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»Genotypic and phenotypic characterization of bacteria from Dickeya solani species and

development of novel control methods against phytopathogens*

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska wykonana zostala pod Kierunkiem
promotora, prof. dr hab. Ewy Lojkowskiej z Katedry Biotechnologii Mig¢dzyuczelnianego
Wydzialu Biotechnologii UG 1 GUMed w Gdansku. Promotorem pomocniczym jest dr inz.
Woijciech Sledz z tej samej jednostki, a kopromotorem prof. Alessio Mengoni z University of
Florence. Praca mgr Agaty Motyki-Pomagruk miesci si¢ w gldwnym nurcie prac badawczych
prowadzonych przez Promotora pracy, prof. Ew¢ Lojkowska dotyczacych wykrywania,
identyfikacji i badania zr6znicowania genetycznego bakteryjnych patogenoéw roslin.

Celem badan podjetych w pracy byl monitoring wystgpowania mikroorganizmow
z rodziny Pectobacteriaceae na terenie Polski w latach 2013-2014, a nastepnic analiza
bior6znorodnosci w obrebie jednego gatunku ztej rodziny Dickeya solani, na poziomie
fenotypowym i genetycznym i propozycja efektywnych metod eradykacji tych fitopatogenow.
Wsrod patogendow bakteryjnych powodujacych straty plonéw roslin uprawnych kluczowe
znaczenie majg wlasnie bakterie pektynolityczne, obecnie zaliczane do rodzajow
Pectobacterium i Dickeya. Szczegolnie gatunek Dickeya solani jest przedmiotem
zainteresowania naukowego, m.in. ze wzgledu na duza wirulencje izolowanych szczepow.

Bakterie z rodzaju Pectobacterium i Dickeya powoduja powszechnie wystgpujace choroby, takie



jak mokra zgnilizna, dotykajaca roézne rosliny uprawne oraz czarna ndzka ograniczona do
ziemniaka. Bakterie pektynolityczne stanowig duze zagrozenie gtownie dla plantacji ziemniaka
sadzeniaka, zarbwno w trakcie wegetacji roslin, jak i w czasie przechowywania plonéw. Notuje
sie z tego powodu bardzo duze straty ekonomiczne, mogace siega¢ nawet 20% plonu, nie tylko
w Polsce, ale i innych krajach europejskich. Jak dotad nie opracowano skutecznych metod
ochrony roslin przed drobnoustrojami powodujacymi czarng nézke i mokra zgnilizng. Stosuje
siec jedynie $rodki zapobiegawcze. Strategia ochrony ziemniaka przed bakteriami
pektynolitycznymi polega gldwnie na wezesnym wykrywaniu tych drobnoustrojow i eliminacji
materiatu nasiennego. Biorgc pod uwage, ze Polska jest siddmym co do wielkosci producentem
tego warzywa na S$wiecie, podjete przez Doktorantke badania dotyczace monitoringu
wystegpowania bakterii pektynolitycznych na terenie Polski, ich identyfikacji oraz szczegotowej
charakterystyki izolatow Dickeya solani, a co najwazniejsze zaproponowanie nowych,
skutecznych metod ich eliminacji sa celowe i w pelni uzasadnione. Mgr Agata Motyka-
Pomagruk podjeta si¢ realizacji tematu waznego nie tylko w aspekcie poznawczym, ale i
praktycznym. Nalezy zwr6ci¢é uwage, ze podjeta przez Doktorantke tematyka wymagata
zastosowania bogatego warsztatu metodycznego oraz wspoélpracy z innymi jednostkami
naukowymi, z czym mgr Agata Motyka —Pomagruk $§wietnie sobie poradzita.

Rozprawa doktorska mgr Agaty Motyki-Pomagruk jest napisana w jezyku angielskim i
obejmuje 204 strony, z podzialem tekstu na rozdzialy, o ukladzie typowym dla prac
doswiadczalnych. Praca ilustrowana jest 39 rycinami i 21 tabelami, zawiera cytaty z 414 pozycji
literaturowych. Ponadto Doktorantka przedstawita pozostaly dorobek naukowy w postaci
artykutdéw naukowych, zgloszen patentowych oraz wystapien konferencyjnych, stazy, a takze
realizacji projektow badawczych.

Pracg doktorska mgr Agaty Motyki-Pomagruk otwiera Streszczenie w jezyku angielskim
1 polskim, w ktorym Autorka bardzo dobrze podsumowala przeprowadzone wielokierunkowo
badania i uzyskane najwazniejsze wyniki.

Wstep pracy jest logicznie zaplanowany i zawiera dobrze dobrany, aktualny materiat
literaturowy (wlacznie z pracami z biezacego roku), na podstawie ktorego Autorka przedstawita
dotychczasowy stan wiedzy z zakresu prowadzonych badan i co najwazniejsze wykazata
celowos¢ ich prowadzenia. Doktorantka opisata szczegdélowo aktualng taksonomi¢ nowej
rodziny Pectobacteriaceae. Scharakteryzowata drobnoustroje nalezace do tej rodziny, z rodzaju
Dickeya 1 Pectobacterium, powodujace mokrg zgnilizng, okreslane jako SRP (Soft Rot
Pectobacteriaceae), uwzgledniajac W szczegotowym opisie czynniki ich wirulencji i drogi
transmisji. Szczegolny nacisk potozyta na opis, zarowno klasycznych, jak i nowoczesnych metod

molekularnych wykrywania i identyfikacji tych patogendw. Nastepnie opisata dotychczasowe



badania w zakresie monitoringu wystepowania tych szczepéw w Polsce, rozpoczete |
realizowane przez zespot prof. Lojkowskiej 1 wskazata kierunki rozwoju nowoczesnych metod
kontroli tych fitopatogenow. Moim zdaniem Doktorantka wykazata si¢ szeroka wiedza w
zakresie przedstawionej problematyki badawczej, a zagadnienia przedstawione we wstepie sg
bardzo dobrym podktadem teoretycznym do przeprowadzonych badan.

Cele pracy zostaty przez Doktorantke przedstawione bardzo klarownie, sformutowane w
trzech punktach i obejmujg: a) izolacje i identyfikacje mikroorganizméw z rodziny
Pectobacteriaceae na terenie Polski, b) szeroka charakterystyke bakterii w obrebie gatunku
Dickeya solani (z r6znych rejonéw geograficznych), na poziomie fenotypowym i genetycznym
w celu wyjasnienia mechanizmu molekularnego warunkujacego ich wirulencje, C) opracowanie
innowacyjnych, przyjaznych srodowisku metod eliminacji tych fitopatogenow.

Nastepne dwa rozdzialty Materialy oraz Metody sg przedstawione w sposob bardzo
czytelny, zawieraja peten wykaz badanych szczepoéw bakteryjnych, odczynnikow, podidz i
sprzetu oraz opis stosowanych technik badawczych. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
Doktorantka wykorzystala w swoich badaniach réznorodne techniki z zakresu analizy
biochemicznej, chromatograficznej i zaawansowane techniki molekularne i bioinformatyczne
oraz nowatorska metode eradykacji fitopatogenow oparta o wytadowania jarzeniowe
generowane pod ciSnieniem atmosferycznym, z wykorzystaniem ukladu reakcyjno-
wyladowczego, skonstruowanego na potrzeby tej pracy we wspéipracy z Politechnikg
Wroclawska. Swiadczy to 0 wszechstronnym podejsciu do badanego problemu, jak i wysokich
umiejetnosciach Doktorantki. Zaznaczy¢ takze nalezy wspolprace z innymi jednostkami w
zakresie analizy chromatograficznej, GLC, GLC-MS itechnik NMR, w celu okre$lenia struktury
LPS D. solani.

Zasadniczy rozdzial pracy Wyniki zostaly oméwione wraz z Dyskusja, co ulatwia ich
interepretacje¢ w bezposrednim odniesieniu do innych prac. Liczne dane eksperymentalne zostaty
dobrze przedstawione graficznie lub tabelarycznie i wyczerpujaco omoéwione.

W pierwszej czesci tego rozdziatu Doktorantka przedstawita wyniki badan dotyczace izolacji
bakterii pektynolitycznych (SRP) z materiatu roslinnego w latach 2013 i 2014, odpowiednio
z 248 i 283 probek z terenu Polski. Izolaty te zidentyfikowano réznymi technikami PCR jako
Pectobacterium carotovorum, Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium parmentieri i
Dickeya spp.. Ciekawym elementem pracy bylo dokonanie przez Doktorantk¢ analizy
poréwnawczej tych izolatow zizolatami bakterii SRP uzyskanymi przez zespot prof.
Lojkowskiej we wczesniejszych latach, 1996, 2005 i 2011. Dlugoterminowy monitoring

pozwolil na wskazanie gatunkow bakterii pektynolitycznych na plantacjach nasiennych



ziemniaka na terenie Polski dominujacych w poszczegdlnych latach. Analizujac materiat z lat
2013 i 2014 Doktorantka wykazala wyzsza populacj¢ bakterii z rodzaju Pectobacterium niz
Dickeya. Nastepnie Autorka dokonala szerokiej analizy pordwnawczej szeregu czynnikOw
biotycznych i abiotycznych mogacych mie¢ wplyw na obecno$¢ badanych grup bakterii
pektynolitycznych, takich jak wspotwystepowanie poszczegdlnych gatunkéw SRP w
pozyskanych materiatach roslinnych, obszar geograficzny, z ktérego pochodzity i zwigzane
z nim warunki klimatyczne, czas zbioru, rodzaj materialu roslinnego czy sposéb nawozenia.
Dane te dostarczylty cennych informacji dotyczacych rozkladu populacji bakterii
pektynolitycznych na terenie Polski, co moze by¢ wykorzystane w prewencji tych groznych
chordob ziemniaka.

W dalszej cze$ci Doktorantka skupita si¢ na szczegdlowej charakterystyce na poziomie
fenotypowym i genetycznym, 20 szczepoéw Dickeya solani, izolowanych na przestrzeni wielu lat
na roznych obszarach geograficznych. Wybor tego gatunku byt bardzo trafny, z uwagi na jego
niedawne wyodrebnienie oraz slabo poznane mechanizmy patogenezy tego drobnoustroju.
Wirulencja bakterii pektynolitycznych zwigzana jest przede wszystkim z wytwarzaniem
szerokiej gamy enzymoéw degradujacych sktadniki roslinnych $cian komorkowych: pektynaz,
celulaz 1 proteaz, ale takze wytwarzaniem biofilmu 1 sideroforéw oraz zdolnoscig do ruchu.
Doktorantka zastosowala caly wachlarz metod analitycznych do charakterystyki fenotypowej,
ktora obejmowata zarowno podstawe procesy fizjologiczne np. tempo wzrostu czy ruchliwos¢,
jak i cechy biochemiczne oraz kluczowe czynniki wirulencji m.in aktywnos$¢ enzymow
degradujacych Sciane komorkowsg roslin, formowanie biofilmu i analize struktury chemicznej
czesci O-swoistej LPS.

Niewatpliwym osiggnieciem Doktorantki bylo zaproponowanie zoptymalizowanej
procedury sktadania genoméw D. solani w oparciu o narzedzia bioinformatyczne dostepne on
line. Przeprowadzone analizy pozwolity na zlozenie de novo 6 genoméw D. solani. Ze wzglgdu
na che¢ porownania ztozonych de novo genoméw z genomami referencyjnymi, ich sekwencja
zostata rowniez pobrana w formacie FASTA i poddana analizie z zastosowaniem tych samych
narzedzi bioinformatycznych.  Autorka zastosowala, takze program dedykowany do
identyfikacji plazmidow (PlasmidFinder), nie wykazano jednak ich obecno$ci w analizie
badanych genoméw. W peli zamknigte genomy byty nastgpnie poddane analizie pordwnawcze;j
BLAST. Uzyskane wyniki potwierdzily, Zze genomy badanych organizméw s3a wysoce
konserwatywne, jak wczes$niej przypuszczano na podstawie analizy MLST, PFGE i in. , pomimo
zroznicowanej wirulencji. Przeprowadzono takze analizy pozwalajace na wyznaczenie dystansu
filogenetycznego pomigdzy analizowanymi szczepami. Na podstawie przeprowadzonych analiz

Doktorantka zaproponowata takze pangenom dla D. solani i przeprowadzifa jego funkcjonalna



analiz¢. Wykazala, ze struktura pangenomu D. solani charakteryzuje si¢ dominacja frakcji
rdzenia, jak rowniez relatywnie niewielkim udziatem genéw pomocniczych oraz unikatowych.
W oparciu o pelne sekwencje genomoéw przeprowadzono takze po raz pierwszy analizy
filogenetyczne. Godna podkres$lenia jest nie tylko doglebna analiza przeprowadzona na bazie
sekwencji genomow 22 szczepow D. solani, ale takze zaproponowanie zastosowania w tej

analizie nowych narzedzi informatycznych.

W tym miejscu chciatam zapytaé¢ Doktorantke czy nie rozwazala zastosowania
sekwencjonowania w technologii nanoporowej (MInION) w celu zlozenia sekwencji
kompletnych genomow? Prosze takze o wyjasnienie pojawiajacych si¢ rozbieznosci co do liczby

zsekwencjonowanych przez Doktorantke de novo genomow.

W ostatniej czgsci pracy Doktorantka podjeta udang probe opracowania dwoch nowych
metod eradykacji fitopatogenow, opartych 0 wyladowania jarzeniowe generowane pod
cisnieniem atmosferycznym (dc-APGD). Nalezy podkreslic, ze obydwie metody sa
przedmiotem zgloszenia patentowego, ktorego wspotautorka jest Doktorantka. We wspotpracy
z Politechnikg Wroctawskg skonstruowany zostal nowatorski uktad reakcyjno-wytadowczy do
generowania wyladowan typu dc-APGD. Opracowany uktad wykorzystano, zaréwno do
bezposredniego dzialania na zawiesing badanych fitopatogenow, jak i do syntezy sferycznych
nanoczastek srebra stabilizowanych za pomoca pektyn lub SDS. Podjeto takze probe wyjasnienia
mechanizmu dziatania systemu opartego na wytadowaniach dc-APGD na te fitopatogeny. Ta
strategia okazata sie trafna, uzyskano bowiem prawie 100% stopien eliminacji bakterii, co
uwazam za szczegOlnie cenne osiggniecie Doktorantki. Autorka dowiodla, ze wysoka
efektywnos¢ tego procesu wynika z aktywnosci reaktywnych from tlenu i azotu oraz emisji
promieniowania UV. Podobnie w drugiej metodzie, uzyskane nanoczastki srebra, stabilizowane
pektynami lub SDS, wykazaly silne dziatanie antybakteryjne.

Do tej czeSci pracy mam pytanie do Doktorantki o uzasadnienie doboru szczepoéw
wykorzystanych w tych badaniach i wyjasnienie dlaczego wykorzystano rézne szczepy bakterii
fitopatogennych w obydwu metodach. Ponadto ciekawi mnie czy Doktorantka probowata, lub
ma w dalszych planach, wyjasnienie mechanizméw dzialania nowosyntetyzowanych
nanoczastek np. metodami mikroskopii konfokalnej lub SEM, biorac pod uwagg, ze nanoczastKi
te moga powodowac zaburzenia w strukturze i przepuszczalnosci oston komorkowych.

Mgr Agata Motyka-Pomagruk uzyskata w swoich badaniach wiele bardzo interesujacych

wynikow, W podsumowaniu zwrécg uwage tylko na najwazniejsze osiagnigcia Doktorantki:



1. Stwierdzenie, na podstawie szeroko prowadzonego monitoringu wystepowania bakterii
pektynolitycznych na terenie Polski w latach 2013 i 2014, ze dominujagcymi bakteriami
byly szczepy Pectobacterium spp.

2. Przeprowadzenie szczegdtowej charakterystyki 20 szczepéw D. solani pochodzacych
z r6znych obszaréw geograficznych i wykazanie ich zdolnosci do efektywnej produkcji
czynnikow wirulencji i maceracji tkanek roslinnych. Pozwolilo to takze na wytypowanie
dwoch szczepdw o znaczaco nizszym poziomie wybranych czynnikoéw wirulencji.
Ponadto wykazanie, ze struktura czesci O-swoistej LPS modelowego szczepu D. dadantii
14 szczepow D. solani o zroznicowanej wirulencji jest identyczna.

3. Opracowanie zoptymalizowanej metody skladania genomow D. solani w oparciu o
narzedzia informatyczne, CO pozwolito na ztozenie de novo 6 genomow D. solani.

4. Opracowanie dwoch nowych, tanich i efektywnych metod eradykacji bakteryjnych
fitopatogenéw opartych na wytadowaniach typu dc-APGD, ktére mogg znalezé
potencjalne zastosowanie w eliminacji tych drobnoustrojow np. z ptynnych odpadow
poprodukcyjnych z sektora rolniczego.

Podsumowanie Autorka sformulowata w czterech punktach, w ktérych wykazala, ze
wszystkie cele badawcze zostaly zrealizowane.

Literatura jest wyjatkowo bogata, w liczbie 414 pozycji, zostala bardzo dobrze
wyselekcjonowana ze $wiatowego piSmiennictwa, zawiera zarOwno prace oryginalne, jak i

przegladowe, pochodzace w duzej czesci z ostatnich dziesigciu lat.

Podsumowujac moja oceng, uwazam, ze praca jest bardzo wartosciowa. Dodatkowo
zostata napisana w jezyku angielskim, co podniosto stopien trudnosci jej przygotowania.
O wysokim poziomie merytorycznym $wiadczy fakt, iz cze$¢ uzyskanych przez Doktorantke
wynikow zostala opublikowana w czterech bardzo dobrych czasopismach z listy JCR
(z punktacja MNiSW odpowiednio 30, 40, 35 i 35 punktow), w dwoch z nich mgr Agata Motyka-
Pomagruk jest pierwsza Autorka. Stwierdzam, ze opiniowana rozprawa doktorska mgr Motyki-
Pomagruk zawiera istotne elementy nowos$ci naukowej, a uzyskane wyniki poszerza wiedzg
z zakresu fitopatologii molekularnej. Pod wzgledem celowosci podjecia tematu, a takze
wykorzystanych metod analitycznych i uzyskanych wynikow praca w pehi spelnia wymogi
stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora. Ponadto bardzo wysoko oceniam dorobek
naukowy Doktorantki, ktora na tak wczesnym etapie kariery naukowej jest wspotautorky 18
publikacji, 46 doniesien konferencyjnych, dwoch zgloszen patentowych. Ponadto byla
kierownikiem projektu badawczego PRELUDIUM oraz brata udziat w realizacji 13 (!) innych



projektow. Na podkreslenie zastluguje takze odbycie przez Doktarantke az pigciu stazy
naukowych, na Uniwersytecie we Florencji, dwukrotnie na Uniwersytecie w Lyonie, w Norsk
Institutt for Biookonomi oraz Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach i Politechnice

Wroctawskie;j.

Biorac powyzsze pod uwage wnosze do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego
Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed w Gdansku o dopuszczenie mgr Agaty Motyki-
Pomagruk do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Rozprawa doktorska spelnia
wymagania przewidziane w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, a dorobek naukowy Doktorantki
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk Scistych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Pragne takze dodaé, ze biorgc pod uwage wartos¢ merytoryczng pracy, nowatorskie
koncepcje badawcze, zakres przeprowadzonych badan i ich potencjalne znaczenie
praktyczne oraz uwzgledniajac bardzo dobry dorobek naukowy Doktorantki wystepuje
do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed w Gdansku

z wnioskiem o wyréznienie Autorki recenzowanej rozprawy stosowna nagroda.
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