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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Marty Potrykus

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Marty Potrykus pt. Charakterystyka
molekularnego mechanizmu warunkujqcego patogenicznosé bakterii z rodzaju Dickeya na
roslinach” i w angielskiej wersji ,, Characteristics of the molecular mechanism involved in the
pathogenicity of bacteria from genus Dickeya on plants” zostata wykonana w Katedrze
Biotechnologii, Zaktadzie Ochrony i Biotechnologii Ro$lin Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem i opieka naukowa promotora prof. dr
hab. Ewy Lojkowskiej oraz kopromotora dr Nicole Hugouvieux-Cotte-Pattat z Uniwersytetu
w Lyonie, Francja. Fundusze na badania mgr M. Potrykus pochodzily z réznych zrédet; z
grantu NCN (kierownik prof. E. Lojkowska), oraz z dwéch projektéw wspéifinansowanych
przez UE z Europejskiego Funduszu Spolecznego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki. Na pracg doktorska sktada si¢ 3 wspélautorskie prace doswiadczalne opublikowane w
czasopismach indeksowanych w bazie JCR, t.j., Molecular Plant Microbe Interactions (2014)
IF=4.455 oraz dwie prace w Annals of Applied Biology (2013- 2014) IF=1.955. W dwdch
pracach mgr M. Potrykus jest pierwszym autorem. Do pracy doktorskiej zataczono
oswiadczenia wspétautoréw publikacji, z ktérych wynika, ze Doktorantka wykonywala
wigkszo$¢ doswiadczen, opracowala wyniki badaf oraz przygotowywata manuskrypty do
publikacji. Ta czgs¢ pracy, ktéra byta wykonywana przez Doktorantke $wiadczy o jej
dominujagcym udziale w powstaniu i opublikowaniu przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskie;j.

W trakcie przygotowywania pracy doktorskiej mgr M. Potrykus uczestniczyta w
roznych projektach, ktérych efektem jest wspotautorstwo w publikacjach nie wehodzacych w
skfad rozprawy doktorskiej. Sg to dwie prace indeksowane w JCR, i wykonane w duzym
migdzynarodowym zespole. W publikacji w Intern. J. System. Evol. Microbiol. (2014)
opisano nowy gatunek Dikeya solani, jako pektynolityczna i patogeniczna bakterie
wyizolowana z ziemniaka. Nastgpna praca opublikowana w Ann. Appl. Biol. (2015) dotyczy

identyfikacji i analizy zréznicowania Pectobacterium sp. i Dickeya sp., jako czynnikéw
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sprawczych  choréb ziemniaka. Udzial w badaniach powadzonych w zespole
migdzynarodowym dobrze rokuje na przyszta aktywnos¢ naukowa Doktorantki. Opisane
publikacje nie wchodza w sktad rozprawy, jednak $cisle wiazq sie z gléwnym problemem i
stanowia wazny element skladowy juz znacznego dorobku naukowego mgr. M. Potrykus.
Czgs¢ pracy doktorskiej byla wykonywana w laboratorium kopromotora dr Nicole
Hugouvieux-Cotte-Pattat na Uniwersytecie w Lyonie, gdzie Doktorantka tacznie przebywata
8 miesigcy, w latach 2011-2015 w ramach programéw finansowanych z funduszy
europejskich przeznaczonych na ksztalcenie doktorantéw i mtodej kadry akademickiej oraz z
funduszu pochodzacego z grantu NCN. Obok publikacji, mgr Potrykus przedstawila 10
wspotautorskich komunikatow, z ktérych 8 bylo prezentowanych na konferencjach

zagranicznych.

Ocena rozprawy doktorskiej
Rozprawe doktorska mgr Marty Potrykus stanowia zebrane 3 publikacje poprzedzone
Streszczeniem oraz krétkim Wstepem, w ktérym Doktorantka oméwita kolejne etapy
prowadzonych badan, opublikowane w trzech pracach do$wiadczalnych. Jako gtowny cel
pracy Doktorantka przedstawila problem bezposrednio odpowiadajacy tytulowi rozprawy,
czyli badanie aktywnosci kilku biatek regulatorowych odpowiedzialnych za patogenicznosé
szczepow Dickeya solani. Inne zamierzenia badawcze, to opracowanie szybkiego testu
pozwalajacego na monitorowanie bakterii patogenicznych dla ziemniaka gléwnie Dickeya
spp. oraz identyfikacje patogena, ktéry byt czynnikiem sprawczym epidemii czarnej nézki w
Finlandii.

W ostatnich latach w Europie i w Polsce pojawit sie szczegélnie wirulentny patogen
ziemniaka powodujacy duze straty ekonomiczne w plantacjach hodowlanych, ktéry zostat
opisany taksonomicznie z udzialem polskiego zespotu prof. dr hab. E. Lojkowskiej, jako
nowy, odrebny gatunek Dickeya solani. Badania te maja szczegdlne znaczenie ze wzgledu na
wysoka wirulencje tego gatunku i innych gatunkéw Dickeya, ktére w niektérych krajach
europejskich sa gatunkami kwarantannowymi.

Doktorantka wybrata do badan cztery szczepy D. solani rézniace sie wirulencja w celu
zbadania aktywnosci biatek wezesniej opisanych w pokrewnym gatunku D. dadantii, jako
negatywne regulatory (represory) istotne w regulacji poziomu wirulencji. Obiektem badaf
byly takze bialka odpowiedzialne za syntezg i odbieranie sygnaléw w quorum sensing (QS).
Roéznice w poziomie wirulencji zostaly potwierdzone przez analize aktywnosci

pektynolitycznej, proteolitycznej, celulolitycznej, produkcje sideroforéw oraz ruchliwosé
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bakterii. Wyrézniono szczep najbardziej wirulentny i szczep, ktéry nie wywolywat
wyraznych objawéw zakazenia. Szczepem zewnetrznym w tych analizach byt D. dadantii
rozniacy sig istotnie niemal wszystkimi badanymi wlasnosciami. Mimo znacznych réznic
fenotypowych, wybrane szczepy wykazywaly wzajemna pelna zgodno$¢ wzoréw
genomowych uzyskanych metoda REP-PCR oraz PFGE, odmienna od D. dadantii,
potwierdzajac tym samym odrebnosé tego gatunku w stosunku do blisko spokrewnionego
gatunku. Poniewaz jest dostepny draft sekwencji genomu D. solani analizowano takze
sekwencje 5 genéw wybranych do dalszych badan i stwierdzono ich bardzo wysoka
zachowawczo$c¢.

Trudno recenzowac prace opublikowane w dobrych czasopismach, ale uwazam, ze mozna
komentowa¢ przedstawione badania, co moze by¢ przydatne w dalszej aktywnosci naukowej
Doktorantki. Nie zawsze tez wszystkie wyniki mieszcza sie w publikacji.

Komentarz: Podano wiele danych dotyczqcych poziomu podobieristwa badanych genéw w
stosunku do innych gatunkéw Dickeya, ale nie przedstawiono dendrogramu, ktéry w prosty
sposéb pokazuje wzajemne podobieristwo szczepéw oraz odleglosci filogenetyczne, przy
okreslonych wspdtczynnikach poparcia.

Czy do badania polimorfizmu szczepéw Dickeya solani prébowano uzyé bardziej
dyskryminacyjnej metody jak np. czesto stosowanej metody AFLP?

Dalszym etapem badan byla mutageneza genéw pecT, pecS, kdgR, expR, expl metoda
transdukcji z uzyciem faga specyficznego dla D. dadantii. Wykorzystano w tym
doswiadczeniu zar6wno podobng wrazliwos¢ obu gatunkéw na faga, mutanty w tych genach
skonstruowane w szczepie D dadantii oraz pelna zgodnoéé sekwencji tych genéw w obu
gatunkach. Uzyskano mutanty we wszystkich analizowanych genach i zbadano jak mutacja
wplywa na aktywnosci istotne dla wirulencji szczepu D. solani.

Jesli chodzi o samq metodyke; jaka byla czesio$¢ transdukcji? Czy wszystkie klony Cm'
rownoczesnie byly mutantami w odpowiednim genie? Jak duzy genom ma bakieriofag uzyty w
transdukcji?

Najciekawszym wynikiem uzyskanym w badaniach fenotypu mutantéw byla zgodnosé
migdzy wzrostem poziomu wirulencji i zwigkszona wydajnoécia produkcji enzyméw
pektynolitycznych, szybkoscia wzrostu oraz produkcjg sideroforéw. Przypuszczalnie wysoki
podstawowy i indukowany poziom syntezy badanych enzyméw ma znaczenie w skutecznej
inicjacji infekcji. Szczegélnie wyrazny efekt wzrostu wirulencji uzyskano w przypadku
mutacji w genie pecT, ktérego produkt jest okreslany, jako glowny regulator w D. dadantii.

Odmienny obraz uzyskano w przypadku braku biatek Expl i ExpR, tzn. mutacje w tych
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genach powodowaty obnizenie wirulencji. Jest to logiczne, poniewaz brak czynnikéw
sygnalnych wplywa negatywnie na funkcjonowanie QS. Ciekawe jest réwniez wewnatrz-
gatunkowe znaczne zréznicowanie poziomu wirulencji szczepéw D. solani, co zalezy
przypuszczalnie od calej réznorodno$ei warunkéw srodowiskowych, w tym temperatury.
Komentarz: W calej pracy biatka PecI, PecS, KdgR sa nazywane , regulatorami”,
»hegatywnymi regulatorami” lub czynnikami wirulencji. Nie sq to precyzyjne okreslenia. Czy
te biatka, jesli dziatajq, jako represory majq domeny Swiadczqce o zdolnosci do wigzania =z
DNA, czy to okreSlenie dotyczy tylko fenotypowego obrazu aktywnosci? Jaka jest strukiura
drugorzedowa tych biatek? By¢ moze jest to znane z innych publikacji, ale wg. Recenzenta
Jjest pewien niedosyt, jesli chodzi o informacje o samych biatkach, szczegdlnie, gdy znana jest
ich sekwencja aminokwasowa.

Druga praca wchodzaca w sklad rozprawy opublikowana w Annals of Applied Biology
(2014) dotyczy detekcji patogenéw ziemniaka Dickeya sp. 1 Pectobacterium sp.
powodujacych dwie rézne choroby ziemniaka, czyli czarmmg nézke i mokra zgnilizne.
Giéwnym zamierzeniem tych badan bylo opracowanie metody wykrywania i identyfikacji
pektynolitycznych patogenéw ziemniaka takich jak Dickeya Sp., Pectobacterium atrosepticum
1 P. caratovorum subsp. caratovorum pozwalajaca na szybka diagnostyke zakazen. Zakazenia
te s przyczyng znacznych strat ekonomicznych dla hodowcéw. Co wiecej, P. caratovorum
ma bardzo szerokie spektrum gospodarza i zmiennoé zalezng od warunkow
srodowiskowych; specyficznosé pozostatych gatunkéw jest ograniczona do ziemniaka, lecz
ostatnio obserwuje si¢ szybkie rozprzestrzenianie sie tych gatunkéw w catej Europie.
Opracowano oparta na multiplex PCR metode specyficznej identyfikacji ww. patogenéow w
jednej reakeji, w ktorej uzycie 3 par specyficznych starterow pozwala na rozroznienie
poszczegblnych gatunkéw bakterii. Optymalizacje metody wykonano z uzyciem szerokiego
spektrum szezepéw patogenicznych i saprofitycznych. Nastepnie na ponad 100 prébach bulw
lub pedéw ziemniaka zakazonych, lub bez widocznego zakazenia okreslono poziom
specyficznosci i wrazliwo$ci opracowanej metody. Ustalono poziom detekcji DNA dla
poszezegdlnych gatunkéw w obecnosci i braku kompetencyjnego DNA (Pseudomonas
Jluorescens). Aktualnie metoda ta jest juz stosowana w monitorowaniu zakazeh
pektynolitycznymi bakteriami w polskich firmach hodowlanych ziemniaka.
Komentarz: Czy opisana metoda jest opatentowana, lub zgloszona do opatentowania? Czy
prébowano modyfikacji metody, kitéra odréznialaby P. atrosepticum od P. wasabe? Byloby to
0 tyle wazne, ze te gatunki rézniq sig znacznie wirulenciq t.j. P. wasabe nie jest tak wirulentna

jak P. atrosepticum.



Kolejna praca opublikowana réwniez w Annals of Applied Biology (2013) jest
wykonana wspdlnie z zespotem finskim, a mgr M. Potrykus jest drugim z pieciu autoréw i
wspotwykonawca wszystkich eksperymentéw. Zasadniczo ta praca wyprzedza dwie pozostate
nie tylko rokiem publikacji, ale tez zawarto$cia, poniewaz jest pierwszym doniesieniem
dotyczacym patogena, ktory w latach 2008-2010 w Finlandii spowodowat epidemie choroby
czarnej nézki ziemniaka, co kojarzono ze znacznie cieplejszymi latami w catej Europie. Ten
patogen okazat si¢ odrgbny od innych gatunkéw Dickeya i nadano mu nazwe D. solani, teraz
juz formalnie przyjeta dla tego gatunku. Przedstawiona praca zawiera analize wystepowania
czynnika sprawczego czarnej ndzki od 2004 r. do epidemii w latach 2008-2010
zaobserwowang w firmach zajmujacych si¢ materialem siewnym ziemniaka. Szczegdlnie
niepokojacy byl szybki wzrost (ok. 70% symptomatycznych przypadkéw) wystepowania
bakterii przypisywanej do nowego kladu Dickeya sp. Molekularna analiza ok. 50 izolatéw z
przypadkéw czarnej ndzki obejmowata analize PFGE i REP-PCR oraz sekwencje genu dnaX;
na podstawie, kidrej stwierdzono, ze naleza one do wtedy jeszcze niezatwierdzonego gatunku
D. solani. Znaczenie praktyczne tych badan polega gtéwnie na ostrzezeniu o zagrozeniu dla
hodowcow. Znaczenie naukowe zawierato si¢ w znacznym przyspieszeniu badan nad tym
gatunkiem, co doprowadzito do formalnego zatwierdzenia nowego gatunku Dickeya solani
przez odpowiednie gremium.

Komentarz: Czy podobne badania monitorujqce czesto$é wystepowania gtéwnych patogenéw

ziemniaka przeprowadza sie w Polsce i jakimi metodami?

Whiosek koncowy

Rozprawa dokiorska mgr Marty Potrykus przedstawiona w postaci trzech oryginalnych prac
badawczych opublikowanych w czasopismach naukowych indeksowanych w JCR, w ktdrych
Doktorantka pelni dominujacg role, w pelni uzasadnia nadanie Jej stopnia naukowego
doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia i odpowiada warunkom stawianym
pracom doktorskim okreslonym w Ustawie o stopniach 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. 595) z
pozniejszymi zmianami. Wnosz¢ do Rady Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii

Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr

(o

Marty Potrykus do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



