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W przedstawionej do recenzji pracy Autorka podjeta prébe wszechstronnej analizy
zmian skladu $ciany komoérkowej, jakie zachodza w trakcie fizjologicznego dojrzewania
owocow, w gtéwnej mierze w kontékécie poznania przyczyn miekniecia owocéw, procesu o
duzym znaczeniu gospodarczym. Przedmiotem badan byt pomidor, obiekt modelowy w
badaniach zjawisk zwigzanych z formowaniem i dojrzewaniem owocéw. Badania zawarte w
pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Chylinskiej obejmowaty analize biochemiczng i fizyczng
owocow, analize zawartoSci polisacharydéw Sciany komoérkowej, analize widm w podczerwieni
(FT-IR) oraz Ramana dla wybranych frakcji pektyn i hemiceluloz oraz analize przestrzennej
lokalizacji polisacharydéw z wykorzystaniem mikroskopii ramanowskiej i konfokalnej. Podjete
dziatania pozwolily uzyska¢ kompleksowe informacje nie tylko o sktadzie iloSciowym i
jako$ciowym roslinnej Sciany komoérkowej, ale takze o przestrzennej lokalizacji polisacharydéw
w analizowanych stadiach dojrzato$ci owocow oraz wykazaty przydatnos$¢ niedestrukcyjnej

techniki obrazowania ramanowskiego w $ledzeniu zmian mikrostruktury scian komérkowych.

Struktura pracy

Praca obejmuje 110 stron maszynopisu, jest zorganizowana w sposéb typowy dla prac

naukowych z zakresu nauk przyrodniczych, ponadto zawiera szczegdétowy spis tresci, wykaz



skréotéw wykorzystanych w tek$cie, materiaty dodatkowe z obrazami Ramana i mikroskopii

konfokalnej oraz spis rysunkow i tabel.

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim bardzo dobrze charakteryzuje zatozenia

pracy i prezentuje najwazniejsze obserwacje i wnioski poczynione przez Autorke.

Krotki Wstep stanowi syntetyczne wprowadzenie w tematyke badawczg podjetg w pracy

doktorskiej oraz wskazuje na zasadno$¢ przeprowadzonych badan.

Przeglqd literatury obejmuje 16 stron maszynopisu, jest poprawnie skonstruowany i
stanowi syntetyczny opis wiedzy zwiazanej z podjetym przez Autorke problemem, dobrze
wprowadzajac w tematyke badawcza realizowana w pracy doktorskiej. Autorka precyzyjnie
omoéwita budowe roélinnej $ciany komoérkowej oraz przedstawita zmiany w niej zachodzace w
czasie dojrzewania owocéw. Ostatni podrozdzial przegladu literatury to charakterystyka
wybranych (zar6wno klasycznych jak i nowatorskich) metod badan sktadu $ciany komérkowe;j
tj. spektroskopii w podczerwieni i Ramana, mikroskopii ramanowskiej oraz
immunofluorescencji. W tej czesci pracy zabrakto mi jednak (tak dla porzadku) nawet krétkiego
odniesienia do mikroskopii konfokalnej, zastosowanej przez Autorke do wizualizacji pektyn

znakowanych przeciwciatami.

W rozdziale Cel i zakres pracy nawigzujac do dotychczasowych, czasami sprzecznych
informacji odnoénie budowy roslinnej $ciany komérkowej Autorka precyzyjnie okreslita cel
gléwny i cele szczegbtowe swoich badan. Ponadto nakreélita plan badan (zilustrowany
czytelnym schematem proponowanych eksperymentéw), w ramach ktérego zatozone cele

zostaty zrealizowane.

Wykorzystane w pracy Materialy roslinne zostaly precyzyjnie scharakteryzowane, tak
aby nie byto watpliwo$ci jakie czesci owocéw i w jakich stadiach dojrzatosci byty analizowane.
Metody zostaty opisane w spos6b szczegétowy i kompletny, dla lepszej czytelnosci zilustrowane
1. tabelg i 6. rycinami. Nalezy podkresli¢ szeroki wachlarz zastosowanych metod o duzym
poziomie trudnosci. Mimo duzej starannosci w opisie zauwazytam pewne niescistosci. Zgodnie
ze Zrédtami na ktére powotuje sie Autorka (Qin i in,, 2012 oraz Batu, 2004) szdste (tj. ostatnie)
stadium dojrzatoéci pomidora to red a nie red ripe. Nie do konca jest réwniez jasne w ilu
powtérzeniach biologicznych wykonano poszczegélne analizy biochemiczne owocéw - w tekscie
znajduje sie tylko informacja o liczbie powtérzen technicznych w odniesieniu do likopenu. W
podrozdziale Metody statystyczne analizy danych nie zostalo wystarczajgco jasno sprecyzowane
jakie grupy $rednich z analiz chemicznych poréwnywano w tescie RIR - staje si¢ to dopiero
oczywiste po przeanalizowaniu tabel 3-4 na str. 54-55. Autorka weryfikowata réznice

statystyczne pomiedzy poréwnywanymi Srednimi przy poziomie istotnosci rownym 5% lub 0,05



(jak poprawnie zaznaczono w tab. 3-4), a nie jak podata na str. 52 przy poziomie istotnosci

réwnym 95%.

Wyniki i dyskusja stanowia zasadnicza cze$¢ pracy i obejmuja 31 stron, w tym 3 tabele i
12 zlozonych rysunkéw przedstawiajgcych wybrane polisacharydy $ciany komoérkowej w
postaci widm w podczerwieni, widm Ramana, obrazéw Ramana oraz odpowiadajace im analizy
sktadowych gtéwnych. Rezultaty badan sa przedstawione czytelnie i poparte wiasciwie
dobranym materiatem ilustracyjnym. Drobne niedopatrzenie Autorki to brak skali na obrazach
Ramana w rys. 20 (str. 75), brak literowego opisu (A, B, C) dla poszczegdlnych elementéw
rysunku 24 oraz btedne odniesienie sie do nich w teksécie (np. wykresy wspoirzednych
czynnikéw zmiennych PC2 i PC3 przedstawiono na rysunku 244, a nie jak Autorka podaje 24B -
str. 81). Moje watpliwosci budzi takze skala naniesiona na wybranych obrazach
mikroskopowych rysunkéw 25 i 26 - np. w pierwszym rzedzie obrazéw rysunku 25 (detekcja z
wykorzystaniem przeciwciala LM19) skala jest taka sama, podczas gdy s3a to wizualizacje
uzyskane w réznych powiekszeniach (moze $wiadczy¢ o tym chociazby fakt, ze w pierwszej
kolumnie obrazéw widzimy cate komorki, w drugiej natomiast ich fragmenty). Poszczegdlne
wyniki sg prawidlowo skonfrontowane z pracami innych zespotdw co sytuuje je w szerszym
konteks$cie. Matym przeoczeniem Autorki jest brak odniesienia do literatury wynikéw barwienia

immunofluorescencyjnego polisacharydéw sciany komérkowe;.

Rozdziat Whnioski i podsumowanie to syntetyczne przedstawienie najwazniejszych
osiggnie¢ przeprowadzonych badan oraz zbidr szesciu prawidtowo sformutowanych punktéw,
ktére w powigzaniu z kluczowymi élementami Dyskusji, przedstawiajacymi szerszy kontekst
pracy, stanowia bardzo rzetelne podsumowanie i podkreslaja znaczenie prezentowanych
wynikow badan. W kontekscie tresci tego rozdziatu, wydaje sie, ze jego tytutl powinien miec

brzmienie Podsumowanie i wnioski.

Literatura obejmuje 127 pozycji, w tym 31 publikacji naukowych z ostatnich pieciu lat.
Lista referencji jest obszerna, aktualna, dobrze wyselekcjonowana i w peini pokrywa
dyskutowane zagadnienia, tym samym potwierdzajac bardzo dobre przygotowanie teoretyczne

Autorki do prowadzenia badan.

Na koncu rozprawy Autorka umiescita Materiaty dodatkowe w postaci 12. rysunkéw
przedstawiajacych  przestrzenne rozmieszczenie poszczegélnych sktadnikéw  Sciany
komoérkowej wygenerowane za pomocg mikroskopii ramanowskiej i konfokalnej. Poszczegdlne
panele sg bardzo starannie opracowane graficznie - jednak podobnie jak w przypadku rys. 24-
25 mam watpliwosci co do skali naniesionej na wybranych obrazach rysunkéw D5-D12 (np.
rysunek D5, str. 99, pierwszy i trzeci rzad obrazéw, skala jest taka sama - powiekszenia rézne).

Ponadto w takich panelach zdje¢ jak te zaprezentowane na rysunkach D5-D12 warto opisa¢ co
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przedstawiajg poszczegdélne kolumny obrazéw np. lewa kolumna - lokalizacja pektyn
wyznakowanych przeciwciatem LM19 sprzezonych z Alexa Fluor, $rodkowa kolumna -
wizualizacja $cian komérkowych w kontrascie Nomarskiego (jak przypuszczam), prawa

kolumna - natozenie obu obrazow.

Merytoryczna ocena pracy

Dysertacja przygotowana przez Panig Monike Chylinska dotyczy analizy mikrostruktury
$cian komoérkowych owocow w trakcie ich dojrzewania. Zmiany jakie wéwczas zachodza w
$cianach komdrkowych majg bezposredni wptyw na wtasciwo$ci mechaniczne tkanek, co
miedzy innymi wiaze sie ze zjawiskiem miekniecia owocéw decydujacym o jakosci i wartosci
handlowej plonu. Uwaza sie, ze wtasciwosci mechaniczne tkanki owocéw ksztaltowane sg przez
wzajemng adhezje komoérek i w gtéwnej mierze zaleza od stopnia degradacji pektyn. Do
okreslenia sktadu jakosciowego i ilosciowego polisacharydow $ciany komoérkowej, w tym
pektyn, standardowo stosuje sie metody biochemiczne lub alternatywnie/uzupelniajaco
spektroskopie w podczerwieni i Ramana. Natomiast do okre$lenia rozmieszczenia biopolimeréw
wykorzystywane sg stosunkowo czasochtonne i kosztochtonne metody immunocytochemiczne z
przeciwciatami do epitopéw polisacharydéow Sciany, znakowanymi fluorescencyjnie. W
przedstawionej dysertacji Autorka zastosowata te metode jako referencyjng do mapowania
ramanowskiego, jednej z najbardziej ostatnio rozwijanych technik spektroskopii Ramana. Duza
zaletg obrazowania ramanowskiego jest tworzenie ,chemicznego” obrazu tkanek, ktérych sktad

i struktura pozostaja niezmienione w stosunku do tkani natywne;j.

W wyniku dobrze zaplanowanych eksperymentéw, z wykorzystaniem uzupetniajgcych
sie technik, Autorka wykazata, Ze w trakcie dojrzewania owocéw obserwuje sie relokacje pektyn
w $cianie komoérkowej. W owocach niedojrzatych ich rozmieszczenie jest niejednorodne, z
wysoka zawartoscia w blaszce $rodkowej na styku sasiadujacych komérek, podczas gdy w
owocach dojrzatych ich rozmieszczenie jest homogenne. Sugeruje to zwigzek ze zmieniajgcymi
sie w trakcie dojrzewania wtasciwo$ciami mechanicznymi tkanki owocéw. Oprécz
niezaprzeczalnego wktadu w badania podstawowe z zakresu mikrostruktury roslinnej $ciany
komoérkowej, za szczegbélne osiggniecie tej pracy uwazam zastosowanie niedestrukcyjnej
techniki jaka jest mikroskopia ramanowska w obrazowaniu Kkolejnych po barwnikach i
karotenoidach roslinnych substancji biologicznych. Wydaje mi sie, ze opracowana przez Autorke
technika obrazowania ramanowskiego biopolimeréw $ciany komodrkowej moze zostaé
wykorzystana w badaniach odtwarzania $ciany komérkowej protoplastéw, krytycznego punktu

ich redyferencjacji.



Podsumowujgc zaprezentowana rozprawa dostarcza wielu nowych, wartosciowych
informacji dotyczacych przestrzennej relokacji polisacharydéw $ciany komoérkowej w czasie
dojrzewania owocéw. Podjeta przez Autorke tematyka posiada duze znaczenie poznawcze, a w
dalszej perspektywie oferuje réwniez potencjalne mozliwosci aplikacyjne. Nalezy takze
podkresli¢, ze praca byta realizowana w ramach projektu badawczego NCN Sonata oraz stazu
naukowego Doktorantki w Instytucie Fizyki i Inzynierii Materialowej na Uniwersytecie Zasobow
Naturalnych i Nauk Przyrodniczych w Wiedniu, sfinansowanego przez strone austriacka.
Wskazuje to na umiejetno$¢ wspotpracy Autorki w ramach krajowych jak i zagranicznych
zespotéw badawczych. Imponujacy dorobek publikacyjny Doktorantki, stanowiacy, wg bazy Web
of Science, osiem publikacji w znaczacych czasopismach naukowych, w tym jedna obejmujaca
cze$¢ wynikéw zaprezentowanych w niniejszej rozprawie (Chylinska i in., Plant Methods 2014,
10:14), pozwala przypuszczaé, ze pozostate wyniki przedstawione w dysertacji réwniez zostang

opublikowane w czasopismach o podobnym znaczeniu.

Podsumowanie

Przedstawiong mi do oceny prace doktorska Pani mgr Moniki Chylinskiej, pomimo
wskazanych powyzej drobnych uwag, oceniam bardzo wysoko. Stanowi ona oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego, wykazuje odpowiedniag wiedze teoretyczna Autorki w
dziedzinie nauk rolniczych i dyscyplinie agronomia oraz umiejetno$¢ samodzielnego

prowadzenia pracy naukowe;j.

Podsumowujac uwazam, ze ztozona dysertacja spetnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz w Rozporzqdzeniu Ministra Nauki i
Szkolnictwa wyzszego z dnia 30 pazdziernika 2015 r. w sprawie szczegétowego trybu i warunkéw
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w
postepowaniu o nadanie tytutu profesora. Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie o dopuszczenie Pani

mgr Moniki Chyliniskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

ndoeling

Krakow, 10 sierpnia 2016 dr hab. inz. Ewa Grzebelus



