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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Gajewskiej
zatytulowanej: ,Przystosowania metaboliczne Phytophthora infestans (Mont.) de Bary

do stresu nitro-oksydacyjnego”.

wykonanej na Wydziale Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu

pod kierunkiem pani prof. dr hab. Magdaleny Arasimowicz-Jelonek.

Badania opisane w przedstawionej do recenzji rozprawie zostaly wykonane dzigki
finansowaniu pochodzacemu z nastgpujacych projektow:
e projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki OPUS 2014/13/B/NZ/02177,
zatytutowanego ,.Identyfikacja i analiza funkcjonalna zdarzeh metabolicznych
zaleinych od tlenku azotu u Phytophthora infestans (Mont.) de Bary”,
e Grantu Dziekana Wydziatu Biologii UAM, GDWDB-09/2019: ,,Ocena stopnia
toksycznosci kadmu wzgledem Phyfophthora infestans (Mont.) de Bary”,
e Projektu ,,Paszport do przysztosci — Interdyscyplinarne studia doktoranckie na Wydziale
Biologii UAM” (POWR.03.02.00-00-1006/17), wspdHinansowanego ze Srodkow
Europejskiego Funduszu Spolecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza
Edukacja Rozw¢j (PO WER), Osi priorytetowej III Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki

i rozwoju, Dzialania 3.2 Studia doktoranckie,




o projektu NCN OPUS 2018/3 1/B/NZ9/00355, zatytutowanego: ,,Wplyw tlenku azotu
na stan acetylacji bialek histonowych u Phytophthora infestans (Mont.) de Bary”, oraz
e projektu NCN PRELUDIUM 2021/41/N/NZ9/01525, pod tytutem: ,,Wglad w mechanizm
toksycznego oddzialywania miedzi na Phytophthora infestans — sprawc¢ zarazy

ziemniaka”.

Tematyka tych projektow byta dos¢ écisle powigzana z przedmiotem pracy doktorskiej, ktorej
ostatecznie zasadnicza cze$¢ stanowig trzy prace naukowe (dwie oryginalne i jedna bedaca
przegladem najnowszej literatury), opublikowane w miedzynarodowych czasopismach
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Deckert, J., Floryszak-Wieczorek, J., Arasimowicz-Jelonek, M. (2020). Cadmium stress
reprograms ROS/RNS homeostasis in Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. International
Journal of Molecular Sciences, 21(21):8375. Doi: 10.3390/ijms21218375. (IF*=6.208; 140
pkt MNiSW),
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Wszystkie prace sa wieloautorskie, a mgr Joanna Gajewska byla w nich pierwsza autorka.
Laczny wspélczynnik wplywu (Impact Factor) czasopism zgodnie z rokiem ukazania sig
artykutéw wyniést prawie 21. Laczna liczba punktow MNiSW/MEIN wyniosta 420.
7 zalaczonych oswiadczen Doktorantki oraz wspotautoréw wynika, ze Jej wkilad w
przeprowadzone badania oraz powstanie prac byl wiodacy. Wydaje mi sie, ze do ostatniej
pracy cyklu brakuje jednego o$wiadczenia, ale na 5% udziatu, wigc mozna to pomingc. Sredni

deklarowany procentowy udziat Doktorantki w poszczegdlnych pracach wynosi okoto 50%.



Wktad wiasny Kandydatki w powstanie artykutow, jak réwniez ogolniej, w
przeprowadzonych  pracach, polegal zar6wno na przeprowadzeniu ~ do$wiadczen
eksperymentalnych, analizie wynikéw i przygotowaniu manuskryptéow do publikacji
(wiaczajac ich wizualng strong), jak réwniez na wspotudziale w przygotowaniu koncepcji
pracy przegladowej. O$wiadczenia zostaly sformutowane precyzyjnie i szczegolowo, co
pozwala stwierdzi¢, ze warsztat badawczy opanowany przez Doktorantke jest szeroki
i dobrany adekwatnie do osiggnigcia zalozonych celow. Jeszcze raz podkreslam, ze Jej
wiodgcy udziat w przeprowadzonych badaniach jest w mojej ocenie bezdyskusyjny. Rozprawa
pod wzgledem redakcyjnym robi bardzo dobre wrazenie, z przyjemnoscia si¢ jg czyta. Uktad
rozdziatéow jest logiczny i przejrzysty, a catosc wizualnie bardzo estetyczna i przyjemna
w odbiorze.

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary to legniowiec (organizm grzybopodobny
klasyfikowany w obrebie gromady Oomycota), bedacy sprawca zarazy ziemniaka, przez co
jest uwazany za jeden z najgrozniejszych patogenow tej rosliny uprawnej. Jak Doktorantka
stusznie zauwazyla, sukces ekologiczny tego patogenu, podobnie jak innych
mikroorganizméw wchodzacych w rozmaite interakcje w $rodowisku glebowym, moze
wynika¢ m.in. z efektywnego dostosowania metabolizmu w odpowiedzi na oddzialujace
bodzce, takie jak niekorzystne czynniki abiotyczne lub $rodowisko organizmu rosliny-
gospodarza. Dodatkowym czynnikiem stresowym moze by¢ zanieczyszczenie gleby metalami
ciezkimi, np. kadmem. Jedna z pierwszych reakcji organizmu na dziatanie stresowych
czynnikéw $rodowiskowych jest wzmozone wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT)
i azotu (RFA), prowadzacych do zaburzenia réwnowagi redoks, czego efektem jest indukcja
stresu  nitro-oksydacyjnego. W przypadku RFT jest to najczesciej anionorodnik
ponadtlenkowy (O2¢-) oraz zwyczajowo nadtlenek wodoru (H,0,), ktore w warunkach
homeostazy komorkowej pelnig funkcje sygnalowe i regulatorowe. RFA stanowig grupg
zwiazkéw spokrewnionych z tlenkiem azotu (NO), w ktorej wyr6zni¢ mozna formy
rodnikowe i nierodnikowe, przy czym biologicznie najistotniejszy obok NO jest
nadtlenoazotyn (ONOQOT). Nierozstrzygnieta dotad kwestia bylo, czy fitopatogeny
eksponowane na stres metali cigzkich moga generowaé RFA. Stad, w $wietle wzrastajgcego
zanieczyszczenia $rodowiska metalami cigzkimi, zagadnienie stresu nitro-oksydacyjnego jest
istotne, poniewaz rozchwianie réwnowagi redoks moze modyfikowa¢ interakcje migdzy
patogenem a gospodarzem. Podjeta przez Kandydatke tematyka badawcza jest wigc jak

najbardziej aktualna i uzasadniona.




Cel rozprawy zostal okreslony precyzyjnie i obejmowat charakterystyk¢ zmian
metabolicznych u P. infestans W odpowiedzi na stres nitro-oksydacyjny. Warunki te byly
indukowane interakcjg patogenu z mikro-srodowiskiem ro$liny-gospodarza, a takze,
niezaleznie, reakcja na obecno$¢ metalu cigzkiego. W do$wiadczeniach wykorzystano dwa
izolaty P. infestans: awirulentny w stosunku do odmiany ziemniaka Sarpo Mira szczep MP
946 oraz wirulentny MP 977. W niezaleznym do$wiadczeniu, w celu indukcji stresu nitro-
oksydacyjnego, patogen wzrastal w obecnosci jonéw kadmu (Cd), natomiast, aby wywotaé
stres nitrozacyjny w warunkach in vitro, patogen byt hodowany w obecnosci zwigzkow
donorowych dla RFA. Umiarkowany stres kadmowy (5 mg/l) prowadzit do zwigkszenia
poziomu 8-nitroguaniny w DNA i zmniej szenia puli nitrowanych bialek, natomiast stres nitro-
oksydacyjny indukowany nizszym stgzeniem Cd skutkowat zwickszong ekspresja genu
kodujgcego dysmutaze ponadtlenkowa (SOD) oraz jej zwiekszong aktywnoscia
enzymatyczng. Wstepna selekcja wybranych do dalszych analiz stezen kadmu zostata
przedstawiona w Publikacji 1, jednakze prositbym Doktorantke o przedstawienie podstaw do
takiego doboru badanych stgzen, a dodatkowo moze jeszcze krotka dyskusje na temat roznic
we wplywie tego pierwiastka na patogen in vifro oraz podczas interakcji z rosling-
gospodarzem, choéby w oparciu o dane literaturowe, jesli takowe sg dostepne. Chciatbym
réwniez spyta¢ jakie moga by¢ podstawy tolerowania nizszych stezefi kadmu. Prosze tez
o krétkie wyjasnienie, skad moga wynikaé réznice w obserwowanych objawach chorobowych
pomiedzy odmianami Sarpo Mira, Bintje i Bzura, ktére w zasadzie byly niezalezne od
aplikowanego stresu kadmowego w przypadku SM, a widoczne w przypadku pozostatych
odmian.

Dalej wykazano, ze umiarkowany stres kadmowy znaczaco zwigkszyt tempo rozwoju
zarazy ziemniaka na lisciach testowanych odmian. W tym miejscu chciatbym zadaé pytanie
natury ogélnej. Na jakiej podstawie interpretowano zmiany obserwowane na liSciach jako
wynik stresu kadmowego? Czy nie mogly one wynika¢ wprost z infekcji P. infestans
niezaleznie od aplikowanego stresu? Przy okazji moze jeszcze jedno pytanie dotyczace oceny
objawéw infekcji. Kandydatka wspomniata, ze przyrost biomasy patogenu badany byl na
podstawie ilosciowej analizy transkrypcji czynnika elongacji PiTefI, przy czym nie
obserwowano fenotypowych réznic w poziomie infekcji w testach listkowych. Jak mozna to
wytlumaczy¢? Czy obserwacje byly kontynuowane w kolejnych dobach po infekcji? Moze

wtedy symptomy byloby bardziej widoczne?




Doktorantka stwierdzita, ze zaréwno stres nitrozacyjny in vitro, jak i wzrost patogenu
in planta zwigksza zdolno$¢ wirulentnego szczepu P. infestans do dekompozycji tlenku azotu.
W strukturach szczepu awirulentnego w obecnosci donora ONOO~ oraz podczas wzrostu in
planta zaobserwowano natomiast Wyzsz3 zdolnosé dekompozycji nadtlenoazotynu. Podczas
poréwnania dynamiki degradacji tlenku azotu przez szczep wirulentny i awirulentny
Doktorantka nie zaobserwowata réznic miedzy nimi. Wykazata rowniez, ze mechanizm tej
degradacji prawdopodobnie polega na szlaku enzymatycznym, poniewaz ekstrakty poddane
wysokiej temperaturze tracily zdolnosci do rozktadu NO. Nastepnie wykazano, ze za
unieczynnianie RFA w  strukturach P. infestans odpowiada m.in. reduktaza
S-nitrozoglutationu (GSNOR), dioksygenaza NO (NOD) oraz peroksyredoksyna 2 (PRX2).
U izolatu awirulentnego obserwowano wyzsza ekspresj¢ PRX2, a w warunkach in planta
rowniez wyzsza ekspresje transkrypeyjng genu Pi-NOD w szczepie awirulentnym. Wirulentny
szczep P. infestans odznaczal si¢ wyzszg aktywnosciag GSNOR. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze po raz pierwszy u legniowcow wykazano udziat NOD w systemie antynitrozacyjnym,
ktory kontroluje poziom endogennego NO podczas procesow rozwojowych oraz wczesnych
etapéw infekcji. Przy okazji, z czystej ciekawosci, prositbym o kilka stow wyj asnienia roznic
pomiedzy procesami nitracji i nitrozacji bialek.

Sformulowane wnioski, bedgce réwniez po cze$ci podsumowaniem uzyskanych
wynikéw, sg trafne i wyczerpujace. Doktorantka krytycznie ocenita wyniki swoich
eksperymentéw i obiektywnie skonfrontowata je z dostgpnymi danymi literaturowymi,
ustrzegajac sie nadinterpretacji i spekulacji, ktore niektorych mtodych badaczy potrafig skusic.
W tym miejscu chciatbym doda¢, ze spekulowanie samo w sobie nie jest rzecza zlg, jesli
opiera si¢ na rzetelnych wynikach eksperymentalnych i prowadzi do formutowania kolejnych
pytan badawczych, stawiania kolejnych hipotez i wyzwan badawczych. Jestem przekonany, ze
Doktorantka jest tego §wiadoma.

Przechodzac do podsumowania jeszcze raz chciatbym podkresli¢ dojrzalosé
Kandydatki, przejawiajacg sic w wywazonej dyskusji wynikéw wilasnych, a takze wielkiej
dbaloéci o szczegdly przeprowadzanych do$wiadczen. Rozprawa zostala przygotowana
niezwykle starannie, zarowno w sensie merytorycznym, jak i redakcyjnym i wizualnym.
Oceniam ja pod kazdym wzgledem bardzo wysoko.

Stwierdzam niniejszym, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia w peini

wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wobe¢ tego wnosze do Rady Dyscypliny Nauki




Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Joanny

Gajewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




