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Tytut rozprawy: Genotypic and phenotypic characterization of bacteria from
Dickeya solani species and development of novel control methods against
phytopathogens (Charakterystyka genotypowa i fenotypowa bakterii z gatunku
Dickeya solani oraz opracowanie nowatorskich metod ochrony roslin przed
patogenami bakteryjnymi)

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Motyki-Pomagruk
zostata wykonana w Katedrze Biotechnologii, Zaktadzie Ochrony i Biotechnologii Roslin
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem
promotora prof. dr hab. Ewy tojkowskiej oraz opiekg naukowg promotora pomocniczego dr.
inz. Wojciecha Sledzia. Kopromotorem rozprawy jest prof. Alessio Mengoni z Uniwersytetu
we Florenciji.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr A. Motyki-Pomagruk jest kontynuacjg i
rozwinieciem badan prowadzonych od wielu lat z duzym powodzeniem przez zespét prof.
Ewy tojkowskiej, ktéry uzyskat wiele istotnych danych dotyczgcych molekularnych podstaw
interakcji bakterii fitopatogennych z rodzajow Pectobacterium i Dickeya z ich roslinnymi
gospodarzami. Bakterie te wywotujg objawy chorobowe, zwane ,czarng ndzkg” i ,mokrg
zgnilizng” na ziemniakach i innych roslinach uprawnych, co powoduje duze straty
ekonomiczne w sektorze rolniczym. Z tych powodéw podjety temat badawczy jest stale
aktualny i bardzo wazny dla globalnej produkcji zywnosci.

Mgr Agata Motyka-Pomagruk podczas realizacji celu swoich badan mogta z

powodzeniem korzysta¢ z ogromnego doswiadczenia i bogatego warsztatu metodycznego
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zespotu, co przyczynito sie do uzyskania rozprawy doktorskiej na bardzo wysokim poziomie

naukowym i o duzych walorach poznawczych oraz aplikacyjnych.

Ocena formalna rozprawy
Rozprawa zostata napisana w jezyku angielskim i ma dos¢ typowy uktad dla tego

rodzaju prac. Zasadnicza czes¢ pracy liczy 198 stron i zawiera nastepujgce czesci:
streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), wstep, cel pracy, materiaty, metody, wyniki i
dyskusja, wnioski oraz bibliografia. Ponadto, dotgczono do rozprawy tabele z dodatkowymi
danymi, spis stosowanych skrotow oraz zyciorys naukowy Doktorantki. Rozprawa zostata
przygotowana w sposéb bardzo staranny i drobiazgowy; szczegdtowo zostaly opisane
poszczegdblne jej rozdziaty. W pracy zamieszczono liczne rysunki i tabele (fgcznie 39
rysunkéw oraz 21 tabel). Wstep pracy zawiera obszerny opis (35 stron) poszczegdlnych
zagadnien zwigzanych z tematem pracy, logicznie uporzadkowanych i wiasciwie
wprowadzajgcych w tematyke badawczg. Cel pracy zostat sformutowany przez Autorke
precyzyjnie, a w rozdziatach Materialy i Metody zostaty bardzo szczegétowo opisane
szczepy i inne materiaty wykorzystane do badan oraz zastosowane metody (43 strony).
Pragne w tym miejscu podkresli¢ bardzo bogaty warsztat badawczy Doktorantki, obejmujgcy
szeroki wachlarz technik z zakresu mikrobiologii, biochemii, biologii molekularnej, genomiki i
bioinformatyki. Rozdziat obejmujgcy wyniki zostat bardzo szczegoétowo opisany przez
Doktorantke (77 stron), a uzyskane przez Nig dane stanowig oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i oprécz waloréw poznawczych, majg duzy potencjat aplikacyjny.
Wyniki zostaly opisane w sposob logicznie uporzadkowany i oméwione w odniesieniu do
najnowszych danych literaturowych z tego zakresu. Ze wzgledu na bardzo duzg ilos¢
réznorodnych wynikéw i ztlozono$¢ tego tematu badawczego rozdzielenie tego dtugiego
rozdzialu na dwa odrebne rozdzialy zawierajgce wyniki i dyskusje byloby zasadne i

utatwitoby recenzentowi analize uzyskanych wynikow.

Ocena merytoryczna rozprawy
Rozprawa doktorska mgr A. Motyki-Pomagruk zawiera obszerny rozdziat Wstep, w

ktérym Autorka szczegdlowo opisata zagadnienia zwigzane z tematem pracy. Najpierw
Doktorantka podata najwazniejsze dane dotyczgce taksonomii i ogdlnej charakterystyki
bakterii pektynolitycznych (soft rot Pectobacteriaceae, SRP). Nastepnie scharakteryzowata
czynniki wirulencji bakterii SRP, w tym enzymy degradujgce $ciane komoérkowg roslin
(PCWDE), siderofory, lipopolisacharydy (LPS) i inne struktury powierzchniowe. Ostatnia
czesC Wstepu zostata poswiecona charakterystyce chorob wywotywanych przez SRP i ich
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znaczenia ekonomicznego oraz aktualnego stanu wiedzy na temat sposobow detekcji i
identyfikacji tych bakterii. Opis poszczegdlnych zagadnieh we Wstepie prowadzi w jasny
sposob do sformutowania celu pracy.

Celem rozprawy bylo ustalenie czestosci wystepowania réznych gatunkéw bakterii
pektynolitycznych w Polsce w latach 2013-2014 oraz ocena bioréznorodnosci wyizolowanych
w tym okresie szczepdw Dickeya solani. Dodatkowo, Doktorantka podjeta sie préby
wykorzystania uzyskanych wynikéw do opracowania nowych metod ochrony roslin przed
tymi fitopatogenami. Cel pracy zostat w petni zrealizowany, a otrzymane wyniki mogg zostaé
z duzym powodzeniem wykorzystane do eradykacji tych bakterii z réznych ptynnych
odpaddéw pochodzenia rolniczego. Cel pracy zostat osiggniety poprzez realizacje trzech
gtébwnych zadah badawczych.

Pierwsze zadanie dotyczyto ustalenia czestosci wystepowania bakterii SRP w Polsce
w okresie dwoch lat (2013-2014) i okreslenia przynaleznosci gatunkowej wyizolowanych
szczepow. Doktorantka przebadata bardzo duzg liczbe prébek roslinnych otrzymanych z
réznych regionéw Polski (z 11 wojewoddztw, fgcznie 581 probek), z ktérych wyizolowata
blisko 200 szczepdéw pektynolitycznych. Analiza molekularna tych izolatow wykazata, ze
najczesciej wystepujgcymi gatunkami SRP na obszarze Polski byty: Pectobacterium
atrosepticum, P. carotovorum, P. parmentieri i Dickeya spp. Sposrdd nich najliczniejsze byty
izolaty nalezgce do gatunku P. atrosepticum (26% w 2013 i 38% w 2014), P. carotovorum
(36% i 31%) i P. parmentieri (32% i 22%), natomiast najmniej liczne byly szczepy Dickeya
spp. (7% i 8%). Na podkreslenie zastuguje fakt, iz Doktorantka po raz pierwszy dokonata
identyfikacji szczepéw SRP wyizolowanych w Polsce i zaklasyfikowania ich do gatunku P.
parmentieri, gdyz wczesniej stosowane techniki detekcji nie pozwalaty na rozréznienie
gatunkéw P. carotovorum i P. parmentieri. Ponadto, Doktorantka zaobserwowata ciekawe i
dos¢ czesto wystepujgce zjawisko koinfekcji roslin przez bakterie SRP, przy czym, co
ciekawe, nie wykryto koinfekcji przez gatunki P. atrosepticum i Dickeya. Co zdaniem
Doktorantki moze by¢ przyczyng tego zjawiska? Autorka wykazata réwniez, ze liczebnosé
bakterii SRP na polach uprawnych charakteryzowata sie sezonowoscig (najwiecej izolatow
uzyskano w lipcu 2013 i 2014 r.), natomiast warunki klimatyczne nie miaty znaczgcego
wptywu na profil populacji tych bakterii.

Drugie zadanie badawcze dotyczyto szczegotowej charakterystyki molekularnej i
fenotypowej szczepdw nalezgcych do gatunku Dickeya solani, uzyskanych podczas realizaciji
pierwszego zadania. Doktorantka przeprowadzita analize porownawczg szczepdw z regionu
Polski oraz innych krajow Europy (przebadano tgcznie 20 szczepow, w tym 11 krajowych i 9

ol e

]
R



'UMCS

szczepow zagranicznych). Autorka wykazata, ze liczebno$¢ szczepow Dickeya na obszarze
Polski byta na dos¢ statym poziomie w badanym okresie i stanowita mniejszo$¢ populacji
bakterii SRP, podobnie jak w innych krajach europejskich. Doktorantka scharakteryzowata
szereg wiasnosci fenotypowych tych szczepdw (m.in. efektywno$é maceracji tkanek
roslinnych, zdolnos¢ syntezy réoznych enzymow, w tym pektynaz, celulaz i proteaz, tworzenia
biofilmu, dynamike wzrostu i ruchliwo$¢ bakterii). Wigkszos¢ badanych szczepow D. solani
charakteryzowata sie podobnymi wiasnosciami fenotypowymi, jedynie w przypadku
oznaczen ruchliwosci typu ,swarming” oraz tworzenia biofilmu zaobserwowano wigksze
zréznicowanie w obrebie populacji. Wyjatek stanowity szczepy IFB0223 pochodzacy z
Niemiec i IFB0455 pochodzacy z Izraela, ktorych efektywnos¢ maceracji tkanek byta niska i
zblizona do efektywnosci szczepu kontrolnego D. dadantii. Szczepy te wykazywaty réwniez
duzo nizszg aktywnos¢ enzyméw PCWDE (szczegdlnie proteaz), wytwarzaty znacznie mniej
biofilmu oraz sideroforéw i charakteryzowaty sie najmniejszg dynamikg wzrostu sposréd
badanych izolatéw. Dlatego mozna przypuszczac, ze nizsze wartosci badanych parametrow
uzyskane dla tych szczepow moga wynika¢ z ich wolniejszego tempa wzrostu. Prositabym o
wyjasnienie co moze by¢ przyczyng tego zjawiska (m.in. w oparciu o dane uzyskane przez
Doktorantke w wyniku przeprowadzonych analiz poréwnawczych genoméw D. solani)? W
odniesieniu do zastosowanej metodyki, prositabym o informacje dlaczego oznaczenie
tworzenia biofilmu zostato wykonane w temperaturze 18°C, podczas gdy oznaczenia innych

cech fenotypowych tych bakterii zostaty wykonywane w 28°C?

Mgr A. Motyka-Pomagruk uzyskata rowniez bardzo ciekawe wyniki dotyczace
struktury chemicznej OPS LPS tych bakterii. Wykazano zadziwiajgcg jednorodnosé budowy
tych makromolekut, co zostato udowodnione dla czterech szczepéw (IFB0099, IFB0123,
IFB0158 i IFB0223), réznigcych sie pochodzeniem oraz efektywnoscia maceracji tkanek
roslin. OPS tych szczepow jest identycznie zbudowany jak w szczepie referencyjnym D.
dadanti 3937 i sktada sie z monomeréw 6-deoksy-D-altrozy. Czy zdaniem Doktorantki taka
budowa OPS moze mie¢ znaczenie w adaptacji tych bakterii do srodowiska glebowego i/lub
ich interakcji z gospodarzem roslinnym?

W dalszej czesci badan Doktorantka przeprowadzita bardzo szczegoétowg analize
sekwencji 22 genomoéw D. solani i uzyskata szereg bardzo interesujgcych i wartoSciowych
wynikow. W ramach niniejszej pracy opracowano réwniez metode sktadania i anotacji
genomow, ktorej zastosowanie umozliwito ziozenie dziesieciu oraz zamknigcie szesciu

sktadanych de novo sekwencji genomowych tych bakterii. Tg czesS¢ wynikow uwazam za
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szczegOllnie cenng, gdyz przyczynity sie one do scharakteryzowania i zamknigcia
pangenomu D. solani. Ponadto, zostat okreslony profil genetyczny pangenomu tego gatunku
bakterii. Doktorantka wykazata, ze najwiekszg cze$¢ pangenomu stanowig geny nalezgce do
grup funkcjonalnych COG: R, K, E i G, zwigzanych z ogdlnymi funkcjami bakterii,
transkrypcja, transportem i metabolizmem cukrow oraz aminokwasow. Zidentyfikowane
zostaty rowniez geny unikatowe pangenomu D. solani. Mgr A. Motyka-Pomagruk wykazata
bardzo duzg jednorodno$¢ genomow bakterii nalezgcych do tego gatunku (niemal 100%
identycznos¢ sekwencji genomow i bardzo wysokg syntenig) oraz brak plazmidéw. W tym
miejscu chciatabym zapytaé Doktorantke jakie to moze to mie¢ znaczenie dla wirulencji i/lub
konkurencyjnos$ci tych bakterii w Srodowisku?

Kolejnym zagadnieniem badawczym bylo opracowanie nowych metod eliminaciji
bakterii SRP z ptynnych odpaddéw pochodzgcych z sektora rolniczego. Doktorantka opisata w
pracy dwie metody wykorzystujgce wytadowania jarzeniowe generowane pod cisnieniem
atmosferycznym (direct current atmospheric pressure glow discharge, dc-APGD). W
pierwszej metodzie zastosowano specjalnie skonstruowany przeptywowy ukiad reakcyjno-
wytadowczy, zas w drugiej metodzie wykorzystano nanoczgsteczki srebra stabilizowane za
pomocg pektyn lub SDS, uzyskane z zastosowaniem wymienionych powyzej wyladowan
jarzeniowych. Wysoka skutecznos¢ pierwszej metody potwierdzono dla bakterii Clavibacter
michiganensis, D. solani, P. atroseticum, P. carotovorum oraz Xanthomonas campestris i
wykazano, ze wynikata ona z aktywnosci powstajgcych reaktywnych form tlenu i azotu oraz
emisji promieniowania UV. W drugiej metodzie przebadano antybakteryjne witasciwosci
dwoch form nanoczgsteczek srebra i ustalono, ze czgsteczki stabilizowane SDS (SDS-
AgNPs) byly bardziej skuteczne w hamowaniu wzrostu fitopatogenédw od form
stabilizowanych pektynami (PEC-AgNPSs).

Podsumowujgc, chciatabym pokresli¢ szeroki zakres prac przeprowadzonych przez
mgr A. Motyke-Pomagruk. Doktorantka w trakcie realizacji badan zgromadzita duzg ilos¢

bardzo wartosciowych wynikdéw i poczynita wiele ciekawych obserwacji.

Za najwazniejsze osiggniecia tej rozprawy uwazam:
e wykazanie duzej stabilnosci populacji szczepéw SRP na obszarze Polski w badanym
okresie (lata 2013-2014) oraz wykazanie, ze szczepy D. solani stanowig dos¢ staty i

nieznaczny odsetek tej populacji
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e ustalenie struktury chemicznej OPS LPS dla 4 szczepdéw D. solani (IFB0099, IFB0123,
IFB0158 i IFB0223) i wykazanie identyczno$ci ich budowy w porownaniu do OPS
szczepu referencyjnego D. dadantii 3937

e opracowanie metody sktadania i anotacji genomoéw, ktorej zastosowanie umozliwito
ztozenie 10 i zamkniecie 6 skladanych de novo sekwencji genomow D. solani; wykazanie
bardzo duzej jednorodnosci genomow bakterii nalezgcych do tego gatunku (niemal 100%
identycznos¢ sekwencji genomow, bardzo duza syntenia oraz brak plazmidow)

e scharakteryzowanie i zamkniecie pangenomu D. solani

e opracowanie dwoch metod skutecznych w usuwaniu SRP z ptynnych odpadéw lub

innych cieczy bedgcych nosnikami tych bakterii.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt bardzo duzej aktywnosci naukowej mgr A.
Motyki-Pomagruk. Doktorantka jest wspotautorem 18 prac opublikowanych w czasopismach
z listy JCR, 46 komunikatéw zjazdowych oraz 2 patentéw krajowych. Byta réwniez
wykonawcg w kilkunastu projektach badawczych oraz kierownikiem projektu Preludium 11.
Badania przeprowadzone w ramach tej rozprawy byly finansowane z funduszy dwdéch
projektéw Narodowego Centrum Nauki (Harmonia 6 i Preludium 11) oraz Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) (stypendium za wybitne osiggniecia oraz w ramach
Polsko-Wioskiej wspotpracy). Czesé wynikdow zawartych w prezentowanej rozprawie
doktorskiej zostato opublikowanych w kilku prestizowych czasopismach zagranicznych, z
ktérych w dwoch mgr A. Motyka-Pomagruk jest pierwszym autorem (New Biotechnology
2017, 39:181-189; Biotechnology and Bioengineering 2018, 115/96/0, 1581-1593). Prace te
posiadajg wysoki wspétczynnik oddziatywania i wysoka liczbe punktow MNiSW, co wskazuje

na ich znaczgcg wartos¢ naukows.

Whniosek koncowy
W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
stanowi w petni oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza ogolng wiedze mgr
Agaty Motyki-Pomagruk i Jej umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych.
Wartos¢ naukowa rozprawy doktorskiej mgr A. Motyki-Pomagruk przyczynita sie do
znaczacego wzbogacenia wiedzy na temat genetycznych i fenotypowych cech populacji
szczepow Dickeya solani. W mojej ocenie, rozprawa ta spetnia warunki stawiane rozprawom
doktorskim, okreslone w Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o
Stopniach i Tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. z 2003 r., Nr 65, poz.
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595, z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Rady Naukowej
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Agaty
Motyki-Pomagruk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage szeroki zakres prowadzonych badan, wartosc
naukowg uzyskanych wynikéw, ich potencjat aplikacyjny oraz opublikowanie czesci z
wynikéw w prestizowych czasopismach zagranicznych, wnioskuje do Rady Naukowej
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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