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RECENZJA PRACY DOKTORSKIE)J

mgr Doroty Krzyzanowskiej, pt. ,Antagonizm szczepu Pseudomonas sp. P482 wzgledem
bakteryjnych patogendw roslin z rodzajéw Pectobacterium i Dickeya w warunkach in vitro i
in planta”, wykonanej w Pracowni Biologicznej Ochrony Roslin na Miedzyuczelnianym
Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego i Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego
pod kierunkiem prof. UG, dr hab. Sylwii Jafry.

Ogédlna charakterystyka pracy doktorskiej

Przedtozona do recenzji praca doktorska Pani mgr Doroty Krzyzanowskiej dotyczy
wykorzystania danych genomowych i technik analizy danych (ang. data mining), do poznania
mechanizméw warunkujacych antagonizm pomiedzy szczepem Pseudomonas sp. P482 a
bakteriami pektynolitycznymi z rodzajéw Dickeya i Pectobacterium oraz okreélenia
potencjatu badanego szczepu do biologicznej ochrony roélin  przed chorobami,
powodowanymi przez w/w patogeny.
Tematyka pracy odpowiada biezgcym potrzebom nauki oraz zastosowar praktycznych. Wiele
gatunkow niepatogennych bakterii rodzaju Pseudomonas, nalezacych do grupy PGPR {ang.
Plant Growth Promoting Rhizobacteria), skupia mikroorganizmy wywierajace korzystny
wptyw na wzrost i rozwdj roslin. Przyczyny tego zjawiska moga by¢ zwiazane z bezpoérednim
lub posrednim oddziatywaniem mikroorganizméw na roéliny. Bezposrednie oddziatywanie
mikroorganizméw ryzosferowych zwiazane jest gtéwnie ze wzbogacaniem gleby w skfadniki
pokarmowe oraz zwigkszaniem ich przyswajalnoici dla rodlin, jak réwniez syntezg
fitohormonow i witamin. Z kolei oddziatywania posrednie wynikaja gtéwnie z poprawy
zdrowotnosci roslin przez inhibicje wzrostu fitopatogendw oraz indukcje odpornosci roélin na
choroby, dzigki wytwarzaniu przez bakterie ryzosferowe biologicznie aktywnych
metabolitéw oraz regulatoréw wzrostu.
W zwiazku z powyiszym, podjeta przez Doktorantke problematyka badawcza, dotyczaca
scharakteryzowania, nie poznanego do tej pory, szczepu Pseudomonas sp. P482 pod katem
zrozumienia  mechanizméw  antagonizmu badanego szczepu wzgledem  bakterii
pektynolitycznych i jego przydatnosci do ochrony roslin przed chorobami, jest jak najbardziej
istotna. Uzyskane wyniki, oprécz aspektow typowo poznawczych, moga okazaé sie réwniez
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przydatne w opracowaniu biologiczne] strategii ochrony roglin, stanowigcej doskonaty
alternatywe dla kosztownych, szkodliwych dla $rodowiska naturalnego, a czasem

nieskutecznych pestycyddéw.

Ocena formalna i merytoryczna

Rozprawa doktorska Pani mgr Doroty Krzyzanowskiej ma typowy uktad dla tego typu
opracowan. Praca obejmuje 13 rozdziatéw, liczy 210 stron, 22 rysunki i 21 tabel. Bibliografia
obejmuje az 402 pozycje, w wigkszosci publikacje anglojezyczne.
Praca napisana jest przejrzyscie, bardzo zwieztym jezykiem, bez nadmiernego rozpisywania
sig. Zostata bardzo starannie wydana, posiada czytelng oprawe graficzna, bardzo dobrze
opracowane rysunki i tabele. Wszystko to sprawia ze pomimo duzej objetosci, czyta sie ja
bardzo dobrze.
Uktad pracy jest logiczny i nie budzi zastrzezen, co dowodzi umiejetnoéci Doktorantki do
wiasciwego przedstawienia problemu naukowego i sposobu jego rozwiazania.
Rozdziat, ,Abstract” w sposéb skondensowany w angielskiej wersji jezykowe] przedstawia
rezultaty pracy doktorskie;j.
Cennym dodatkiem jest szczegétowo opracowany wykaz akroniméw i skrétéw.
Rozdziat ,Wstep”, obejmujacy 21 stron, poparty bogatym pismiennictwem stanowi dobre
wprowadzenie do czesci doswiadczalnej pracy.
Dwa pierwsze podrozdziaty ,Wstepu,” opisujace mikroflore bakteryjna i biologiczna ochrong
roslin, stanowia ogdlne wprowadzenie do podjetej tematyki badawczej. Dalsze podrozdziaty
przedstawiajg aktualny stan wiedzy na temat pateczek z rodzaju Pseudomonas, ze
szczegblnym uwzglednieniem wtaéciwoséci warunkujacych potencjat szczepOw Pseudomonas
spp. do biologicznej ochrony rodlin. Ostanie dwa podrozdziaty , Wstepu” opisujg patogeny
roslin z rodzajéw Pectobacterium i Dickeya oraz wykorzystywanie sekwencjonowania
nastgpnej generacji NGS (ang. next generation sequencing) w naukach mikrobiologicznych.
Przejrzyscie i logicznie przedstawiony , Wstep” dobrze orientuje czytelnika w problematyce i
podjetych badaniach oraz stanowi wartoéciowy fragment pracy, Swiadczacy o tym ze
Doktorantka wykazata si¢ dobrg znajomoscia tematu i jest zorientowana w biezagcym
pismiennictwie naukowym.
Cele pracy zostaly wypunktowane i jasno sprecyzowane. Praca obejmuje szeroki zakres
badawczy, poczawszy od sekwencjonowania genomu badanego szczepu Pseudomonas,
poprzez poszukiwanie in silico genéw kodujacych enzymy odpowiedzialne za synteze
przeciwdrobnoustrojowych metabolitéw wtérnych, do doéwiadczen laboratoryjnych
majacych na celu okreslenie potencjatu ochronnego badanego szczepu w stosunku do tkanek
roslinnych.
Obszerny zakres pracy wynikat z koniecznoéci potaczenia aspektow teoretyczno -
bioinformatycznych z eksperymentalnymi. Na podkreélenie zastuguje fakt ze Doktorantka
starannie usystematyzowata wielowatkowy zakres pracy w rozdziale 6.
W rozdziatach metodycznych Doktorantka oméwita materiaty oraz metody stosowane w
trakcie realizacji badari. Materiaty i metody obejmuja 35 stron w tym 5 tabel. Rozdziaty te
zostaty starannie zredagowane i stanowig wyczerpujace zrédto informaciji.
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Wyniki badan przeprowadzone przez Doktorantke przedstawione sa w ciggu logicznie
zaplanowanych etapéw pracy. Ta najobszerniejsza czes¢ rozprawy obejmuje 71 stron w tym
20 rysunkéw i 16 tabel.

W pierwszej kolejnosci w podrozdziale 9.1 Doktorantka opisata do$wiadczenia, w ktdrych
wykazano Ze szczep Pseudomonas sp. P482 zdolny jest do hamowania wzrostu 9 badanych
szczepow bakterii pektynolitycznych nalezacych do rodzaju Dickeya i Pectynobacterium oraz
grzyba Rhizoctonia solani.

W kolejnych kilku podrozdziatach, Doktorantka przedstawita wyniki sekwencjonowania
genomu Psudomonas sp. P482 oraz analiz bioinformatycznych. Na podstawie analiz
oszacowano w przyblizeniu wielko$¢ genomu badanego szczepu na 5,62 Mpz. Genom uzyskat
status niekompletnego ze wzgledu na to, ze nie zostat catkowicie zamkniety. Wykorzystujac
narzedzia bioinformatyczne dokonano automatycznej anotacji zsekwencjonowanego
genomu oraz przeszukano genom badanej bakterii pod katem gendw kodujacych
bakteriocyny oraz enzymy biorace udziat w syntezie metabolitéw wtérnych. Na podstawie
obliczen sredniej identycznosci nukleotydowej (ANI, ang. Average Nucleotide Identity)
pomiedzy genomem P482 a genomami szczepdw blisko spokrewnionych oraz innych badan
biochemicznych, sklasyfikowano badany szczep do gatunku P. donghuensis. Dodatkowo
uzyskano informacje na temat genéw unikatowych i wspdinych dla wszystkich szczepéw z
analizowanej puli. Ostatecznie, analizy in silico zaowocowaty wytypowaniem 5 gendw -
kandydatow, ktorych produkty biatkowe moga byé zaangazowane w synteze czynnika/ow o
aktywnosci przeciwbakteryjnej szczepu P482.

Dzigki analizie in silico genomu szczepu P 482, wytypowano gen, ktérego produkt biatkowy
moze by¢ czasteczka sygnatowa, uczestniczacg w procesie formowania biofilmu.

Pytanie do Doktorantki: Jakie korzysci, z perspektywy biologicznej ochrony roslin, moga
wynikngé z potencjalnej zdolnosci badanego szczepu Pseudomonas do formowania
biofilmu.

W dalszej czesci pracy Doktorantka opisata wyniki badan, zmierzajacych do okreélenia
wiasciwosci szczepdw z inaktywacjg gendw - kandydatéw powstatych na drodze mutagenezy
ukierunkowanej. Wykazano, ze dwa z wybranych genéw kodujg biatka kluczowe dla syntezy
fluorescencyjnego sideroforu piowerdyny. Ostatecznie jednak, zaden z inaktywowanych
genow nie okazat sie kluczowy dla antagonizmu szczepu P482 wzgledem Pectobacterium i
Dickeya spp. in vitro.

W kolejnej czesci wynikéw, Doktorantka poswiecita kilka podrozdziatéw na opisanie badan
dotyczacych potencjatu badanego szczepu do ochrony bulw ziemianka i lisci cykorii, przed
mokrg zgnilizng. Wykazano ze szczep P482 jest w stanie hamowaé symptomy mokrej
zgnilizny na bulwach ziemniaka tylko wzgledem Pectobacterium spp. Z kolei antagonizm
badanego szczepu wobec D. solani w warunkach in planta jest catkowicie odmienny. P482
byt nieskuteczny wobec D. solani na bulwach ziemniaka jednakie efektywnie hamowat
objawy choroby powodowanej przez ten patogen na lisciach cykorii.
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Dalsze badania wykazaty, ze zdolnos¢ szczepu P482 do ochrony lisci gtéwek cykorii wigze sie
z produkcjg kwasu glukonowego, jednakze wydaje sie ze zwigzek ten nie jest gtéwnym
czynnikiem warunkujacym obserwowany efekt.

W kolejnym podrozdziale wynikéw przedstawiono dalsze analizy przeszukania genomu
szczepu P482 w kontekscie innych czynnikéw potencjalnie istotnych z perspektywy ochrony
roslin.

W ostatnim podrozdziale wynikéw Doktorantka opisata doswiadczenia, majgce na celu
okredlenie zdolnosci szczepu P482 do kolonizacji korzeni roélin ziemniaka w glebie
pochodzacej z pola. Uzyskane wyniki potwierdzity zdolnoéé badanego szczepu do kolonizacji
ryzosfery ziemniaka, w stopniu ktory bedzie umozliwiat badanie jego potencjatu ochronnego
w warunkach szklarniowych i/albo polowych.

Przeprowadzone badania i ich dokumentacja nie budzg zastrzezen.

W, Dyskusji”, obejmujgcej 35 stron, Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki z
doniesieniami z najnowszego pismiennictwa, uzasadniajac celowo$é prowadzonych badan.
W mojej opinii dyskusja dotyczaca poruszanych zagadnieri zostata przeprowadzona w
czytelny i interesujgcy sposdb.

W rozdziale 11, Doktorantka w skrdcie podsumowata uzyskane wyniki, nastepnie w kolejnym
rozdziale przedstawita zestawienie pozycji literaturowych wykorzystywanych i cytowanych w
pracy doktorskie;.

Ostatni rozdziat rozprawy zawiera szczegéfowe informacje o dorobku naukowym
Doktorantki.

Uwagi do pracy
Wypetniajac obowigzki recenzenta, przedstawiam kilka uwag dotyczacych oceniane;
rozprawy doktorskiej:

e Str. 76, Rysunek 3, ,Aktywnos¢ przeciwbakteryjna szczepu Pseudomosnas sp. P482
wzgledem wybranych patogenéw roslin”. Doktorantka podaje, ze odchylenia
standardowe zostaty obliczone dla wynikow otrzymanych w dwéch niezaleznych
powtdrzeniach biologicznych. Czy z tego wynika ze obliczenia dokonano dla dwdch
pojedynczych préb biologicznych? Czy moze w obliczeniach zostaly takie
uwzglednione powtdrzenia techniczne wchodzace w sktad prob biologicznych?

e Str. 102, Rysunek 6, ,Hamowanie wzrostu D. solani IFB 0102 (Dsp2) w tescie in vitro
przez Pseudomonas sp. P482 i szczepy reprezentujgce gatunki blisko spokrewnione”.
Tutaj z kolei napisano, ie odchylenia standardowe stanowiag $rednig z dwoéch
powtdrzen technicznym. Jak wiadomo odchylenie standardowe okreéla zmiennoéé
wynikow w obrgbie sredniej arytmetycznej. Gdy zmiennoséé wynikéw roénie, zwieksza
sie¢ odlegto$¢ pomiaru od sredniej, czyli im wigksze odchylenie standardowe, tym
rozproszenie wynikéw wigksze i tym mniej precyzyjna informacja wynika z
poréwnania analizowanego wyniku do $redniej. Dlatego uwazam, ze obliczanie
odchylenia standardowego dla tak matej préby nie niesie za osoba praktycznie zadnej
istotnej informacji.
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e Str. 109, Rysunek 9, ,Produkcja sideroforéw przez szczep Pseudomonas sp. P482 i
wybrane mutanty tego szczepu — test na podtozu btekitnym CAS”. Podobnie jak w
przypadku rysunku 3 dla niektérych szczepdw graniczny poziom ufnosci wyliczono na
podstawie 2 powtorzen biologicznych. Czy préby biologiczne stanowity $rednie
arytmetyczne z powtérzen technicznych? Ta informacja jest wazna poniewaz w
przeciwnym razie wyznaczanie granicznego poziomu ufnosci dla tak matej grupy mija
sie z celem.

o Doktorantka nie wustrzegta sie pewnych uchybien. W tekscie pojawiajg sie
sformutowania upraszczajace niektére zagadnienia tzw. ,skréty myslowe”. Pragne
jednak podkreslic, ze jest ich niewiele. Na przyktad: str. 105, ,,...przeanalizowano in
silico genom Psudomonas sp. P482 pod katem obecnosci gendw potencjalnie
warunkujgcych aktywnos¢ przeéiwbakteryjnq tego szczepu”. De facto to nie geny
warunkujg aktywnos¢ przeciwbakteryjng tego szczepu tylko ich produkty biatkowe.

e w tekscie wystepuja takze nieliczne btedy typu pominiecie, wstawienie
niewtasciwego znaku.

Whioski korncowe

Nalezy podkresli¢, ze materiat zawarty w pracy doktorskiej jest bardzo obszerny, co
wynika z pofgczenia wielu waznych aspektéw bioinformatycznych i eksperymentalnych
majacych sktada¢ sie na osiggniecie postawionego celu. Pomimo, ze metody in silico majg
wysoki potencjat do eksploracji genoméw bakteryjnych pod katem wyszukiwania gendéw
kodujacych biatka odpowiedzialne za synteze metabolitéw wtérnych, to w przypadku
zwigzkéw/mechanizméw wczesniej nieopisanych stajg sie mniej uiyteczne, gtéwnie w
wyniku niskiej przepustowosci metod eksperymentalnych, stuzgcych do weryfikacji
wytypowanych in silico gendéw. Molekularny mechanizm antagonizmu szczepu P482
wzgledem bakterii pektynolitycznych z rodzajow Dickeya i Pectobacterium wydaje sie
unikalny i do tej pory nie opisany. W zwigzku z tym uwazam, Zze pomimo niepowodzenia w
jednoznacznym wykryciu wyzej opisanych czynnikdw/mechanizmoéw, wyniki badan zawarte
w rozprawie doktorskiej sg bardzo wartosciowe i dostarczajg cennych informacji, czego
potwierdzeniem jest ich opublikowanie przez Doktorantke (pierwszy autor) w
renomowanych czasopismach: Journal of Plant Pathology (2012), Sensors (2012), Genome
Announcements (2014) i zaprezentowanie na krajowych i miedzynarodowych konferencjach
naukowych w formie 21 referatéw, w tym 4 wygtoszonych przez Doktorantke i 17 plakatach
konferencyjnych.
Poza publikacjami zawierajacymi wyniki prezentowane w rozprawie doktorskiej Pani mgr
Krzyzanowska jest pierwszym autorem jeszcze w dwodch publikacjach, w ktérych
przedstawiono wyniki nie zamieszczone w ocenianej rozprawie. Dorobek publikacyjny Pani
mgr Doroty Krzyzanowskiej oceniam bardzo wysoko.

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorantka:
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e wybrata dobrg tematyke badawcza, w jej zakresie przestudiowata obszerng literaturg
przyswajajgc wiedze, ktéra nalezycie wykorzystata formutujac temat, cel i zakres
pracy '

e przedstawita ciekawg i warto$ciowa prace, wnoszacg nowe elementy do tematyki
biologicznej ochrony roslin.

e wykazata sie umiejetnoscia wykorzystania i faczenia wiedzy teoretycznej z
obserwacjami empirycznymi

e poprawnie zaplanowata i przeprowadzita eksperymenty badawcze

e wykazata sie umiejetnoscig analizy uzyskanych wynikow

e przedstawita wnioski koricowe, ktdre dostarczajg wszystkich informacji w czytelny i
kompletny sposéb

e dobrze zredagowata prace doktorska, ktéra napisana jest poprawnym jezykiem z
nalezytym nazewnictwem naukowym

Z petng odpowiedzialnosciag moge stwierdzi¢ ze niniejsza praca doktorska jest opracowaniem
oryginalnym a przytoczone wczeéniej uwagi nie umniejszajg jej zasadniczych wartosci
merytorycznych.

W $wietle wszystkich powyiszych argumentdéw stwierdzam, ze przediozona mi do recenzji
rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim zgodnie z
obowigzujgca ustawg o stopniach naukowych i tytule naukowym. Z petnym przekonaniem
wnosze do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed o
dopuszczenie Pani mgr Doroty Krzyzanowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
oraz o wyroznienie pracy.

N
Dr hab/Krzysztof Hinc
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