INSTYTUT DENDROLOGII
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

62-035 KORNIK, ul. Parkowa 5 tel. 61 817 00 33, fax 61 817 01 66
e-mail: idkornik@man.poznan.pl www.idpan.poznan.pl

dr hab. Tomasz Pawtowski, prof. ID PAN Kornik, 06.05.2024

Ocena pracy doktorskiej mgr inz. Andzeliki Drozdy pt. ,,Udziat tlenku azotu w
epigenetycznej regulacji odpornosci ziemniaka (Solanum tuberosum L.) na
Phytophtora infestans (Mont.) de Bary” (Participation of nitric oxide in
epigenetic regulation of potato (Solanum tuberosum L.) resistance to
Phytophtora infestans (Mont.) D+e Bary) wykonanej na Wydziale Rolnictwa,
Ogrodnictwa i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod
kierunkiem prof. dr hab. Jolanty Floryszak-Wieczorek

Dane o kandydacie

Tytut magistra biologii, uzyskany 06.07.2018, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o
Zwierzetach, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu.

Kandydat nie ubiegat sie uprzednio o nadanie stopnia doktora.

Studia doktoranckie z zakresu epigenetyki roslin, od 10.2024, Katedra Fizjologii Roslin,
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu.

Ocena formalna

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Andzeliki Drozdy byto poznanie roli
tlenku azotu w regulacji epigenetycznej ekspresji gendw zaangazowanych w odpowiedz na
stres biotyczny. Podjete badania wyjasniajg funkcje sygnatowg tlenku azotu jako
bezposredniego regulatora metylacji histondw i DNA zaleznego od aktywnosci reduktazy
GSNOR odpowiedzialnej za regulacje poziomu NO i w konsekwencji ekspresje gendw
obronnych przeciwko patogenowi. Doktorantka przesledzita caty szlak sygnatowy od infekcji
patogenem, poprzez wybuch NO, zmiany w metylacji DNA i histonédw oraz ekspresji miRNA,
do wzrostu ekspresji gendw zapewniajgcych odpornosc ziemniaka na Phytophtora infestans.

Wybdr tematyki pracy z powodu catosciowego ujecia badan na réznych poziomach regulacji
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epigenetycznych uwazam za bardzo interesujgcy i zasadny. Badania przeprowadzone w trakcie
wykonywania recenzowanej pracy doktorskiej w znaczgcym stopniu wptywajg na poszerzenie
wiedzy o zjawiskach zwigzanych z obrong roslin przeciwko zarazeniom patogenem. Wyniki
pracy pokazaty nieznang role NO jako epigenetycznego regulatora odpornosci ziemniaka na
zaraze. Z tych wzgledow tematyke rozprawy mgr inz. Andzeliki Drozdy uwazam za bardzo

aktualng i wazng naukowo.

Strona formalna uktadu rozprawy doktorskiej nie budzi wiekszych zastrzezen.
Rozprawa zostata przygotowana na podstawie dwéch artykutéw naukowych
opublikowanych w International Journal of Molecular Sciences i Frontiers in Plant Science. Sg
to czasopisma o ustalonej renomie, publikujgce recenzowane prace opisujgce wartosciowe
wyniki naukowe. Mgr inz. Andzelika Drozda jest pierwszym autorem wszystkich artykutéw
wchodzgcych w sktad przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. Z dotgczonych do pracy
oswiadczen wspotautoréw wynika, ze miata znaczacy udziat nie tylko w wykonaniu opisanych
w obu artykutach doswiadczen, ale réwniez w interpretacji uzyskanych wynikéw oraz w
przygotowaniu manuskryptéw do druku. Opublikowane prace stanowigce najwazniejszg czesé
rozprawy sg spojne tematycznie i w petni odpowiadajg jej tytutowi. Badania wymagaty

zastosowania szerokiej gamy metod fizjologii roslin, biochemii i biologii molekularnej.

Do artykutéw naukowych wchodzacych w sktad ocenianej rozprawy mgr inz.
Andzelika Drozda dotaczyta rozdziaty napisane po polsku opisujgce caty zakres wykonanych
badan: Streszczenie rozprawy doktorskiej, Wykaz publikacji stanowigcych podstawe
postepowania w sprawie o nadanie stopnia naukowego doktora, Wprowadzenie, Hipotezy
badawcze, Cel pracy, Materiaty i Metody, Zadania Badawcze, Wyniki i ich omdwienie,
Dyskusja, Wnioski, Podsumowanie, Spis literatury. Aneks, Wykaz dorobku naukowego, Kopie
publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej i Oswiadczenia wspdtautorow stanowia

zataczniki pracy.

W rozdziale Wprowadzenie, Doktorantka omdwita aktualny stan wiedzy na temat
produkcji ziemniaka, zagrozen zwigzanych z zarazg oraz metodami jej zwalczania. Podkreslita
role badan podstawowych w zrozumieniu proceséw epigenetycznych w ksztattowaniu
odpornosci roslin w interakcji z mikroorganizmami i w dalszej kolejnosci wykorzystania ich

praktycznego w poprawie plennosci ziemniaka w ramach strategii epi-hodowli, czyli



wytworzenia ro$lin o zwiekszonej odpornosci poprzez manipulacje procesami
epigenetycznymi. Mgr inz. Andzelika Drozda nastepnie omdéwita mechanizmy obronne roslin
przeciwko atakowi patogenu, w tym role szlaku sygnatowego NO, regulacji epigenetycznych i
kontroli ekspresji gendw, wprowadzajgc do tematu pracy doktorskiej. Na koncu
Wprowadzenia Doktorantka omodwita cele szczegdtowe pracy. Doktorantka w sposdb zwiezty
i logiczny przedstawita ogdlny zarys i tlo badanego zagadnienia wyjasniajgc podstawe

podjetych badan.

Po tym interesujgcym wprowadzeniu w tematyke rozprawy mgr inz. Andzelika Drozda
przedstawita hipoteze badawczg oraz cel nadrzedny swojej pracy. Doktorantka postawita
hipoteze badawczg zakfadajgca, ze tlenek azotu posredniczy w epigenetycznej kontroli
odpornosci lisci ziemniaka wzgledem avr Phytophtora infestans (Mont.) de Bary. Mysle, ze
stowo lisci jest tutaj zbedne, jako ze odpornosé dotyczy catej rosliny. Celem podjetych badan
byta identyfikacja, wraz z analizg funkcjonalng, biomolekut modyfikowanych przez NO, o
istotnym wplywie na rearanzacje chromatyny i ekspresje gendw zwigzanych z odpornoscia.
Rozprawa doktorska wpisuje sie zatem w szeroki zakres badan fizjologiczno-molekularnych

nad odpornoscig roslin na stres biotyczny.

W kolejnym rozdziale pracy Doktorantka opisata materiat i metody. Wydaje sie, ze
zaplanowano bardzo dobrze etapy przeprowadzania badan, korzystajgc z réznorodnych i
nowoczesnych technik analitycznych. W podrozdziale Stosowane metody analityczne i
statystyczne zabrakto opisu zastosowanych testdw statystycznych do oceny istotnosci
wynikéw ilosciowych. Bardzo pozytywnym aspektem pracy jest dofgczenie Tabeli 2, ktdra
zestawia szczegotowy opis etapdédw realizacji zadan badawczych z uwzglednieniem metod

analitycznych, co utatwia poruszanie sie po kolejnych etapach dysertacji.

W kolejnym rozdziale Zadania badawcze Doktorantka szczegétowo oméwita
poszczegdlne etapy wykonywania prac badawczych. Poszczegdlne zadania badawcze zostaty
opisane jasno i zwiezle, w sposob czytelny i logiczny wprowadzajgc do przeprowadzonych

eksperymentow obejmujgcych temat pracy.

W pracy zaprezentowano takze szczegdtowe opisanie i omowienie wynikéw badan
zamieszczonych w dwéch artykutach wchodzacych w sktad rozprawy. W Dyskusji wyniki badan

zostaty uzupetnione o ich interpretacje w swietle danych uzyskanych i opublikowanych



przez innych autoréw. Omowienie artykutdw konczy rozdziat Wnioski, w ktérym mgr inz.
Andzelika Drozda przedstawita najwazniejsze osiggniecia swojej rozprawy doktorskiej.
Mowigc bardzo ogdlnie, najwazniejszymi osiggnieciami Doktorantki jest wykazanie
epigenetycznej roli NO w odpornosci ziemniaka na zaraze. Wykazata wptyw zakazenia
patogenem na zmiane statusu redox komorki, zwigzek funkcjonalny pomiedzy
metylotransferazami lizyny i argininy histonu H3 i H4, metylacji DNA i miRNA w
przeprogramowaniu aktywnosci gendw obronnych i ograniczeniu rozwoju zarazy ziemniaka.
Podkredlita tez role redukatazy GSNOR w regulacji poziomu NO i wynikajgcej stad
epigenetycznej kontroli ekspresji gendw. Chciatbym zwrécié uwage, ze przedstawione w pracy
wyniki zostaty w zwiezty i czytelny sposéb oméwione i podsumowane, réwniez w postaci
graficznej. Szczegdlnym osiggnieciem pracy jest wykazanie nowej funkcji sygnatowej tlenku
azotu jako posredniego regulatora epigenetycznego ekspresji gendw odpornosci roslin na
stres biotyczny. Po zapoznaniu sie z wynikami moge stwierdzi¢, ze Doktorantka bardzo
sprawnie poradzita sobie z realizacjg wyznaczonego wczesniej celu pracy oraz zweryfikowata

pozytywnie postawiong hipoteze.

Do czesci poprzedzajacej artykuty naukowe dodano takze najnowszg dobrze dobrang
literature naukowg, na podstawie ktérej Doktorantka przygotowata omdwienie wynikow

zawartych w opublikowanych pracach stanowigcych podstawe pracy doktorskiej.

Stwierdzam, Ze rozprawa przygotowana przez mgr inz. Andzelike Drozde spetnia
formalnie wszystkie warunki stawiane pracom doktorskim. Do rozprawy dotgczono
oswiadczenia, w ktérych Doktorantka i wspétautorzy artykutéw naukowych doktadnie opisujg
swdj udziat w przygotowaniu manuskryptéw. Nie mam najmniejszych watpliwosci, ze wktad
Doktorantki w przygotowaniu prac do druku byt znaczacy (wynoszacy odpowiednio 54 i
56%) i w petni uzasadnione jest, aby mgr inz. Andzelika Drozda doktoryzowata sie na
podstawie tych artykutéw. Wszystkie opublikowane prace ukazaty sie w znanych
czasopismach, ktoérych redakcje akceptujg prace na podstawie recenzji przygotowanych
przez pracujacych w podobnym temacie naukowcéw. Zaréwno temat rozprawy, jak i jej
cele majg charakter nowatorski, co rowniez jest waznym wymogiem stawianym przed

rozprawami doktorskimi.



W pracy znalaztem stosunkowo niewiele niedociggnie¢. Np. zabrakfo rozwiniecia
skréotu R w genach odpornosci. Postuguje sie tez Doktorantka czasami zargonem np. falkony.

Na Rycinie 16 brak jest litery C opisujacej ekspresje gendw R3a i HSR203J.

Recenzja pracy nasuneta mi tez pare pytan. Czy wykonywanie czesci badan na
materiale swiezym, a czesci na mrozonym nie miato moze wptywu na wyniki badan? Czym
moga by¢ spowodowane réznice w ekspresji i aktywnosci PRMT5? Jaki inhibitor PRMTS5 zostat
uzyty do represji R3a (Abstract 1 publikacji)? W badaniach skupiono sie na epigenetyczne;j
kontroli ekspresji gendw na poziomie metylacji DNA, histondw i miRNA. Czy rola kompleksow
modyfikujacych chromatyne nie bytaby tez warta przebadania aby uzyskac¢ bardziej kompletny

obraz dziatania NO?

Ocena merytoryczna

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. Int. J. Mol. Sci.

23:4051.

Pierwsza praca, ktéra wchodzi w sktad ocenianej rozprawy doktorskiej opisuje wyniki
badan nad zaangazowaniem NO w odpornos¢ roslin poprzez wptyw na ekspresje gendéw
obronnych, w tym modyfikacje histondw. Doktorantka zbadata efekt dwufazowego
wytwarzania NO regulowanego przez aktywnos¢ reduktazy S-nitrozoglutationu (GNSOR) po
inokulacji avr Phytophthora infestans. Wykazata, ze faza spadku NO w 6 h po inokulacji byta
skorelowana ze wzrostem ekspresji gendw obronnych wzbogaconych w aktywny znak
H3K4me3 za posrednictwem TrxG w ich regionach promotorowych. Stwierdzita, ze
metylotransferaza argininy PRMTS5, katalizujgca dimetylacje histonu H4R3 (H4R3sme2), jest
niezbedna do zapewnienia odpornosci ziemniaka na patogen. Zaréwno patogen, jak i S-
nitrozoglutation (GSNO) zmienity status metylacji H4R3sme2 poprzez przejsciowg redukcje
znaku represyjnego w promotorze gendw obronnych, R3a i HSR203, podnoszac w ten sposdb
ich transkrypcje. Waznym podkreslenia jest stwierdzenie, ze obnizenie poziomu NO moze by¢
decydujgce dla utatwienia indukowanej patogenem regulacji ekspresji gendéw poprzez

metylacje lizyny histonowej i PRMTS kontrolujgcych odpornosé ziemniaka na zaraze.



2. Drozda A., Kurpisz B., Guan Y., Arasimowicz-Jelonek M., Plich J., Jagodzik P., Kuznicki D. and
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. Front. Plant

Sci. 13:1033699.

Druga praca, ktéra weszta w sktad rozprawy opisuje wptyw NO na geny regulujgce
(de)metylacje DNA, w interakcji z metylacjg histondéw. Doktorantka stwierdzita wybuch NO po
traktowaniu patogenem lub GSNO co wymusito przejsciowag regulacje metylacji histonu
SUVH4 i hipermetylacje DNA. Zmniejszona biodostepnos¢ NO zmniejszyta supresyjny znak
H3K9me2 na promotorze genu R3a za posrednictwem SUVH4 i zwiekszyta jego transkrypcje.
Stwierdzita, ze gen R3a jest prawdopodobnie kontrolowany przez szlak metylacji RADM. Dane
ujawnity zalezng od czasu regulacje w dét gendéw DCL3, AGO4 i miR482e, wywierajgc wptyw
na regulacje w goére docelowego genu R3a skorelowanego z nadekspresjg ROS1. Interesujgce
jest wykazanie w pracy, ze dwufazowe fale wybuchu NO w odpowiedzi na patogen wydajg sie
kluczowe w ustanowieniu odpornosci ziemniaka na zaraze poprzez szlak RADM kontrolujgcy

ekspresje genu R.

Wartym podkreslenia w tych pracach jest zastosowanie szeregu analiz biochemicznych i
molekularnych z wykorzystaniem nowoczesnych metod RT-gPCR, ChIP-gPCR, ELISA, Western
blot i immunoprecypitacji. Artykuty sg dobrze napisane, wiele aspektéw gruntowanie zostato
przedyskutowanych, w koncowym momencie postawione zostaty wfasciwe wnioski oraz

perspektywy dalszych badan.
Whioski koncowe

Podsumowujgc, wymienione wyzej uchybienia nie wptywajg w istotny sposéb na ocene
pracy. Stanowi ona waziny wkfad w poznanie mechanizméw obronnych roslin. Zaréwno
sposob przygotowania, jak i zawartos¢ merytoryczna rozprawy pozwalajg sadzi¢, ze mgr inz.
Andzelika Drozda jest sprawnym badaczem posiadajgcym szerokg wiedze oraz umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i zawiera oczywisty element nowosci naukowej.
Podsumowujgc stwierdzam, ze oceniana praca spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane

rozprawom doktorskim. Biorgc powyzisze pod uwage, zwracam sie do Rady Naukowej
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Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie

Pani mgr inz. Andzeliki Drozdy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Andzeliki Drozdy,
w zwigzku ze szczegdlnymi walorami poznawczymi i nowatorskimi pracy. Wyniki pracy
doktorskiej prezentujg nowe swiatto na fizjologiczny i epigenetyczny mechanizm obrony roslin
przed patogenem, wzbogacajac wiedze na temat udziatu tlenku azotu w odpornosci na

czynniki stresowe.
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