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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Sabiny Zotedowskiej

pt. Characterization of the biodiversity and pan-genome of plant pathogenic bacteria from
Pectobacterium parmentieri species (Charakterystyka bior6znorodnosci i pan-genomu

bakteryjnych patogenoéw roslin z gatunku Pectobacterium parmentieri)

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Sabiny Zoledowskiej zostata
wykonana w Katedrze Biotechnologii, Zaktadzie Ochrony i Biotechnologii Roslin
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, pod kierunkiem i opieka
naukowg promotora prof. dr hab. Ewy Lojkowskiej oraz promotora pomocniczego dr. inz.
Woijciecha Sledzia. Kopromotorem rozprawy jest prof. Alessio Mengoni z Uniwersytetu
Florenckiego. Celem pracy byta charakterystyka biordznorodnosci krajowej populacji
fitopatogenow z gatunku Pectobacterium parmentieri oraz poznanie struktury genomu oraz
pangenomu co jest kluczem do zrozumienia bioréznorodnosci wewnatrzgatunkowe;j.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr S. Zoledowskiej jest naturalng kontynuacjg i
rozwini¢ciem badan realizowanych przez zespdt prof. Ewy Lojkowskej, ktory cieszy sie
uznaniem mikrobiologéw na S$wiecie, dostarczajac wiele oryginalnych i1 wartoSciowych
danych dotyczacych molekularnych podstaw bioréznorodnosci fitopatogenéw z rodzaju
Dickeya i Pectobacterium. Praca Doktorantki w tym zespole oraz mozliwos¢ korzystania z
doswiadczenia i bogatego warsztatu badawczego, zaowocowaly rozprawa doktorska na
wysokim poziomie naukowym i o duzych walorach poznawczych.

Na prace doktorska skladajg sie dwa, wspdlne tematycznie artykuly naukowe, oba

opublikowane w 2018 roku, w czasopismach indeksowanych w bazie JCR, tj. Plant Disease



(IF=2.941, 35 pkt MNiSW) oraz BMC Genomics (IF= 4.257, 35 pkt. MNiSW). W obu
pracach Pani mgr S. Zotedowska jest pierwszym autorem. Dysertacje uzupelniaja:
streszczenie (w jez. angielskim i polskim), rozdzial, w ktérym przedstawiono cel naukowy i
omdéwiono otrzymane wyniki (w jez. angielskim) oraz bibliografia. Do pracy doktorskiej
dolaczono os$wiadczenia wspotautorow publikacji, ktoére jednoznacznie wskazuja na
dominujacg role doktorantki w przeprowadzeniu cze¢sci eksperymentalnej badan, opracowaniu
wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptéw do publikacji.

Ponadto, z informacji dotaczonej do rozprawy doktorskiej wynika, ze Pani mgr S.
Zotedowska jest wspolautorka 9 publikacji, ktére nie wchodza w sktad rozprawy doktorskiej,
ale ktére swoja ogo6lng tematyka badawcza koresponduja z t3 podjeta w dysertacji.
Doktorantka swoje osiggni¢cia prezentowata takze, w formie ustnej lub plakatowej, na
krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych (w sumie szesciu). Podczas
studiéw doktoranckich Pani mgr S. Zotedowska odbyla 4-miesigczny staz naukowy (w 2016
1 2018 roku) w laboratorium kierowanym przez prof. Alessio Mengoni, kopromotora
rozprawy doktorskiej. Przekazane informacje $wiadczg o duzej aktywnosci 1 znacznym

dorobku naukowym Doktorantki.

Doktorantka uczestniczyta w realizacji trzech miedzynarodowych projektéw badawczych, we
wspdlpracy z zepotem naukowcdéw z Francji (w latach 2014-2016), Wioch (w latach 2015-
2019) oraz Norwegii, (w 2014-2016). Fundusze na ich realizacj¢ pochodzily z dwoch grantéw
NCN Harmonia, ktorych kierownikiem byta prof. Ewa Lojkowska oraz NCBiR POTPAT, w
ramach wspétpracy Polsko-Norweskiej, kierownikiem byt dr hab. Robert Czajkowski z IFB
UG 1 MUG. Ponadto, Doktorantka byla wykonawcg w projekcie NCN OPUS, kierowanym
przez prof. E. Lojkowska, a takze beneficjentkg rocznego grantu Uniwersytetu Gdanskiego
dla miodych naukowcow (2016). Wszystkie projekty dotyczyly fenotypowej i molekularne;j
charakterystyki fitopatogendw z rodzaju Dickeya i Pectobacterium, struktury i funkcji

genomow szczepOw/izolatéw nalezacych do tych rodzajow.



Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej
Rozprawa doktorska mgr S. Zotedowskiej, na ktérg skladajg sie dwie, spojne tematycznie
prace, jest udang proba kompleksowego zbadania bioréznorodnosci krajowej populacji
szczepdw Pectobacterium parmentieri, izolowanych w 2013 1 2014 roku, a takze dokonania
charakterystyki pangenomu tego gatunku. Cele badan postawione zostaly w sposéb jasny i
przemyslany.
Podjecie tej tematyki uwazam za zasadne z kilku powodoéw. Po pierwsze, P. parmentieri, po
wielu taksonomicznych roszadach, zostal nowo wyodrebnionym gatunkiem bakterii
pektynolitycznych, o specyficznosci (zgodnie z istniejacym stanem wiedzy) ograniczonej do
ziemniaka. Zmiany taksomiczne, ktore dokonaty si¢ w ostatnich latach, i ktére dotyczyly P.
parmentieri, a takze wyzszych jednostek taksonomicznych tj. rodzaju Dickeya 1
Pectobacterium, byly mozliwe dzieki zastosowaniu nowych narzedzi 1 metod
diagnostycznych, opartych glownie o analizy genomowego DNA. Kolejnym, waznym
powodem do podjecia badan o tej tematyce, to ekonomiczne aspekty zwiazane z infekcjami
materiatu roslinnego szczepami P. parmentieri. P. parmentieri jest gatunkiem bakterii
pektynolitycznych atakujgcym ziemniak, ktéry pod wzgledem znaczenia gospodarczego jest
czwartg rosling $wiata. Co wigcej, infekcje P. parmentieri maja charakter globalny, a szczepy
sg wykrywane w Europie, Ameryce Polnocnej, Afryce, Azji i Nowej Zelandii. Dlatego tez
choroby, rozwijajace sie w efekcie infekcji tym gatunkiem, zwane zwyczajowo ,,czarng ndzka
(ang. black disease) oraz ,,mokrg zgnilizng (ang. soft rot disease) i dotyczace odpowiednio
pedéw oraz bulw ziemniaka, mogg powodowac ogromne straty w rolnictwie Swiatowym.
Mimo, ze badania podjete w rozprawie doktorskiej bezposrednio nie rozwiaza problemu
zakazen ziemniaka, to pozwolg na monitorowanie populacji 1 lepsze zrozumienie
patofizjologii i ekologii tego gatunku, co jest gtdéwnym motywem podjetych badan.
Z duzym zainteresowaniem przeczytatam rozprawe i chciatam podkresli¢ wyjatkowa spéjnosé
tematyczng badan, prezentowanych w obu publikacjach.
Pierwsza z prac wchodzgca w skiad dysertacji (opublikowana w Plant Disease) zawiera
analize bioréznorodnosci oraz struktury populacji 85 szczepdbw P. parmentieri,
wyizolowanych z materiatu ro$linnego, z objawami czarnej n6zki lub mokrej zgnilizny,
pochodzgcego z plantacji ziemniaka i zebranego w roku 2013 i 2014 przez odpowiednie
stuzby fitosanitarne. Badania obejmowaly ocen¢ potencjalu patogenicznego szczepow P.
parmentieri, analize struktury genetycznej szczepéw P. parmentieri oraz ich pokrewienstwa
filogenetycznego. Waznym etapem byl usprawnienie diagnostyki poprzez opracowanie

metody genotypowania pozwalajace] na roznicowanie wewnatrzgatunkowe szczepow P.
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parmentieri. W oparciu o analize sekwencji REP, w obrgbie gatunku wyodrebniono pigé
genotypow (I-V). Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze genotyp I P. parmentieri jest
najczestszym wsrod wszystkich analizowanych. Analiza filogenetyczna genu recA
umozliwita wyréznienie dwoch kladéw. Genetyczne réznice migdzy izolatami P. parmentieri
mogg stanowi¢ podstawe do S$ledzenie rozprzestrzeniania poszczegdélnych wariantéw do

roéznych krajow, czy regiondw geograficznych.

Analizujac rozprawe Pani mgr S. Zoledowskiej nasuneto mi si¢ kilka pytan, na ktére nie

znalazlam odpowiedzi.

1. W pracy nie ma informacji o geograficznej lokalizacji plantacji w Polsce, skad pochodzit
material do badan i o odmianach ziemniaka (wczesna, Sredniowczesna, pézna). Czy taka
informacja nie pomoglaby w analizie otrzymanych wynikéw i ustaleniu zaleznosci miedzy
czynnikami takimi jak odmiana ziemniaka, temperatura, wilgotno$¢, rodzaj gleby a selekcja
okreslonych patotypow, biotypow, a moze ekotypow?

2. Jak wynika z badan, prewalencja zakazen ziemniaka gatunkiem P. parmentieri wynosita
~16% w 2013 roku i ~13% w 2014. Ponadto, P. parmentieri stanowi znaczng czes$¢ populacji
wszystkich bakterii pektynolitycznych izolowanych z ziemniaka. Jestem ciekawa czy na tym
samym materiale roslinnym z objawami ,,czarnej n6zki” lub mokrej zgnilizny szczepy P.
parmentieri wystepowaty w kombinacji z innymi pektynolitycznymi patogenami? Jesli tak, to
jaka mamy pewno$¢, ze objawy chorobowe sg wynikiem infekcji P. parmentieri ?

3. Sednem badan populacyjnych i epidemiologicznych jest analiza tzw. wspdtzmiennosci
czyli jak wiasciwosci bakterii, obecno$é okreslonych czynnikéw wirulencji, itp. majg wplyw
na przebieg zakazenia i wystgpienie choroby. W tym konteks$cie mam pytanie, jak Pani
wytlumaczy fakt, ze wéréd badanych izolatow P. parmentieri zidentyfikowano szczep JFB
5611, wyizolowany z pedu ziemniaka z objawami czarnej nozki, ktéry nie wykazywat
aktywnosci pektynolitycznej, celulolitycznej oraz proteaz i nie byt zdolny do maceracji tkanki
ziemniaka in vitro. Czy taki izolat mdgl wywota¢ chorobe - czarng nézke?

Czy do gatunku P. parmentieri mogg naleze¢ szczepy saprofityczne, podobnie jak to ma
miejsce wérdd niektorych gatunkoéw bakterii patogennych dla ludzi 1 zwierzat.

4. Kolejne pytanie dotyczy badania polimorfizmu szczepdw P. parmentieri. W dysertacji, w
celu okreslenia zmiennos$ci gatunku P. parmentieri jak 1 populacji wykorzystano technike
REP-PCR opartg o réznice w wielkosci oraz liczbie kopii pozagenowych powtdérzonych
sekwencji palindromowych. Czy site dyskryminacyjng REP-PCR weryfikowano wzgledem
innych metod? Jak wygladaty wyniki?

5. Sugerowatabym dla wyliczenia mocy réznicujacej profili REP-PCR 1 polimorfizmu SNP
zastosowa¢ indeks numeryczny dla kazdej metody, tj. indeks GDI (genetic diversity index)
oraz HGDI (Hunton and Gaston discriminatory index), wyliczony dla kazdej metody osobno
oraz wspOlnie. Taka analiza pozwala na poréwnywanie réznych metod ze soba i ich sily
dyskryminacyjnej.



6. Jak Pani wytlumaczy obecnos$¢ na tej samej roslinie szczepoéw P. parmentieri o réznym
profilu REP-PCR i polimorfizmie SNP w sekwencji rec4 7?

Z obowigzku recenzenta chciatabym zwroci¢ uwage na kilka niescistosci ktére pojawily sie w
tekscie pracy.

1. Nie do konfica wiadomo jaka liczba szczepdw P. parmentieri izolowanych w latach 2013-
2014) podlegala badaniom. W pracy pojawia si¢ informacja, ze z 85 izolatdéw 78 poddano
szczegdtowej analizie. Tymczasem z tabeli nr 1 wynika, Ze analiz¢ REP-PCR
przeprowadzono dla 85 izolatéw, a SNP dla 77 (85-8 NT+NE). Liczba szczepdw, ktore
poddano ocenie fenotypowej wynosita 77, tj. 39 w 2013 1 38 w 2014 (Fig. 4).

2. Przy opisie polimorfizmu SNP mylnie podano nazwy substytucji, tj. G-A 1 C-T to
tranzycja zamiast transwersja, jak jest w pracy , a T-A to transwersja, a nie tranzycja.

3. Przy charakterystyce fenotypow (str. 158) podano, ze szczep P. parmentieri SCC3193
charakteryzuje sie najwiekszg ruchliwos$cig typu swarming, tymczasem na Fig. 4 jest to P.
wasabiae CFBP3304.

4. Brak w publikacji suplementu zawierajacego Fig. 1-7. Na szczg$cie znalaztam te materiaty
dotaczone do rozprawy doktorskiej. Duze trudnosci sprawila mi analiza Fig. 4 i 5, ze wzgledu
s zbyt malg czcionke zastosowang do opisu rycin.

Tematyka podjeta w drugiej pracy, opublikowanej w BMC Genomics (2018), dobrze
koresponduje z zagadnieniami prezentownymi w pierwszej omowionej publikacji i
koncentruje si¢ na poznaniu molekularnych podstaw wewnatrzgatunkowej zmiennosci P.
parmentieri. Praca przynosi tez odpowiedzi na niektére pytania nasuwajgce sie podczas
lektury pierwszej publikacji.

Praca opublikowana w BMC Genomics jest obszerna, bardzo dobrze opracowang
prezentacjg wynikéw sekwencjonowania i ztozenia de novo 12 genomoéw P. parmentieri, W
tym 10 kompletnych. Praca ta jest wymownym znakiem obecnych czaséw, a wigc mozliwosci
przeprowadzenia sekwencjonowania nowej generacji NGS, zwigkszenia dokfadnosci
odczytow oraz dostepnosci odpowiednich narzedzi bioinformatycznych, ktére pozwalajg na
zlozenie mapy genowej od podstaw (bez odnoszenia si¢ do sekwencji referencyjnej).
Chciatam podkresli¢ fakt, ze te nowatorskie, ale kosztowne badania mogly by¢ zrealizowane
dzieki finansowemu wsparciu (granty) oraz opiece promotoréw z Polski i kopromotora, prof.
Allessio Mengoni z Wtoch.

Wybor szczepow P. parmentieri do zsekwencjonowania i zlozonia de novo 12
genoméw nie byl przypadkowy ale poprzedzony analiza potencjatu patogenicznego

szczepdw, ktora pozwolita na wytypowanie tych, ktore wykazywaty znaczace fenotypowe



réznice odnosnie stopnia maceracji tkanki roslinnej, aktywnosci enzyméw PCDWE (Plant
Cell Wall Degrading Enzymes), ruchliwosci, produkcji sideroforéw czy tworzenia biofilmu.
Ztozenie de novo map genowych, bylo punktem wyjscia do analizy struktury i
organizacji informacji genetycznej, umozliwito odczytanie wielkosci genoméw, % par GC,
zidentyfikowania ORF6w, sekwencji niekodujacych i regulatorowych czy sekwencji
powtérzonych. Zdefiniowano takze inne sktadowe, w tym jeden plazmid oraz ruchome
elementy genetyczne, zintegrowane z chromosomowym DNA. Kluczem do zrozumienia
wewnatrzgatunkowej zmiennosci byly analizy poréwnawcze genomow. Do tej analizy oprocz
12 zsekwencjonowanych de novo genomoéw wiaczono trzy, dostgpne w bazie danych
GenBank, szczepu P. parmentieri z Francji i dwoch referencyjnych, z Finlandii oraz USA.
Poréwnujac 15 sekwencji genomowych zdefiniowano pangenom gatunku P. parmentieri
wykazujac przy tym ze az 47% pangenomu stanowi zbidér gendéw pomocniczych i
unikatowych. Bazujac na ustaleniach o mozliwosciach nabywania egzogennego DNA oraz
obecnosci duzej liczby rRNA wykazano, ze pangenom ma charakter ,,otwarty” oraz
charakteryzuje si¢ duzg zmiennoscig. Jak sugeruja badania, zmienno$¢ genomu jest w duzej
mierze uwarunkowana obecnoscig ruchomych elementow genetycznych oraz ich udzialem w
horyzontalnym transferze gendéw. Funkcjonalna adnotacja frakcji pangenomu dostarczyta
bardzo interesujgcych i warto$ciowych danych, ktore pozwolity na poszerzenie wiedzy o P.
parmentieri i wyciggnieciu wnioskdéw, ze ogromna plastycznos¢ genomu moze odpowiadaé
za obserwowane fenotypowe réznice, a takze moze by¢ zrédlem adaptacji do réznorodnych
warunkow srodowiskowych, w tym takze szerszego zakresu gospodarza.
Podczas analizowania wynikéw prezentowanych w BMC genomics nasuneto mi sie kilka

pytan, mam tez kilka komentarzy:

1. Dlaczego wsrdd izolatéw wytypowanych do sekwencjonowania nie znalazt si¢ szczep JFB
5611, scharakteryzowany w publikacji w Plant Disease, i ktéry w testach fenotypowych
odbiegal od reszty analizowanych izolatow, tj. nie wykazywat aktywnosci enzymow PCDWE
(pektynaz, celulaz i proteaz) oraz by} niezdolny do maceracji tkanki ziemniaka in vitro?

2. Czy analiza SNP w rdzeniu pangenomu nie bylaby bardziej dyskryminujagcg metoda w
badaniach polimorfizmu i analizie filogenetycznej szczepéw P. parmentieri niz analiza w
oparciu o sekwencj¢ nukleotydowa genu recA?

3. Czy zamiast analizowa¢ ,,na mokro” wzory fingerprinting REP PCR nie lepiej siggna¢ do
genomow 1 przeprowadzaé analize in silico.

4. Czy w $wietle otrzymanych wynikéw fenotypowych i genotypowych, a takze znacznej
odlegtoéci ewolucyjnej, szczep P. parmentieri SCC3193 powinien byé w dalszym ciggu
uwazany za szczep referencyjny, reprezentatywny dla gatunku P. parmentieri?



5. Wyniki analiz genomowych, prowadzonych przez wiele osrodkéw naukowych na $wiecie,
sugerujg, ze wirulencja niektérych bakterii patogennych moze by¢ efektem nie nabycia
informacji genetycznej na drodze HTG, a delecji fragmentu genomowego DNA. Ciekawa
jestem jaka informacje genetyczng utracito 8 analizowanych szczepow P. parmentieri, w
porownaniu do 4 pozostatych (IFB 5605, IFB5486, 1FB5427, IFB5408). Na Rycinie 1,
przedstawiajacej ksztalt genomoéw, jest to duza delecja w chromosomach, w pozycji ~1800
kbp.

6. Czuje pewien niedosyt informacji przedstawionych na Rycinie 1. Jesli szczepem
odniesienia byt P parmentieri CFBP 8475 (chyba na rycinie pomylkowo zapisano CFBP
8457!) to powinno si¢ znalez¢ wigcej informacji o tym chromosomie (wigcej okregow), a nie
tylko ten, méwiacy o zawarto$ci par GC? Byloby bardzo dobrze zaznaczy¢, np. ktére regiony
zawieraja profagi, wskaza¢ 4 loci CRISP itp. Ciekawa jestem czy geny, ktére np. kodujag
kluczowe determinanty wirulencji P. parmentieri wystgpuja kolo siebie, tworzac grupy
ulokowane w specyficznych pozycjach genomu?

Uwaga edytorska

W przygotowanej rozprawie doktorskiej nie znalaztam Tabeli S1 zawierajacej dokladne dane
genomowe na temat obecnosci gendw zwigzanych z okreslong funkcja biologiczna, np. z
wirulencja, ruchliwoscig, metabolizmem zelaza etc.

Podsumowujgc, wyrazam uznanie dla osiggnie¢ doktorantki, a wszystkie uwagi zawarte w
recenzji nie obniZzajg mojej wysoce pozytywnej oceny tej rozprawy. Uwazam, ze
przedstawione w rozprawie badania reprezentuja wysoki poziom naukowy i wnoszg nowe,
wazne tresci, ktore sa kluczem do zrozumienia molekularnych mechanizméw zmiennoscei i
biordznorodnosci wewnatrzgatunkowej P. parmentieri.

Zdefiniowanie pangenomu 15 gatunkdéw P. parmentieri to ogromny zaséb informacji
przekazany mikrobiologom i niezbedny w rozwigzywaniu dalszych probleméw naukowych

zwigzanych z patofizjologia i ekologia tego gatunku.

Whniosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Sabiny Zotedowskiej przedstawiona w postaci dwoch oryginalnych,
wspotautorskich prac, opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych,
reprezentuje wysoki poziom naukowy i wnosi oryginalny wktad do bardzo waznego obszaru
wiedzy jakim jest génomika, biologiai fizjologia fitopatogenow.

Uwazam, ze oceniana praca spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom
doktorskim okreslonym w art. 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach 1
tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. z 2003 r., nr 65, p0z.595 z poz.

zm.) i uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie



biochemia. Zatem, wnosz¢ do Rady Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr

Sabiny Zotedowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage zakres prowadzonych badan, warto$¢ naukowg uzyskanych
wynikéw, walory poznawcze pracy, a takze opublikowanie wynikéw badan w cenionych
czasopismach naukowych i ktoére na liscie MNiSW uzyskaly 35 punktéw, wnioskuje o

wyrdznienie rozprawy doktorskie;.
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