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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Izbianskiej
Pt. ,, Funkcje nadtlenoazotynu w odpornosci liéci ziemniaka (Solanum tuberosum L.)

na Phytophthora infestans (Mont.) de Bary "

wykonanej na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
pod kierunkiem dr hab. Magdaleny Arasimowicz-Jelonek, prof. nadzw. UAM,

promotor pomocniczy dr hab. Jarostaw Gzyl.

Przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska stanowig trzy spojne tematycznie artykuty
naukowe o charakterze prac badawczych. Dwie prace opublikowane zostaty w 2016 roku w Plant
Physiology and Biochemistry oraz Plant Pathology, czasopismach znajdujacych sie w bazie
Journal Citation Reports (JCR), o lacznym wspétezynniku wplywu IF: 5,311 oraz sumie punktéw
MNiSW wynoszacej 70. Praca trzecia pochodzi z roku 2018 i zostala opublikowana w czasopi$mie
Frontiers in Plant Science o IF: 3,678; 40 punktéw MNiSW.

Sumaryczny IF czasopism, w ktérych opublikowano przedstawione prace wynosi 8,989, a suma
punktéw MNiSW wynosi 110.

W skiad omawianego cyklu wehodza nastepujace prace:

1. Floryszak-Wieczorek J., Arasimowicz-Jelonek M., Izbianiska K. (2016) The combined nitrate
reductase and nitrite-dependent route of NO synthesis in potato immunity to Phytophthora
infestans. Plant Physiology and Biochemistry, 108: 468-477 (IF=2,928; 35 pkt MNiSW).
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2. Arasimowicz-Jelonek M., Floryszak-Wieczorek J., Izbianska K., Gzyl J., Jelonek T. (2016)
Implication of peroxynitrite in defence responses of potato to Phytophthora infestans. Plant
Pathology, 65: 754-766 (IF=2,383; 35 pkt MNiSW).

3. Izbianska K., Floryszak-Wieczorek J ., Gajewska J., Meller B., Kuznicki D., Arasimowicz-
Jelonek M. (2018) RNA and mRNA nitration as a novel metabolic link in potato immune response
to Phytophthora infestans. Frontiers in Plant Science, 9: 672 (IF=3,678; 40 pkt MNiSW).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Karoliny Izbianskiej byla finansowana
W ramach dwdch projektow badawczych OPUS 201 1/01/B/NZ9/00243, oraz OPUS
2014/13/B/NZ/02177 przyznanych przez Narodowe Centrum Nauki.

Prace stanowigce rozprawe doktorska dotyczg roli reaktywnych form azotu (RNS), w
szczegllnosci nadtlenoazotynu (ONOOY), w reakeji lisei ziemniaka na infekcje patogenem
Phytophthora infestans i stanowig bardzo dobrg dokumentacj¢ przeprowadzonych badan. Przeszly
proces oceny merytorycznej dokonany przez niezaleznych recenzentdw powolywanych przez
redakcje renomowanych czasopism naukowych. Wkiad mgr. Karoliny Izbianskiej w powstanie ww.
artykulow jest dominujacy i wynosi wg. szacunkéw doktorantki 40% - w przypadku publikacji nr 1
W Plant Physiology and Biochemistry, 40% w publikacji nr 2 w Plant Pathology oraz 55% w
przypadku publikacji nr 3 z Frontiers in Plant Science. Sadzg, ze w publikacji nr 2 nastgpito
niedoszacowanie wkiadu wlasnego Doktoranki i udziat ten powinien wynosi¢ 45%, na co wskazuje
wymieniony w o$wiadczeniu zakres prowadzonych przez nig prac.

Jak wynika z os$wiadczen, udzial mgr Karoliny Izbianskiej w przedstawionych jako praca
doktorska publikacjach polegat na: wykonaniu ogromnej wigkszosci analiz laboratoryjnych,
opracowaniu statystycznym czesci wynikéw, interpretaciji znacznej czg$ci wynikéw oraz
przygotowaniu manuskryptu (praca nr 3) do procedury wydawniczej. Do rozprawy zostaly
zalgezone réwniez oéwiadczenia wspdlautorow publikacji wchodzgcych w sklad rozprawy,
okreslajace procentowy wkiad kazdego z nich w powstanie prac wynoszacy od 5% do 20%.
Przedstawione o$wiadczenia stanowily podstawe uznania przeze mnie zaprezentowanego materiatu
jako rozprawy doktorskie;j.

Wszystkie prace stanowigce rozprawe doktorskg zostaly opublikowane niedawno, tym bardzie;
nalezy podkresli¢, ze pierwsza z nich ( z 2016) ma juz 6 cytowan, druga ( takze z 2016) 4
Cytowania, a trzecia ukazala si¢ w maju 2018 (stad nie ma jeszeze informacji o cytowaniach).
Artykuly sg dostepne w sieci (open access), a czasopisma, w ktérych zostaly opublikowane ciesza
si¢ dobrg opinig mozna si¢ zatem spodziewaé licznych cytowan w przysztosci, szczegdlnie dotyczy

to pracy nr 3, ktéra zawiera absolutnie nowatorskie wyniki.




Rozprawa doktorska, ktorej podstawa sa wyzej wymienione artykuty naukowe zostala zatytulowana
~Funkcje nadtlenoazotynu w odpornosci lisci ziemniaka (Solanum tuberosum L.) na
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary”. Obejmuje ona streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz zostala uzupelniona komentarzem liczacym 12 stron w jezyku polskim, w ktorym
Doktorantka wyjasnia problem badawczy opisany w publikacjach oraz podsumowuje najwazniejsze
wnioski plynace z wyzej wymienionych prac. Rozdzial pierwszy wspomnianego komentarza to
Wprowadzenie zawierajagce przeglad pismiennictwa, zakonczone wyodrgbnionym  Celem
prowadzonych badan. Kolejne podrozdzialy zawieraja Omodwienie wynikéw, Wnioski i
Podsumowanie oraz spis literatury. Wobec powyzszego wszystkie kryteria niezbedne do
przedstawienia rozprawy doktorskiej zostaty spetnione pod wzgledem formalnym.

Nalezy podkresli¢, ze poza pracami ktére stanowia przedmiot rozprawy doktorskiej,
Doktorantka w dorobku naukowym posiada takze az 9 innych prac opublikowanych w
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR. Doktorantka jest ponadto wspolautorka jednego
rozdzialu w monografii w j. angielskim. Sumaryczny wspélczynnik wplywu IF czasopism, w
ktorych mgr Karolina Izbianska jako wspélautorka, opublikowala prace nie wchodzace w sklad
rozprawy doktorskiej wynosi 22,651, co odpowiada 280 punktom MNiSW. Zatem dotychczasowy
dorobek naukowy Kandydatki (nie biorac pod uwage jej licznych (38) doniesien konferencyjnych)

jest imponujacy.

Ocena merytoryczna

Trzy prace oryginalne wchodzace w sklad rozprawy uzyskaly juz pozytywna oceng
recenzentow, a takze redaktorow dobrych i bardzo dobrych czasopism z zakresu Plant Science. Z
tego wzgledu nie widze potrzeby ponownej recenzji merytorycznej juz opublikowanych artykulow.
Z powinnosci recenzenta przytocze tylko najwazniejsze osiagniecia poszczegoélnych prac oraz
odniosg si¢ do ich syntetycznego oméwienia w przedstawionej rozprawie.

Doswiadczenia opisane w publikacjach prowadzono na odcietych lisciach ziemniaka
(Solanum tuberosum L.), odmian roznigcych si¢ odpornoscia na zarazg¢ ziemniaka Phytophthora
infestans. Odmiang podatna byla odmiana Bintje, odmianami odpornymi Bzura i Sarpo Mira. Taki
uklad badawczy pozwolil Doktorantce okresli¢, na ile zdarzenia metaboliczne zalezne od ONOO ™
towarzysza aktywacji odpowiedzi obronnych w odpornosci typu ETI - indukowanej przez efektory,
a na ile odpowiedziom obronnym zwigzanym z tzw. odpornoscia bazowa (PTI).

W pracy nr 1 badano, ktéra z postulowanych w literaturze drég biosyntezy NO odpowiada
za wzmozong emisj¢ tej czasteczki w infekowanych patogenem lisciach ziemniaka. Wykazano, ze

emisja NO obserwowana w lisciach ziemniaka w odpowiedzi na P. infestans. byta skorelowana w



czasie ze wzrostem poziomu transkryptu genu NR kodujacego reduktaze azotanows, jak i ze
zwigkszeniem aktywnos$ci enzymatycznej tego biatka. Dodatkowo zastosowanie wolframianu
(inhibitora NR) oraz L-NAME (inhibitora NOS-podobnej aktywnosci) pozwolilo na potwierdzenie
dominujgcego udzialu NR w biosyntezie NO w liciach ziemniaka w odpowiedzi na infekcje.

W pracy nr 2 Doktorantka wykazala dwufazowy przebieg emisji NO w infekowanych
lisciach ziemniaka odmiany odpornej. Pierwsze maksimum emisji NO przypadato na 3 godz. od
inokulacji, a drugi pik na 24 godz. od infekcji. W odmianie podatnej emisja NO byl nizsza i
wzrastala po 6 godz. od inokulacji. Wzrostowi syntezy NO w lisciach odmiany odpornej
towarzyszyl wzrost zawartosSci ONOO™ w porazonych tkankach. Ciekawym wynikiem
przedstawianym w pracy nr 2 skladajgcej si¢ na dysertacje jest analiza nitroproteomu lici obu
odmian ziemniaka. W profilu nitroproteomu lisci odmiany odpornej stwierdzono pojawienie sie
dodatkowego prazka, ktéry odpowiadal biatku podobnemu do subtylizyny o aktywnosci proteaz
serynowych. Nitrowanie tych bialek, prowadzace do obnizenia ich aktywnosci, moze mieé istotne
znaczenie w kontroli zasiggu aktywnego zamierania komérek ziemniaka podczas infekcji P,
infestans. W pracy tej Doktorantka analizowata réwniez ekspresje genéw kodujacych peroksydaze
tioredoksyny (TPx) oraz tioredoksyne (Thx). O ile przebieg zmian ekspresji Thx w lisciach obu
testowanych odmian ziemniaka byt -podobny (z opéznionym o 3 godz. wzrostem ekspresji Thx u
odmiany odpornej) wzor zmian ekspresji 7Px u obu odmian byl zupelnie inny. Prositabym o
przedyskutowanie tej kwestii w kontekscie roli jaka prawdopodobnie peinia TPx w regulacji
stezenia RNS w komorkach roélinnych.

Najbardziej interesujacym wynikiem prezentowanym w pracy nr 3, majacym znaczenie dla
przysztych badan, bylo wykazanie ze nitrowanie RNA/mRNA u roélin jest nie tylko markerem
uszkodzen kwaséw nukleinowych wywolanych przez akumulacje ONOO™ ale moze stanowi¢
selektywny proces potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw zaangazowanych w uruchamianie
i/lub regulacj¢ $mierci komoérek podczas HR. Nalezy przy tym wyraznie podkresli¢, ze jest to
pierwsze w literaturze doniesienie na temat nitracji kwaséw nukleinowych (RNA i mRNA) w
tkankach roslinnych. Prositabym o ustosunkowanie si¢ do kwestii ewentualnej mozliwosci
identyfikacji w przyszlosci transkryptow podlegajacych nitracji. Jestem takze ciekawa czy znane sa
jakies wyniki badan dotyczacych oksydacyjnych modyfikacji mRNA w tkankach roslin poddanych
stresom , w tym np. biotycznemu wynikajgcemu z porazenia patogenem.

W tym miejscu pragng wskaza¢, ze w kazdej z prac wyniki przedstawiono w sposéb jasny i
w logicznej kolejnoscei, zostaty one prawidlowo zinterpretowane oraz przedyskutowane z najnowsza
literaturg z zakresu tematu pracy. Dobor i sposob omawiania literatury przedmiotu oraz rzetelne

dyskutowanie z nig wlasnych wynikéw potwierdzajg wysoki poziom wiedzy Doktorantki w




zakresie biologii roslin. Sformulowane w rozprawie wnioski s3 adekwatne do uzyskanych
wynikOw i w pelni uzasadniane. Jako podsumowanie doktorantka zaproponowala pogladowy
schemat opisujacy sekwencje zdarzen metabolicznych podkreslajacy udziat ONOO™ w odpornosci
lisci ziemniaka na Phytophthora infestans.

Na zakonczenie mam drobne uwagi natury redakcyjnej odnoszace si¢ do omdwienia
wynikOw badan w dysertacji. Doktorantka pomimo wprowadzenia skrotow, wymiennie stosuje
skroty i pelne nazwy, co to szczegdlnie niezr¢czne w przypadku nadtlenoazotynu (ONOQO), ktory
jest gtéwnym bohaterem rozprawy. Chciatbym tez zwrdci¢ uwage, ze organy rosliny, tkanki czy
komorki podlegajg dziataniu danego zwiazku podawanego w réznych stezeniach, a nie jak pisze
Doktorantka poddanie roslin dziataniu danego stgzenia np. ONOO  wywoluje taki lub inny efekt.
Sugerowalabym takze stosowanie wyrazenia "tworzenie", "powstawanie” ONOO™ zamiast stowa
"generowanie", ktére jest dostownym tlumaczeniem z j. angielskiego. Wydaje si¢ by¢
nieuprawnione uzycie formuly "czasteczki macierzyste dla ONOO™ w odniesieniu do NO i O,". W
kilku miejscach pojawiajg si¢ niezrgcznosci jezykowe, lub literowki ktére zaznaczono w tekscie
dysertacji. W spisie literatury Doktorantka nie ustrzegta si¢ drobnych btgdéow edytorskich (np. brak
spacji, male litery w nazwach czasopisma, j. angielski stosowany zamiast j. polskiego przy

cytowaniach rozdzialéw z monografii).

Podsumowanie

1. Wysoko pod wzgledem merytorycznym oceniam napisane przez mgr Karoling Izbianskg
opublikowane oryginalne prace tworcze i zalaczony komentarz w jezyku polskim. Oméwienie
wynikéw i Podsumowanie sg generalnie dobrze napisane. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
Doktorantka stworzyta przejrzysty model oddzialywania ONOO™ w reakcji roslin na patogen, dajgc
tym wyraz nabycia umieje¢tnosci dokonania syntezy otrzymanych danych.

2. Mgr Karolina Izbianska w czasie realizacji celow pracy doktorskiej przeanalizowata bogatg
literature, co wskazuje na dobrg orientacj¢ w problematyce badawczej, swiadczy o tym takze
Wprowadzenie w omawianej dysertacji.

3. Doktorantka wykazala si¢ nie tylko wysokim poziomem wiedzy teoretycznej, ale takze
zdolnoscia opanowania bardzo réznych, skomplikowanych technik laboratoryjnych a takze
zmystem analitycznym potrzebnym 'do opanowania duzej liczby danych empirycznych.

4, Uzyskane przez Doktorantke wyniki zastuguja na zainteresowanie i uwage badaczy zajmujacych
si¢ tematykg dotyczaca odpowiedzi rodlin na stresy biotyczne, szczegblnie w kontekscie
metabolizmu reaktywnych form azotu.

5. Otrzymane przez Doktorantke bardzo interesujace wyniki zostaly opublikowane w prestizowych,



specjalistycznych czasopismach naukowych o wysokim wspolezynniku cytowalnosci, co wskazuje,
ze badania zostaty docenione takze przez recenzentow Plant Physiology and Biochemistry, Plant
Pathology i Frontiers in Plan Sciences.

Uwazam, ze oOlrzymane przez mgr Karoling Izbianska wyniki badan, stanowigce przedmiot
rozprawy doktorskiej, wnosza nowe informacje dla wspdlezesnej biologii roslin w zakresie
mechanizmow obronnych roglin aktywowanych w odpowiedzi na infekcje Phytophthora infestans,
a takze znacznie poszerzajg wiedze dotyczacg roli reaktywnych form azotu w regulacji szeregu
procesow w komérkach roslinnych.

Pragne réwnoczesnie podkresli¢, ze zawarte w recenzji nieliczne komentarze j sugestie nie

pomniejszajg wartosci merytorycznej pracy.

Whioski koricowe

W mojej ocenie rozprawa mgr Karoliny Izbianskiej spelnia wszystkie wymagania
ustawy o stopniach i tytulach naukowych. Na tej podstawie wnosze do Rady Wydzialu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o przyjecie przedstawionej
rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Karoliny Izbianskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Biorac pod uwage wklad pracy Doktorantki i zastosowanie szeregu metod badawczych

do realizacji celow pracy oraz ze wzgledu na nowatorstwo wynikéw badan wnioskuje o
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