanowego oraz
funkcje tego biatka. Zamieszczony we wstepie material ilustracyjny znacznie ulatwia
czytelnikowi zrozumienie zawartych tresci.

W rozdziale CEL PRACY Autorka jasno przedstawila i sprecyzowala zalozenia pracy.
Glowne cele badan zostaly zrealizowane. W liczacym 7 stron, ztozonym z 6 podrozdziatow
pierwszego stopnia i1 4 podrozdziatléw drugiego stopnia, rozdziale MATERIAL [ METODY
w oparciu o dane literaturowe, przedstawiono charakterystyke oraz pochodzenie badanej
truskawki - Fragaria x ananassa Duch. ‘Mount Everest” wskazujac réwniez na miejsce
pozyskania materialu badawczego oraz lata prowadzenia badan (2012 — 2015). Opis
zastosowanych metod jest przedstawiony poprawnie i czytelnie. Autorka skrupulatnie
wypunktowala zakres prowadzonych badan. Szczegélowo opisala technike preparatyki
wykorzystana w mikroskopii $wietlnej jasnego pola, laserowej skaningowej konfokalnej oraz

elektronowej skaningowej 1 transmisyjnej. W przeprowadzonych badaniach Autorka
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zastosowala miedzy innymi reakcje PAS, metode immunocytochemiczng z uzyciem
przeciwcial monoklonalnych (JIM13, JIM 15, MAC207) oraz metod¢e immunoziotowa.
Zakres prowadzonych badan byl szeroki i obejmowal migdzy innymi rézne aspekty
immunolokalizacji bialek arabinogalaktanowych w réznych stadiach rozwojowych zalazka
(megasporogeneza, megagametogeneza). Na szczegolne podkreslenie zastuguje opanowanie
wielu technik mikroskopowych, bardzo zmudne i pracochlonne przygotowanie preparatow
polcienkich i ultracienkich oraz zebranie bogatej dokumentacji badan.

Najobszerniejszy z rozdzialow WYNIKI liczy lacznie 76 stron, w tym 47 stron
maszynopisu i1 29 tablic. Zostal podzielony na 7 podrozdzialow pierwszego stopnia.
W rozdziale tym Autorka przedstawita wyniki dotyczace budowy kwiatu oraz lokalizacji
bialek arabinogalaktanowych w réznych stadiach rozwojowych zalazka tj. w miodym
zalazku, podczas roznicowania si¢ woreczka zalazkowego, w dojrzalym woreczku
zalazkowym i1 w zalgzku z rozwijajacym si¢ zarodkiem. Przedstawilta rowniez dane dotyczace
obecnosci krysztaldw szczawianu wapnia w $cianie zalazni i lokalizacji ziaren skrobi
w zalazku.

Autorka uzyskala bardzo bogaty i warto$ciowy material, ktory starannie zestawila
i umiejetnie zaprezentowala w formie czytelnych, logicznie utozonych i prawidtowo
wkomponowanych w tekst 29 tablic, obejmujacych acznie 158 fotografii. Cenna czg¢scia tego
rozdzialu sg dobrej jakosci mikrofotografie z obserwacji w réznych rodzajach mikroskopow.
W pracy zamieszczono 3 makrofotografie i 5 fotografii z mikroskopu stereoskopowego
prezentujgce pokrdj roslin i budowe kwiatow, 4 - ze skaningowego mikroskopu
elektronowego przedstawiajace zalazni¢, szyjkg¢ i znami¢ stupka, 12 - z transmisyjnego
mikroskopu elektronowego obrazujgce sciany zalgzni i fragmenty komorek osrodka zalazka,
w ktorych po zastosowaniu metody immunoziotowej potwierdzono obecnos¢ bialek
arabinogalaktanowych. Na pozostalych 134 fotografiach w tym 61 z mikroskopii $wietlnej
jasnego pola i 73 (fluorescencja) z laserowej skaningowej mikroskopii konfokalnej, Autorka
zaprezentowala immunolokalizacje bialek arabinogalaktanowych w réznych stadiach zalazka
jak rowniez wystepowanie ziaren skrobi w zalazku 1 krysztalow szczawianu wapnia w Scianie
zalazni. Bardzo duzo wuwagi poswigcila strukturze zalazka z uwzglednieniem
immunolokalizacji bialek. Prawidlowy opis ilustracji i wlasciwe oznaczenia wskazujg na
dobrag znajomo$¢ anatomii i cytologii roslin. Rozdzial wyniki przygotowano z wyjatkowa
starannoscig i dbaloscig o szat¢ graficzna. Zawiera on wiele cennych danych przedstawionych
w sposob bardzo przejrzysty z wykorzystaniem réznych typow mikroskopow w celu

zestawienia i prezentowania informacji. co znacznie podnosi wartos$¢ edytorska rozprawy.
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Rozdzial ten zawiera wartosciowe, bogate, oryginalne wyniki naukowe. Nalezy podkresli¢, ze
zebranie, zestawienie 1 opisanie obszernego materialu bez watpienia wymagalo
systematycznych 1 pracochlonnych badan.

W podzielonym na 8 podrozdzialow 19-stronicowym rozdziale DYSKUSJA
Doktorantka zwi¢zle 1 rzeczowo interpretuje 1 porownuje wyniki wlasnych badan 1 obserwacji
z danymi uzyskanymi przez innych autoréow, umieje¢tnie wykorzystujgc dostepng literature.
Interesujaca i wnikliwa dyskusja swiadczy o dobrym przygotowaniu naukowym Autorki.
W oparciu o cytowang literatur¢ wyjasnia znaczenie i role bialek arabinogalaktanowych
w strukturze zalgzka truskawki. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje naukowy jezyk pracy,
ktory $wiadezy o doskonalym opanowaniu i wlasciwym uzywaniu przez Autorke fachowego
nazewnictwa.

Calos¢ dysertacji doktorskiej podsumowuje zestawienie 15 dobrze sformulowanych
wnioskow koncowych, ktore obejmuja najwazniejsze zagadnienia objete prezentowanym
zakresem pracy badawczej. Wnioski wynikajace z analizy wynikow przeprowadzonych badan
sg trafne 1 precyzyjne.

Do zredagowania rozprawy doktorskiej, a zwlaszcza dyskusji Autorka wykorzystala
166 pozycji literaturowych, w tym 144 oryginalnych publikacji naukowych w jezyku
angielskim 1 6 w jezyku polskim oraz 13 pozycji ksigzkowych - 6 angloj¢zycznych
i 7 w jezyku polskim. Trzy pozycje ksigzkowe obejmowaly tematyke z zakresu metodyki
przygotowania preparatow mikroskopowych. Autorka w wigkszosci cytowala najnowsze
pozycje literaturowe, ktore ukazaly si¢ w ostatnich latach 1 przedstawaja aktualny stan wiedzy
na temat rozwigzywanego problemu. Ponadto w pracy wykorzystano réwniez informacje
powotlujac si¢ na dwa adresy z netografii.

W przygotowaniu uzyskanego materialu badawczego do druku w formie oryginalnych
prac naukowych sugerujg zwréci¢ uwage na kilka nastgpujacych aspektow:

- zamiescic krotkg informacje o sposobie uprawy badanego gatunku,

- w rozdziale material i metody jasno uzasadni¢ dobér gatunku, ktéry stanowi material
biologiczny badan. Informacje te mozna wytowié z fragmentéw réznych rozdzialow pracy,
ale lepiej zebra¢ w jedng calosc,

- podkresli¢ znaczenie praktyczne badan,

- zmodyfikowa¢ opis fotografii 1, tablica I, strona 39 ,Uprawa roslin doswiadczalnych

F. x ananassa’.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja wartosci pracy.



Podsumowujac, Autorka trafnie wypunktowala i podkreslita swoje najwigksze
osiagnigcia w  odniesieniu  do zagadnien dotyczacych immunolokalizacji  biatek
arabinogalaktanowych w zalgzkach Fragaria X ananassa — mieszanca migdzygatunkowego,
u ktorego obserwowano apomiksje fakultatywng. W prezentowanej pracy, oprocz
powszechnie stosowanych przeciwcial JIM13 i MAC207, Autorka po raz pierwszy
zastosowala w badaniach przeciwciala JIM15 do okreslenia lokalizacji rozpoznawanych przez
nie determinant antygenowych bialek arabinogalaktanowych w zalazkach. Nalezy podkreslic¢,
ze dotychczas nie stosowano przeciwcial JIM1S5 do okreslenia obecnosdci bialek
arabinogalaktanowych w komorkach linii zenskiej. Nowatorskie osiagnigcia Autorki sg
bardzo wartosciowe i wnosza cenny wklad w uzupelnienie aktualnego stanu wiedzy na ten
temat. Uzyskane wyniki mogg stanowié¢ rzetelng podstawe do dalszych badan nad funkcja
bialek arabinogalaktanowych w trakcie rozwoju zalazka, a szczegoélnie apomiktow
fakultatywnych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Agaty
Aleksandry Leszczuk pt.: ,Immunolokalizacja biatek arabinogalaktanowych w zalazkach
truskawki Fragaria x ananassa Duch. odmiany 'Mount Everest” spelnia wszystkie kryteria
stawiane pracom doktorskim, okreslone w ,,Ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach naukowych 1 tytule w zakresie sztuki” (Dz. U Nr 65 z 2003 r.,
poz. 595) z dnia 14 marca 2003 roku z pdzniejszymi zmianami (Dz. U Nr 164 z 2005 r., poz.
1365). W zwigzku z powyzszym przedkladam Wysokiej Radzie Wydzialu Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie wniosek o dopuszczenie

Pani mgr Agaty Aleksandry Leszczuk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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