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Recenzja pracy doktorskiej mgr Andzeliki Drozdy
pt.: ,,Udzial tlenku azotu w epigenetycznej regulacji odpornosci ziemniaka

(Solanum tuberosum L.) na Phytophthora infestans (Mont.) de Bary”

Prace wykonano w Katedrze Fizjologii Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

pod kierunkiem pani promotor prof. dr hab. Jolanty Floryszak-Wieczorek.

Uzasadnienie wykonania recenzji

Pismem z dnia 8 marca 2024 roku zostalam poinformowana, ze w wyniku glosowania
Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego
W Poznaniu zostalam powotana na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Andzeliki Drozdy —
studentki Studium Doktoranckiego na Wydziale Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii (nr
albumu 125513). Pismo zostalo podpisane przez prof. dr hab. Andrzeja Blecharczyka —
przewodniczgcego Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo. Otrzymatam kopig
rozprawy doktorskiej pod tytutem ,,Udziat tlenku azotu w epigenetycznej regulacji odpornosci
ziemniaka (Solanum tuberosum L.) na Phytophthora infestans (Mont.) de Bary”. Otrzymatam
ponadto nastepujace dokumenty: kopi¢ dokumentu potwierdzajacego posiadanie tytutu
zawodowego magistra, streszczenie rozprawy doktorskiej przygotowane w j. angielskim,
pozytywna opini¢ promotora o rozprawie doktorskiej opini¢ kierownika studiow
doktoranckich o przebiegu ksztalcenia na Studiach Doktoranckich UPP wraz z informacja
0 zaliczeniu wszystkich przedmiotéw a takze wykaz osiggnie¢ naukowych Doktorantki.
Ponadto otrzymatam w formie pisemnej raport z Jednolitego Systemu Antyplagiatowego
podpisany przez Panig Promotor. Dokumentom towarzyszyl zyciorys Doktorantki a takze jej

kwestionariusz osobowy.



Edukacja i zyciorys zawodowy Doktorantki

Zgodnie z przedstawionym zyciorysem Kandydatka realizowata studia licencjackie
w okresie od pazdziernika 2013 do wrzesnia 2016 roku na kierunku Biologia stosowana
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Promotorem pracy licencjackiej byt prof. dr hab. Tomasz Pniewski. Prace te
wykonano w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Tytut pracy
licencjackiej ,,Badanie reakcji fizjologicznej na stres suszy u sadzonek miskanta otrzymanych
w kulturze in vitro”.

Studia magisterskie w kierunku Biotechnologia eksperymentalna Kandydatka
realizowala na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach na Uniwersytecie
Przyrodniczym w Poznaniu. Studia te realizowata od pazdziernika 2016 r. do lipca 2018 r.
Zgodnie z przedstawiong dokumentacja uzyskata dyplom ukonczenia studiow drugiego
stopnia nr 47151 wydany w Rzeczypospolitej Polskiej przez Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu. Uzyskala niniejszym kwalifikacje pelng na poziomie 7 Polskiej Ramy
Kwalifikacyjnej. Obszar ksztatcenia Kandydatki obejmowat nauki przyrodnicze (88%) oraz
nauki rolnicze lesne i weterynaryjne (12%). Byly to studia stacjonarne ukonczone w dniu
6 lipca 2018 r. z wynikiem dobry plus. Dyplom wydat Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
w dniu 13 lipca 2018 r., pod dyplomem podpisali si¢ Rektor UPP prof. dr hab. Jan Pikul
a takze Dziekan Wydziatu Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii, prof. dr hab. Piotr Slésarz.
Kierunek studiow Kandydatki to Biologia, specjalno$¢: Biologia stosowana. Tytut zawodowy
magistra Kandydatka uzyskata na ogblnoakademickim profilu ksztalcenia. Praca magisterska
pani Andzeliki Drozdy wykonana byta w Instytucie Genetyki Roslin, Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu pod kierunkiem pana prof. dr hab. Tomasza Pniewskiego jako promotora oraz dr
inz. Joanny Cerazy-Waliszewskiej jako opiekuna. Tytul pracy magisterskiej: “Porownanie
potencjatu plonotworczego sadzonek wybranych genotypdéw miskanta, uzyskanych z rizomow
oraz metodg mikropropagacji w I roku uprawy”.

W czasie studiéow Kandydatka odbyta praktyki studenckie w IGR PAN w okresie od
lipca do wrze$nia 2014 r. a jej opiekunem byt prof. dr hab. Arkadiusz Kosmala. Nast¢pnie od
pazdziernika 2017 r. do czerwca 2018 r. byta wolontariuszem w Katedrze Fizjologii Roslin na
Wyadziale Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii UPP w Poznaniu pod opieka prof. dr hab.
Jolanty Floryszak-Wieczorek, gdzie pomagata w pracach z zakresu epigenetyki roslin.
Z kolei po zakonczeniu studiow od lipca 2018 r. do sierpnia 2019 r. Kandydatka odbyta staz
zawodowy w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie pod opieka prof. dr hab.
Jacka Henniga i dr hab. Magdaleny Krzymowskiej, prof. IBB PAN.



Kandydatka na zatem bogate do$wiadczenic zawodowe w trzech osrodkach
naukowych o duzej renomie co z pewnos$cig przyczynito si¢ do zwigkszenia jej umiejg¢tnosci
w zakresie badan, ktore tam prowadzono, a jednoczesnie czgsciowo Kandydatka prowadzita
samodzielnie w ramach swojej pracy licencjackiej a nastgpnie magisterskiej (IGR PAN).

Studia Doktoranckie kandydatka rozpoczeta w pazdzierniku 2018 roku i dotyczyly one
zakresu epigenetyki roslin. W tym czasie uczeszczata na zajgcia Studium Doktoranckiego
UPP oraz realizowata badania sfinalizowane w ramach rozprawy doktorskiej wykonanej w
Katedrze Fizjologii Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Promotorem pracy byta
pani prof. dr hab. Jolanta Floryszak-Wieczorek. Tytul rozprawy doktorskiej podano w

naglowku niniejszego dokumentu.

Dzialalno$¢ naukowo-badawcza Doktorantki

W ramach swojej dzialalnosci naukowo-badawczej Kandydatka brata udziat
w projekcie NCN OPUS numer 2017/25/B/NZ9/00905 pod kierunkiem prof. dr hab. Jolanty
Floryszak-Wieczorek. Projekt dotyczyt tlenku azotu jako epigenetycznego mediatora
odpornosci ziemniaka typu ETI. Kandydatka jest autorka trzech publikacji naukowych przy
czym w dwoch jest autorkg pierwsza. Wszystkie trzy prace wycenione zostaly przez
MNISW na 140 punktow. Prace z pierwszym autorstwem opublikowano w International
Journal of Molecular Sciences (praca z pierwszym autorstwem Kandydatki) oraz Frontiers in
Plant Science (dwie prace, w tym jedna z pierwszym autorstwem). Wszystkie te prace
zwigzane sg tematycznie z odpornoscig ziemniaka na P. infestans. Ponadto Doktorantka
przedstawila 8 abstraktow na konferencjach, przy czym w czterech abstraktach byla pierwsza
Autorka. Sg w tym zbiorze konferencje zagraniczne (Grecja, Ukraina Wegry). W trakcie
studiow doktoranckich Kandydatka brata udziat w X1X i XXII Poznanskim Festiwalu Nauki
i Sztuki (w zajeciach organizowanych przez Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu),
w konferencji naukowej “Dni Doktoranta 2018 organizowanej przez Samorzad Doktorantow
UPP, brata tez czynny udziat w promocji swojej uczelni w trakcie X 1 XI edycji Nocy
Naukowcow na UPP. Doktorantka byla cztonkinig i przedstawicielka doktorantéw Wydziatu
Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, w Odwotawczej Komisji Stypendialnej na UPP.
Doktorantka uczestniczyta w licznych szkoleniach i1 kursach zaréwno w zdobywaniu
kompetencji dydaktycznych dotyczacych nauczania w jezyku polskim oraz jezyku
angielskim, jak tez kompetencji migkkich, w tym umiejetnosci spotecznych oraz obstudze

programo6w do prezentacji multimedialnych.



Doktorantka prowadzita takze zajecia dydaktyczne w ramach takich przedmiotow jak:
Anatomia i fizjologia roslin, Botanika z elementami fizjologii roslin, Fizjologia roslin
drzewiastych, Ekofizjologia roslin, Ro$liny w niekorzystnych warunkach $rodowiska a takze
Fizjologia zwierzat.

Na podstawie opisu podejmowanych dziatan sylwetka Doktorantki przedstawia si¢
bardzo korzystnie. Jest to osoba zaangazowana w liczne dziatania na rzecz spolecznosci
studenckiej 1 akademickiej, a takze wspomaganie prowadzenia zaje¢ dydaktycznych przy
jednoczesnym intensywnym zaangazowaniu w prowadzenie wiasnych prac badawczych
w ramach projektu naukowego i realizacji zadan zwigzanych z uczestnictwem w Studium
Doktoranckim. Dziatania te znalazly uznanie na macierzystej Uczelni w formie stypendiow

Rektora UPP przyznawanych Jej w latach 2019-2022.

Opinie przelozonych

Opinia prof. dr hab. Moniki Jakubus — Kierowniczki Studiéw Doktoranckich
0 przebiegu ksztalcenia Kandydatki jest pozytywna. Doktorantka systematycznie i zgodnie
z terminem zaliczala kolejne semestry na poszczegdlnych latach studiow 1 realizowata
program Studiéw Doktoranckich. Poswiadczono wzorowy przebieg tego etapu procesu
ksztalcenia atakze wysokie (celujagce) oceny uzyskiwane podczas  Studiow
Doktoranckich. Oznacza to spetienie kryterium umozliwiajacego kontynuacje postgpowania
w sprawie nadania stopnia doktora. W opinii promotora - prof. dr hab. Jolanty Floryszak-
Wieczorek Kandydatka zaangazowana byla w pracg o niewatpliwym nowatorstwie
I Z powodzeniem opanowala wiele najnowszych technik biologii molekularnej. Zdaniem Pani
Promotor publikacje Doktorantki spetniajg zarowno formalne jak i merytoryczne wymogi
stawiane pracom doktorskim.

Analiza oryginalnosci pracy w Jednolitym Systemie Antyplagiatowym

Analiza prowadzona w JSA zakonczyta si¢ protokotem kontroli oraz Rozszerzonym
Raportem Podobiefstwa wygenerowanym przez ten system. Na podstawie tej analizy Pani
Promotor pracy stwierdzila, iz wykazane zapozyczenia nie nosza znamion plagiatu lecz
wynikajac z uzycia sformulowan powszechnie stosowanych w obrgbie dyscypliny naukowe;j
dla jednoznacznego i precyzyjnego opisu stosowanych procedur naukowych, zas
w niektorych przypadkach sa uprawnionymi cytatami takimi jak wykaz piSmiennictwa.
Analiza w JSA nie wykryta nadmiernej ilo$ci zapozyczen ani tez kopii tekstow noszacych
znamiona plagiatu. Na podstawie opinii promotora mozna zatem stwierdzi¢, iz praca jest

oryginalna i moze by¢ procedowana bez przeszkod.



Finansowanie badan

Prace wykonano w ramach projektu finansowanego ze §rodkow Narodowego Centrum Nauki
2017/25/B/NZ9/00905 pt.: ,,Tlenek azotu jako epigenetyczny mediator odpornosci ziemniaka
typu ETI” realizowanego w latach 2018-2023.

Ocena ukladu rozprawy doktorskiej

Przedlozona rozprawa doktorska to dwie anglojezyczne publikacje, w ktorych
Doktorantka jest pierwszg autorkag. W obu pracach jej udzial byt wiodacy. Praca rozpoczyna
si¢ streszczeniem rozprawy w jezyku polskim a nastepnie w jezyku angielskim. W kolejnosci
znajduje si¢ wykaz publikacji stanowigcych podstawe postepowania w sprawie o nadanie
stopnia naukowego doktora. Po Wprowadzeniu obejmujagcym 10 stron nastepuje hipoteza
badawcza oraz opis celu pracy. W kolejnosci Doktorantka przedstawia Material i metody
Z podzialem na materiat roslinny, material infekcyjny, mikrorozmnazanie ziemniaka w
kulturach in vitro, pasazowanie kultur patogenu i przygotowanie zawiesiny zarodnikoéw
atakze traktowanie ro$lin roznego rodzaju substancjami z ktorych kazda opisana jest
w oddzielnym rozdziale. Kolejng cze¢$¢ pracy stanowi opis stosowanych metod
analitycznych. Po  nich nastgpuje opis zadan badawczych oraz wyniki i ich
omoéwienie, dyskusja w jezyku polskim, wnioski, podsumowanie, spis literatury i
aneks. Wszystkie te czgéci pracy tacznie obejmuja 76 stron. Po nich Doktorantka
przedstawita wykaz swojego dorobku naukowego oraz wilaczyta pelne kopie publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. Po nich nastepuja o§wiadczenia wspotautorow.

Zgodnie z o$wiadczeniami zaro6wno Doktorantki jak 1 wspotautorow udziat
Doktorantki w tych pracach jest wiodacy 1 wynosi $rednio 55%, wahajac sie do 54%
(publikacja 1) do 56% (publikacja 2). Przedtozono oswiadczenia Doktorantki oraz
wspotautorow wskazujace na procent wkitadu wszystkich wspotautoréw a takze opisujace
czynnosci ktore zwigzane byly z przygotowaniem badan oraz manuskryptu przez kazda z tych
0s6b.
Publikacja 1:
Drozda A., Kurpisz B., Arasimowicz-Jelonek M., Kuznicki D, Jagodzik P., Guan Y.,
Floryszak- Wieczorek J. (2022). Nitric oxide implication in potato immunity to Phytophthora
infestans via modifications of histone H3/H4 methylation patterns on defense genes.
International Journal of Molecular Sciences 23, 4051.



W tej pracy Doktorantka deklaruje wktad wynoszacy 54%. Prace przez nig wykonane
polegaly na mikrorozmnazaniu w kulturach in vitro oraz prowadzeniu uprawy ziemniaka,
prowadzenie kultur patogenu i przygotowanie zawiesiny zarodnikow, traktowanie lisci
ziemniaka donorem 1 zmiataczem tlenku azotu, roztworem inhibitora PRMTS oraz inokulacje
zarodnikami P. infestans. Doktorantka analizowata ckspresje kluczowych gendw trzech
typOw strategii obronnej, brata udzial w analizie ekspresji genu odpornosci R3a prowadzonej
metoda RT-qPCR, oznaczala aktywnos$ci biatka metylotransferazy argininy po zastosowaniu
w/w inhibitora (test ELISA), analizowata wplyw tego inhibitora na rozwdj infekcji i ekspresje
dwoch badanych gendéw biorgcych udziat w reakcjach obronnych. Ponadto brata udziat
w analizie immunoprecypitacji chromatyny (ChiP-gPCR) lisci ziemniaka wyprowadzonych
z kultur in vitro oraz analizie Western blot liSci ziemniaka potraktowanych inhibitorem
PRMTS. Doktorantka brata takze aktywny udzial w analizie statystycznej wynikdéw oraz
uczestniczyta w ich interpretacji oraz przygotowaniu manuskryptu. Os$wiadczenia
wspoétautoréw zgodne sg z przedstawionym opisem a deklarowany przez nich procentowy
udziat w pracy nie przekracza 46%.

Publikacja 2:

Drozda A., Kurpisz B., Guan Y., Arasimowicz-Jelonek M., Pilch J., Jagodzik P., Kuznicki D,
Floryszak- Wieczorek J. (2022). Insights into the expression of DNA (de)methylation genes
responsive to nitric oxide signaling in potato resistance to late blight disease. Frontiers in
Plant Science 13, 1033699.

Doktorantka zadeklarowata wklad w te prace wynoszacy 56%. Zgodnie
z oswiadczeniami wspoétautorow ich taczny wklad wynosi 44%. W tej pracy udziat
Doktorantki obejmowat — jak w poprzedniej pracy: mikrorozmnazanie w kulturach in vitro
oraz prowadzenie uprawy ziemniaka a takze prowadzenie kultur patogenu, przygotowanie
zawiesiny zarodnikow i inokulacje lisci zarodnikami patogenu. Tym razem liScie ziemniaka
Doktorantka traktowata donorem 1 zmiataczem tlenku azotu oraz nadtlenoazotynu. W pracy
wykonata ocen¢ catkowitej metylacji DNA w dwoch odmianach ziemniaka (test
ELISA), anastepnie metodag RT-qPCR wykonala analiz¢ ekspresji wszystkich genow
zwigzanych z (de)metylacja histonéw i DNA. Uczestniczyta w detekcji tlenku azotu na
analizatorze chemiluminescencyjnym oraz w analizie ekspresji genéw odpornosci typu R
a takze mikroRNA. Doktorantka brata udzial w analizie immunoprecypitacji chromatyny
(ChIP) lisci ziemniaka wyprowadzonych z kultur in vitro oraz analizie nitrowania hydrolazy
SAHH w lisciach ziemniaka. Udzial Doktorantki w przygotowaniu manuskryptu polegat na

analizie statystycznej wynikow oraz ich interpretacji a nast¢pnie przygotowaniu tekstu.



W obu pracach punktacja MNiSW jest taka sama i wynosi 140 punktow, identyczny
jest tez wspotczynnik wptywu Impact Factor wynoszacy 5,6 a zatem sumarycznie 11,2.
Wymienione czasopisma s3 cenione w $rodowisku naukowym a punktacja Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego odpowiada ich wysokiej randze.

Struktura pracy doktorskiej jest poprawna. Praca zawiera nie tylko wykaz publikacji,
ich pelne kopie oraz szczegdlowe os$wiadczenia wspotautorow ale takze obszerne
wprowadzenie, przedstawienie celu pracy i hipotezy badawczej, materiatéw i metod, wyniki
i ich dyskusje oraz wnioski i spis literatury, a zatem wszystkie elementy tradycyjnie
umieszczane w pracach doktorskich. Streszczenia dobrze oddajg tres¢ znajdujaca sie¢ w pracy
a wersja anglojezyczna odpowiada wersji polskojezycznej. Pod kazda z nich Doktorantka
umiescila te same, odpowiednio dobrane stowa kluczowe. Praca napisana jest poprawnym
jezykiem i bez bledow, nie zawiera zargonu naukowego ani okreslen z jezyka potocznego.

Podsumowujac, pod wzgledem formalnym nie mam najmniejszych zastrzezen co
do struktury i zawartosci pracy. Zalaczone w ramach rozprawy doktorskiej publikacje
naukowe opublikowano w uznanych czasopismach, udzial Doktorantki jest dominujacy,
uczestniczyla ona we wszystkich etapach badan i w przygotowaniu manuskryptu,
a o$wiadczenia podpisane w celu zebrania publikacji do rozprawy doktorskiej znajduja

pelne pokrycie w opisach udzialu w publikacjach.

Tematyka badawcza

W pracy podjeto oryginalng i nowatorska tematyke majaca na celu poznanie wpltywu
tlenku azotu (NO) na odpornos¢ lisci ziemniaka na zaraz¢ powodowang przez Phytophthora
infestans. Zwazywszy na kluczowa role ziemniaka w uprawach rolniczych na $wiecie
wynoszacg okoto 20 milionéw hektarow oraz jego olbrzymig produkcje w celach
konsumpcyjnych, paszowych i technicznych zagadnienie dotyczace podstaw mechanizmow
odpornos$ci na jedng z glownych chordb tej uprawy i jawi si¢ jako temat niezwykle istotny.
Choroba powoduje znaczne straty iloSci i jakosci zebranego plonu. Przy stale i dramatycznie
rosnacej populacji ludzi poprawianie wydajnosci upraw ziemniaka jest odpowiedzig na
wyzwania zwigzane z bezpieczenstwem zywnosciowym. W tym wzgledzie istotne jest
rozpoznanie mechanizméw odpornosci na choroby. Liczne procesy fizjologiczne w tym takze
te ktore zwigzane sg z procesem patogenezy zaleza w znacznej mierze od czgsteczek
sygnalnych, wsrod ktorych wazng role zajmuje tlenek azotu. Jego udzial w epigenetycznej

regulacji odpornosci ziemniaka na zarazg nie jest znany.



W ekspresji genow biorgcych udziat w odpowiedzi na stres biotyczny wazna jest
dostepno$¢ chromatyny dla czynnikow transkrypcyjnych a zatem regulacja i deregulacja
epigenetyczna. W tym wzgledzie informacje dotyczace potencjalnego udziatu tlenku azotu w
ekspresji tych gendéw stanowig wazny problem teoretyczny a takze aspekt praktyczny
zwigzany z mechanizmem odpornosci. Problem poruszany w rozprawie doktorskiej jest
istotny. Metody analityczne stosowane do weryfikacji przyjetej hipotezy byty trudne
warsztatowo. Podjeta tematyka badawcza jest zatem istotna z wielu wzgledow
arozwigzywany problem teoretyczny w swoim nowatorskim ujeciu moze stanowic
podstawe dysertacji, ktorej celem jest uzyskanie stopnia naukowego doktora nauk

rolniczych i ogrodniczych.

Merytoryczna ocena pracy
Wprowadzenie

We wprowadzeniu Doktorantka zapoznaje czytelnikow z rolg ziemniaka na §wiecie
oraz mozliwosciami zwigkszenia jego plonowania. Kolejnym omawianym tematem s3
mechanizmy obronne roslin w odpowiedzi na ich porazenie przez patogeny. W tym
wzgledzie Kandydatka pokrotce opisala wzorce molekularne zwigzane z patogenami
poczawszy od ich wykrycia poprzez mechanizmy obronne u roslin. W Kkolejno$ci opisata
mechanizmy stwierdzone w dzikich genotypach Solanum omoéwita odpornos¢ warunkowang
genami R, a takze mozliwo$¢ ich przetamania przez patogen P. infestans wywotujacy zaraze
ziemniaka. Kolejnym elementem wprowadzenia jest opis tlenku azotu jako bioaktywnej
molekuly sygnatowej zaangazowanej W procesy fizjologiczne oraz reakcje roslin
w odpowiedzi na patogeny. Ta czes$¢ pracy opisana jest bardzo szczegétowo z powotaniem na
liczng literatur¢ badawczg. Opis skupia si¢ przede wszystkim na tlenku azotu ale nie pomija
innych czasteczek spetniajacych podobna role. Cytacje literaturowe odnosza si¢ w bardzo
duzej mierze do prac zespotu w ktorym dziatata Doktorantka. Waznym elementem pracy sa
mechanizmy epigenetyczne w zwigzku z czym Doktorantka opisata procesy metylacji
histonéw, DNA oraz szlak metylacji DNA zalezny od RNA (RdDM). Wazny element pracy
dotyczy zrozumienia potencjalnego wplywu tlenku azotu na aktywno$¢ genéw R poprzez
regulacje tego szlaku. W kolejnosci, Doktorantka skupia si¢ w swoim opisie na metylacji
biatka argininy poprzez metylotransferazy PRMT z ktorych jedna katalizuje symetryczng
dimetylacj¢ na histonie H4. Ten opis pozwala czytelnikowi zrozumie¢ poszczegodlne
elementy prac badawczych realizowanych przez Doktorantke. Doktorantka przytacza

informacje dotyczace okreslonego wzoru metylacji ktory moze dziata¢ jako wazny element



systemu immunologicznego ziemniaka $ciSle zwigzanego z innymi zmianami
epigenetycznymi takimi jak metylacja DNA, zarowno w postaci wzrostu catkowitej metylacji
DNA jak i hipometylacji w promotorze genu R, ktéory moze zosta¢ przekazany nastgpnemu
pokoleniu roslin. We wprowadzeniu opisany jest takze mechanizm regulowania ekspresji
genow R poprzez mate interferujace RNA oraz mikro RNA. Doktorantka wyjasnia, ze
MIiRNA moga przemieszczac si¢ na znaczne odlegltosci w obrebie rosliny dzigki czemu moga
ogranicza¢ aktywno$¢ R genow, przy czym uruchomienie tego mechanizmu w duzej mierze
zalezy od gatunku ro$liny. Doktorantka zwraca tez uwage czytelnikéw na fakt, iz aktywacja
ekspresji niektorych genow obronnych nie musi wynikaé bezposrednio z tych mechanizméw
lecz wynika z nich posrednio poprzez zalezne od metylacji zmiany w sieci transkrypcyjnej lub
kontroli procesu metylacji.

Przy braku wiedzy dotyczacej fizjologicznych konsekwencji dziatania tlenku azotu
w odniesieniu do stanu metylacji DNA w warunkach porazenia ziemniaka przez P. infestans
wywolujacego zaraze, Doktorantka uznata konieczno$¢ kontynuacji badan w tym zakresie.
Doktorantka objasnia ze jej zainteresowanie potencjalnym wpltywem tlenku azotu na
modyfikacj¢ aktywnos$ci gendow odpornosci typu R majacym podioze epigenetyczne wynika z
potrzeby poznania czy (i w jakim zakresie) uruchomione sg te geny po rozpoznaniu patogenu
przez ro$ling. Celem tych badan bylo stwierdzenie czy tlenek azotu dziata w relacji do genow
R u ziemniaka oraz czy te interakcje majg podtoze epigenetyczne.

W mojej opinii zdecydowanie lepiej czytatoby si¢ 6w rozdzial, gdyby podzielony byt
na podrozdziaty a poszczegodlne elementy opisu nie mieszaly by si¢ ze soba. Pomdglby takze
schemat pokazujacy jakie elementy sg juz znane 1 na ktorym etapie tego schematu skupia si¢
Doktorantka. We wprowadzeniu znajduja si¢ bardzo liczne informacje na temat genow,
enzymOw 1 innych bialek oraz skréty dotyczace poszczegoélnych Sciezek fizjologicznych.
Zazwyczaj w takiej sytuacji w pracy umieszczany jest stownik skrotéw, ktoérego w tym
przypadku zabraklo. Ponadto we wstepie pracy zdecydowanie zabraklo czesci
fitopatologicznej tj. opisu patogenu i1 sposobow jego dzialania, jego zrdznicowania oraz
szkodliwosci. Praca dotyczy mechanizmow odpornosci, ktore w duzej czgsci koewoluowaty
w ro$linach wraz z ewolucja patogenu, stad moje zdziwienie jako fitopatologa, Ze te elementy
opisu zostaly prawie zupetnie pominigte. W pracy realizowanej w Katedrze Fizjologii Roslin
zrozumiale jest skupienie si¢ na tym kierunku opisu. Z mojej perspektywy do pelnego
wprowadzenia czytelnika w $wiat odpornosci ziemniaka na stresy biotyczne brakuje listy 1
charakterystyki genéw odpornos$ci, zwlaszcza, ze unikalny materiat z tymi genami badany byt

W niniejszej pracy.



Nie umniejsza to bardzo wysokiej wartosci naukowej wstepu, dobrze
wprowadzajacego w temat badan zwigzanych z fizjologia roslin. Odpowiednio napisane
wstepy znajduja si¢ ponadto w Publikacjach 1 i 2 stanowiacych gléwny trzon dysertacji
doktorskiej. Wprowadzenie napisane jest bardzo ciekawie i objasnione szczegolowo oraz
odnoszone do starszej a takze najnowszej literatury naukowej. Ten rozdzial wskazuje na
gleboka znajomos¢ tematu oraz swobodne poruszanie si¢ Doktorantki w badanym
zagadnieniu. Rozdzial ten napisany jest czytelnie, prawidlowym jezykiem, bez zargonu
naukowego.

W trakcie obrony pracy doktorskiej prosz¢ o informacje na temat patogenu (we
Wstepie) oraz listy i ogolnej charakterystyki gendéw odpornosci wykorzystywanych

historycznie i obecnie w hodowli ziemniaka oraz w niniejszej pracy.

Cel badan i hipoteza badawcza

Doktorantka podaje ze nadrzednym celem jej pracy byta identyfikacja oraz
funkcjonalna analiza biomolekut modyfikowanych przez tlenek azotu o istotnym wptywie na
aranzacje chromatyny i ekspresje gendow zwigzanych z odpornoscia. W tym przypadku
brakuje zardwno nazwy badanego gatunku ro$lin a takze informacji o jaka odpornosé
chodzi. Nie wspomniano nawet czy jest to odporno$¢ na stres abiotyczny czy
biotyczny. Sformutowanie celu pracy powinno by¢ obszerniejsze i bardziej precyzyjne. Dobra
praktyka jest podanie celu ogdlnego oraz celow szczegdtowych, ktorych zrealizowanie sktada
si¢ na wypehienie gléwnego celu pracy.

Hipoteza badawcza jest ambitna jednak takze okreslona do$¢ enigmatycznie. Autorka
nie precyzuje jaki rodzaj epigenetycznej kontroli odporno$ci ma na mysli, ani nie precyzuje
genow, ktorych bedzie dotyczyta praca. Jest to jednak o tyle zrozumiate Zze hipoteza jest
Smiata a badania s3 nowatorskie; w zwigzku z tym w pracy poruszono wszystkie glowne
rodzaje epigenetycznej kontroli odpornosci. Uwazam ze lepiej byloby wspomniec
o0 wirulencji patogenu zamiast podania skrotu avr.

Czy w trakcie obrony Doktorantka moglaby blizej i obszerniej opisa¢ cel pracy
Z podzialem na cel glowny 1 cele szczegdbtowe 1 nazwaé etapy zmierzajagce do jego
osiggniecia? W tym miejscu mozna bylo przedstawié¢ uproszczone opisy przedstawione w
podrozdziale 5 (Zadania badawcze). Rozumiem, Ze oddzielenie hipotezy i celu pracy od

zadan badawczych spowodowane bylo potrzeba objasnienia materialow i metod pracy.



Doktorantka postawila sobie ambitne cele, ktérych realizacja mozliwa byla
wylacznie poprzez wykorzystanie nowoczesnych narzedzi badawczych z zakresu
fitopatologii i fizjologii roslin, genetyki, biologii molekularnej, statystyki matematycznej

i wykorzystania narzedzi bioinformatycznych.

Materialy i metody

Materiat rodlinny stanowity dwa genotypy ziemniaka charakteryzujace si¢ wysokim stopniem

odporno$ci na P. infestans, warunkowanej w odmienny sposob, a mianowicie poprzez
piramidyzacje gendw R w obrebie jednej odmiany a takze unikalny gen odpornosci R.

Czy zdjecie przedstawione w tym podrozdziale na Rycinie 1 pochodzi z pracy Osowski i in.
2016 czy tez jest to zdjecie wlasnego autorstwa? Nie jest to doprecyzowane, cho¢ powinno.
Zamiast symptomy proponuj¢ postugiwac si¢ polskojezycznym okresleniem objawy.

Materiat infekcyjny to trzy izolaty patogenu P. infestans z kolekcji IHAR. Geny awirulencji

opisywane s3 w literaturze literami Avr, w odroznieniu od wirulencji opisywanej avr.
Swiadczy o tym choéby nazwa kodowanych biatek efektorowych na przyklad
AvrR3a, zwigzanych z odpornoscia typu ETIL. Z tego wzgledu opis izolatu MP946, ktory jest
awirulentny a opisany literami avr uwazam za niepoprawny. Czy tak jest w istocie czy tez
nazewnictwo zwigzane z badaniami ziemniaka jest inne od tego ktory znam z literatury
I badan wlasnych (na innych patogenach i ich roslinach zywicielskich)?

W zwigzku z opisem mikrorozmnazania ziemniaka mam pytanie czy stosowano klasyczne

pozywki opisane przez Murashige 1 Skooga (1962)? Wszelkie dodatki odbiegajace od opisu
powinny by¢ wymienione. Charakterystyka warunkow wzrostu roslin ziemniaka w komorze
wegetacyjnej opisana jest bardzo szczegdtowo 1 poprawnie. Dodatkowa pochwata za wysokiej
jakosci ilustracje. Ziemniaki przed zastosowaniem inokulacji byly w bardzo dobrej kondycji
co wskazuje, ze badania dotyczyly rzeczywiscie tego stresu ktory byt celem eksperymentu a
nie innych stresow wynikajacych z zaniedban zwigzanych z nieodpowiednimi warunkami
wzrostu lub mineralnego Zywienia roslin.

Uzyskanie materiatu infekcyjnego i inokulacja roslin

Prosze¢ Doktorantke o wyjasnienie co to jest pozywka groszkowa, jaki jest jej sktad, sposob
przygotowania 1 kto ja pierwszy opisal? Te dane powinny znalez¢ si¢ w metodycznej czesci
pracy. Dlaczego patogen dobrze czuje si¢ na pozywce z groszku a nie na pozywce z
ziemniaka, takiej jak na przyktad standardowa pozywka PDA?

Filterkow z porami o oczkach 40 mikrometrow nie nazwatabym sitem.

Dlaczego obliczano stezenie zarodni a nie zarodnikow (str. 29)? Jakie byto st¢zenie zoospor?



Przy traktowaniu lisci ziemniaka roztworami donoréw i zmiataczy tlenku azotu oraz
nadtlenoazotynu nie ma objasnien skrotéw nazw roztworOéw ani objasnienia dotyczacego
réznic w stezeniach tych zwigzkow. Bardzo dobrze, ze wyjasnienie takie podano przy opisie
traktowania lisci roztworem inhibitora PRMTS.

Stosowane metody analityczne i statystyczne

W pracy zastosowano do$¢ nietypowy zabieg umieszczenia podstawowych elementow pracy
w formie tabeli (Tabela 2, str. 33-34). Zamieszczenie publikacji z pelnym opisem
metodycznym uprawnito doktorantke do takiego rozwigzania niemniej jednak bardziej
szczegobtowe opisy ORAZ dodatkowe umieszczenie podstawowych elementow badan
w formie tabeli umozliwitoby szczegdétowszy wglad w zastosowane metody bez potrzeby
odwotywania si¢ kazdorazowo do okreslonej publikacji. Pod tabelg nie ma zadnych objasnien
a w pracy nie ma tabeli skr6tow w zwigzku z czym niemozliwe jest odczytanie zawarto$ci
Tabeli 2 bez poszukiwania informacji w tre$ci pracy. Tymczasem tabela powinna by¢ w petni
zrozumiala bez czytania tekstu. Ponadto umieszczenie jej na dwdch stronach bez powtérzenia
nagltéwkow na drugiej stronie (str. 34) dodatkowo komplikuje korzystanie z tej Tabeli.
Jakie metody statystyczne stosowano? Wbrew tytutowi podrozdzialu na str. 32 w wyzej
opisanej Tabeli 2 nie odniesiono si¢ w zadnym z zapisow do zastosowanych metod
statystycznych.

Nie mam zastrzezen co do stosowanych metod badawczych lecz ich opisy mogly
by by¢ obszerniejsze. Szkoda, ze sa zawarte wylacznie w publikacjach, bez obszernego

opisu w jezyku polskim.

Wyniki i ich dyskusja
Przeprowadzone badania podzielono na pig¢ etapow, w tym:

1. oceng generowania tlenku azotu;

2. analizg ekspresji kluczowych gendw strategii obronnej oraz gendw odpornosci R;

3. oznaczenie posredniego wplywu tlenku azotu na procesy (de)metylacji histonow; ten
etap badan obejmowal ocen¢ ekspresji metylotransferaz lizyny histonu H3 oraz
metylotransferazy argininy histonu H4;

4. oznaczenie posredniego wptywu tlenku azotu na metylacje DNA (de novo)

5. oznaczenie wptywu tlenku azotu na zmian¢ wzorca metylacji chromatyny biorgc pod

uwage zarowno histony jak tez DNA.



Kazdy z tych etapow sktadal si¢ z pod-etapow odpowiednich do kazdego z zadan. Prace
zostaty zaplanowane logicznie oraz w odpowiedniej kolejnosci a uzyty materiat dawatl szansg

na sprawdzenie przyjetej hipotezy badawczej.

W_Publikacji 1 wykazano ze po infekcji odpornej odmiany ziemniaka przez
P. infestans poczatkowo intensywnie syntetyzowany byl tlenek azotu (3 hpi) a nast¢pnie po
sze$ciu godzinach stezenie tego zwigzku w ro$linie spadato by ponownie wzrosna¢ po 24-48
godzinach po infekcji (hpi). Doktorantka okreslita to dwufazowym generowaniem tlenku
azotu. Poziom tlenku azotu ulegal okresowemu obnizeniu z powodu czasowego wzrostu
aktywnosci enzymu GSNOR (3 hpi). Tymczasem podstawowe geny obronne a takze gen R3a
osiggaly najwyzszy poziom ekspresji w 6 hpi, a aktywno$¢ genu PR1 regulowana przez NPR1
wzrastata w 24 hpi. Transkrypcja genow metylotransferaz lizynowych nastgpowata dopiero
w okresie 6-24 hpi. Wykazano, ze zar6wno patogen jak i donor tlenku azotu wptywat na
wzrost ekspresji PRMTS co nastepowato szczegodlnie 6-24 hpi, jednak nie stwierdzono
korelacji czasowej migdzy zmianami ekspresji tego genu a aktywnos$cia kodowanego przezen
biatka PRMTS. Doktorantka stwierdzita nawet ze wzrostowi ekspresji genu PRMT5 w 6 hpi
nie towarzyszyly zmiany w aktywno$ci a nawet odnotowata spadek aktywno$ci biatka
PRMTS5. Jak Doktorantka tlumaczy to zjawisko?

Inhibitor PRMT5 znacznie ograniczal ekspresje genow odpornosci, ostabiat reakcje
nadwrazliwosci 1 wigzal si¢ ze znacznym wzrostem biomasy patogenu. Taki wynik
upowaznia do wyciagniecia wniosku o istotnej roli PRMTS5 w odpornosci lisci ziemniaka na
zarazg. Dlaczego gen odpornosci HSR203J silniej reagowal na inhibicje z zastosowaniem
PRMTS5 (Rycina 16D)?

Wyniki testu TUNEL na Rycinie 16E nie sg dobrze widoczne na wydruku.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka wykazata istnienie posredniego
zwigzku pomigdzy spadkiem generowania tlenku azotu a epigenetyczng modyfikacja
ekspresji genow strategii obronnej oraz genu odpornosci R3a. Ponadto Doktorantka
udokumentowata zwigzek pomiedzy procesami metylacji histonow H3 1 H4.

W Publikacji nr 2 stwierdzono okoto dwukrotny wzrost poziomu metylacji DNA po

inokulacji obu genotypéw ziemniaka. Podobny wzrost dotyczyt transkrypcji
metylotransferazy histonowej i metylotransferazy DNA tuz po infekcji. Wazny komponent
cyklu metylacji (tyrozyna SAHH) byla silnie nitrowana w odpowiedzi na P. infestans. Po
pierwszych trzech godzinach po inokulacji ekspresja genow DCL3 i AGO4 silnie rosta (geny
szlaku RADM).



Doktorantka wykazata takze posredni wplyw tlenku azotu na ekspresj¢ wybranych
mikroRNA (miR482e) zwigzanych z regulacja ekspresji genéw odpornosci typu R. W obu
odpornych odmianach ziemniaka Doktorantka wykazata zaangazowanie szlaku metylacji
DNA zaleznego od RNA (RdDM). Wzrost aktywnosci genu R3a sprzyjal odpornosci
ziemniaka na zaraze powodowang przez P. infestans.

Wymienione badania ilustrowane sg rycinami z opisem statystycznym W postaci
wykazania réznic pomigdzy poszczegdlnymi wartosciami obliczen wzglednej ekspresji
danego genu liczonej jako -krotno$¢ jego ekspresji. Nie objasniono na rycinach na jakim
poziomie istotno$ci wykazywane sg roznice statystycznie istotne; zapewne istotnosci byty
standardowe, niemniej powinny by¢ co najmniej raz opisane. Dyskusja wynikéw badan
poprowadzona jest prawidtowo i rozpoczyna si¢ od najwazniejszego wyniku uzyskanego
przez Doktorantk¢ a nastepnie jego omowienia na tle badan wykonywanych przez
inne zespoty naukowe. Doktorantka odnosi si¢ do wszystkich etapéw pracy najpierw podajac

wyniki wlasne a nastepnie wyniki uzyskane przez innych autorow.

Whioski i podsumowanie wynikow

Doktorantka w dziewigciu punktach przedstawia wnioski z wykonanej przez siebie
pracy. Niektore z nich stanowig raczej podsumowanie wynikéw np. wniosek 7. Odnotowuje
to jednak z kronikarskiego obowigzku bowiem zalezno$ci wykazane przez Doktorantke
stanowia wazny element dokumentacji nowej funkcji sygnatowej tlenku azotu jako
posredniego regulatora metylacji histonéw 1 DNA. Niezwykle cennym elementem pracy jest
opracowanie schematu przedstawiajgcego wptyw dwufazowego generowania tlenku azotu na
geny regulujace (de)metylacje DNA. Na schemacie przedstawiona jest o§ czasowa
przedstawiajaca godziny po inokulacji 1-6 hpi oraz zmiany zachodzace w ekspresji genow
a takze miRNA aktywnych w odpowiedzi na porazenie przez P. infestans. Na schemacie
W czytelny sposob przedstawiono zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi elementami ekspresji

genow skutkujacymi wytworzeniem okre§lonych reakcji obronnych.

Spis literatury

Spis ten obejmuje 15 stron pozycji literaturowych po okoto 11 na strong¢ co daje ok 165
publikacji wydanych najczesciej po roku 2000. Zdecydowana wigkszos¢ prac to publikacje w
jezyku angielskim. Spis literatury przygotowany jest bardzo starannie a wszystkie prace

cytowane sg wedlug tego samego wzoru



Whiosek koncowy

Oceniana dysertacja doktorska pani mgr Andzeliki Drozdy skladajaca si¢ z dwoch
publikacji we wspolautorstwie lecz z wyraznie dominujacym udzialem Doktorantki jako
pierwszej autorki (wycenianej na $rednio 55% udziatu) stanowi rozwigzanie problemu
naukowego. Praca zawiera obszerne wprowadzenie i opis metodyczny. Celem pracy byto
wyjasnienie wptywu tlenku azotu na odporno$¢ lisci ziemniaka na zaraze a takze poznanie
relacji tlenku azotu do epigenetycznego podioza regulacji odpornosci ziemniaka na
wspomniany stres biotyczny. W pracy tej wptyw tlenku azotu omawiany jest w aspekcie
wpltywu na ekspresj¢ genéw R oraz gendéw strategii obronnej zwigzanej z mechanizmem
metylacji histonéw 1 metylacji DNA kierowanej przez RNA (RdDM). Doktorantka jest druga
osobg na $wiecie ktora prowadzita prace na temat posredniego wplywu tlenku azotu na
metylacje DNA, przy czym wczesniej prowadzone badania opublikowano w 2021 roku,
a zatem jedynie dwa lata przed dwoma publikacjami ktére stanowig przedmiot niniejszej
dysertacji. Wyniki poprzednikéw i prac opublikowanych z pierwszym autorstwem pani mgr
Andzeliki Drozdy sa spojne i wskazuja na nowa funkcje sygnatowa tlenku azotu jako
regulatora metylacji histonéw 1 DNA. Nie mam najmniejszych watpliwosci co do
pozytywnego zarekomendowania tej pracy doktorskiej Radzie Naukowej Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Jednoznacznie
stwierdzam ze rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
atakze dobrze prezentuje ogodlng wiedzg teoretyczng Kandydatki w zakresie dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo. Pani mgr Andzelika Drozda speitnia wymagania okreslone
w artykule 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (tekst
jednolity Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdézniejszymi zmianami). Jednocze$nie z uwagi na
wyjatkowo wysoka warto$¢ merytoryczng pracy, oryginalng hipotez¢ badawcza oraz
wykorzystanie najnowszych technik biologii molekularnej w celu jej potwierdzenia
wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo UPP w Poznaniu

0 wyréznienie pracy. Pani mgr Andzelika Drozda jest zdolng mtoda badaczka z szerokim

zakresem wiedzy w szeroko pojetym obszarze nauk rolniczych, a jej wiedza teoretyczna
I umiej¢tno$ci prowadzenia pracy eksperymentalnych sa imponujace. Przygotowana
rozprawa doktorska jest niezwykle starannie opracowanym dokumentem. Opisane badania
opublikowano w 2023 roku w dwoch renomowanych czasopismach naukowych.
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