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Bakterie majq zdolnos¢ szybkiej adaptacji do zmiennych warunkéw srodowiska. Zmiany o
charakterze adaptacyjnym sg zwykle inicjowane na poziomie transkrypcji poprzez
aktywacje badz represje gendw zaangazowanych w rézne procesy metaboliczne. Zakres
tych zmian bywa bardzo réiny i jest zalezny zaréwno od rodzaju sygnatéw
srodowiskowych, jak i specyficznych cech danego mikroorganizmu. W przypadku bakterii
patogennych, sygnaty te moga réwniez prowadzi¢ do aktywacji gendw zaangazowanych w
proces wirulencji.

Oceniana rozprawa wpisuje sie w ten nurt tematyczny, dotyka bowiem zjawiska
termoregulacji ekspresji genow. Organizmami modelowymi w badaniach byty szczepy
bakterii patogennych z gatunkoéw Dickeya solani i Pectobacterium artrosepticum,
stanowigce czynnik etiologiczny czesto wystepujacych chordb ziemniaka. Praca ta zostata
wykonana w zespole badawczym prof. Ewy tojkowskiej, w ktérym biologia bakterii
pektynolitycznych jest jednym z tematéw wiodacych, a badania zostaty sfinansowane z
grantu luventus Plus (MNiSW), kierowanego przez dr. hab. Roberta Czajkowskiego —
promotora pomocniczego rozprawy.



Ocena uktadu, zawartosci i formalnej strony rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa zostata przygotowana w jezyku angielskim w formie
spdjnego tematycznie dzieta. Ma ona klasyczny uktad i jest podzielona na 7 gtéwnych
rozdziatéw, obejmujacych Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Dyskusje, Wnioski i
Bibliografie. Ponadto w pracy zamieszczono Streszczenie (rowniez w jezyku polskim), a
takze Zataczniki, w ktorych przedstawiono szczegétowe dane charakteryzujgce uzyskane w
tej pracy zmutowane szczepy bakterii. W rozprawie zamieszczono tacznie 20 tabel (w tym
12 w zatacznikach) i 30 rycin, ktorych spis przedstawiono w poczatkowej czesci pracy.

Wstep rozprawy obejmuje 26 stron. Pierwsza jego czes¢, po przedstawieniu danych
statystycznych na temat upraw ziemniaka w Europie, koncentruje sie na opisie wybranych
patogendow bakteryjnych — Dickeya solani i Pectobacterium artrosepticum, ktore, jak
wczesniej wspomniano, sg czestg przyczyng chorob tej rosliny. Trzy kolejne rozdziaty
opisuja (i) wptyw czynnikéw srodowiskowych na choroby roslin, ze szczegélnym
uwzglednieniem wptywu zmian klimatycznych i globalnego ocieplenia na dystrybucje
szczepow Dickeya spp. i Pectobacterium spp., (ii) molekularnych sensoréw bakterii
wyczuwajgcych zmiany termiczne w srodowisku oraz (iii) przyktady ilustrujace wptyw
temperatury na regulacje ekspresji gendw odpowiadajacych za wirulencje bakterii w
organizmach eukariotycznych. Wstep jest dobrze skomponowany. Zawarte w nim
informacje sg utozone w logiczny cigg zmierzajacy bezposrednio do jednoznacznie
postawionego celu naukowego. Jedynym moim zastrzezeniem do tej czesci rozprawy jest
brak opisu niektérych elementéw przedstawionych na rycinie 6 oraz odwotan w tekscie do
poszczegdlnych paneli tej ryciny.

W kolejnym rozdziale rozprawy opisano materiaty wykorzystane w badaniach oraz
metodyke prac eksperymentalnych, obejmujaca podejscia mikrobiologiczne, biochemiczne
i genetyczne.

Wyniki rozprawy przedstawiono na 42 stronach, a sposob ich prezentacji nie budzi
moich zastrzezen. Zostaty one odpowiednio zilustrowane, a gdy byto to konieczne,
wsparto je analizami statystycznymi. Zwrdce jedynie uwage na dos¢ stabg jakosc zdjec
dotaczonych do ryciny 21, ilustrujgcych testowanie in vitro zdolnosci bakterii do tworzenia
biofilmu.

Dyskusja rozprawy zostata przeprowadzona na tle bogatego zestawu literatury.
Warte podkreslenia jest, ze w catej rozprawie zacytowano tacznie ponad 300 prac,
obejmujacych réwniez najnowsze pozycje z zakresu poruszanej tematyki.

Ocena merytoryczna wynikow rozprawy

Zasadniczym celem ocenianej rozprawy byta identyfikacja i charakterystyka genow
indukowanych w wysokich i niskich temperaturach w komérkach bakterii Dickeya solani i
Pectobacterium artrosepticum. Zaobserwowane wczesniej fluktuacje wystepowania obu
gatunkow bakterii, skorelowane ze zmianami $redniej temperatury w poszczegéinych



latach, zachecaty do przeprowadzenia tego typu analiz i poszukiwania odpowiedzi na
pytanie, na ile zmiany te wptywaja na ekspresje genédw zaangazowanych w proces
patogenezy.

W badaniach zastosowano klasyczne podejscie mutagenezy transpozonowej,
wykorzystujac jako narzedzie transpozon pochodny Tn5, zawierajacy bezpromotorowy gen
reporterowy 3-glukuronidazy. W pierwszym etapie prac zgromadzono tacznie ponad 13,5
tysigca mutantow transpozonowych, a nastepnie poszukiwano wsrod nich takich, w
ktorych gen reporterowy znajdowat sie pod kontrolg indukowanego temperaturg
promotora. To na pozdr proste zadanie, oparte na analizie poréwnawczej aktywnosci
enzymatycznej B-glukuronidazy, nie byto tatwe i wymagato opracowania i zastosowania
kilkuetapowej procedury selekcji temperaturowrazliwych fenotypow. Doprowadzito to do
identyfikacji w obu szczepach tgcznie 86 mutantéow, ktére poddano dalszym szczegétowym
analizom.

W pierwszej kolejnosci zmapowano miejsca insercji transpozonu w genomach
mutantow, a tym samym zidentyfikowano zmutowane geny, ktérym, na podstawie analiz
poréwnawczych, przypisano potencjalne funkcje. Nastepnie zbadano fenotypy
zmutowanych szczepdw, poszukujac znaczgcych réznic w poréwnaniu ze szczepami typu
dzikiego. Badano m.in. ruchliwos¢ bakterii, produkcje auksyn i sideroforéw, aktynowos¢
celulaz, fosfolipaz i enzymow pektynolitycznych, efektywnos¢ wytwarzania biofilmu oraz
zdolnos¢ do maceracji bulw ziemniaka i lisci cykorii w warunkach laboratoryjnych. Analizy
te pozwolity na wskazanie mutacji, ktore objawiaty sie m.in. zmniejszong zdolnoscig do
tworzenia biofilmu i maceracji tkanek roslinnych. Zidentyfikowano tym samym geny,
ktorych aktywnos¢ moze miec potencjalne znaczenie podczas infekowania roslin i
wywotywania objawéw chorobowych. Obserwacje te wymagajg jednak weryfikacji m.in.
poprzez konstrukcje mutantéw typu knockout i analize komplementacyjna, co zauwaza
réwniez sama Autorka, podkreslajac w pracy koniecznos¢ przeprowadzenia tego typu
eksperymentéw.

W Dyskusji rozprawy dominujg dwa gtéwne watki. Pierwszy przynosi rozwazania na
temat czestosci identyfikacji temperaturowrazliwych loci oraz wptywu doboru temperatur
i warunkow wzrostu bakterii na liczbe zidentyfikowanych mutantéw, natomiast drugi
koncentruje sie na analizie fenotypow uzyskanych szczepdéw oraz biologicznej roli
zinaktywowanych genéw. Rozdziat ten stanowi waine dopetnienie rozprawy i przynosi
odpowiedzi na niektdre pytania nasuwajgce sie podczas lektury Wynikéw. Inne pytania i
komentarze zamieszczam nizej.

(1) Wykorzystanie transpozonu mini-Tn5gusA w mutagenezie transpozonowej uzasadniane
jest w pracy jedynie obecnoscig odpowiedniej kasety selekcyjnej. Nalezatoby réwniez
podkresli¢ inne wazne walory tego transpozonu, wynikajgce z wtasciwosci jego maszynerii
transpozycyjnej, ktore predestynuja go do tego typu analiz. Uwazam, ze informacje te
powinny znalezé sie w pracy, w ktdrej mutageneza transpozonowa odgrywa tak wazng
role.



(2) Plazmid wykorzystany w mutagenezie transpozonowej nie zawiera markera
pozwalajgcego na przeprowadzenie kontrselekcji, a tym samym eliminacje
transkoniugantéw, w ktérych doszto do wbudowania catego plazmidu samobdjczego do
genomu biorcy. Przeprowadzona w pracy detekcja transpozonu w genomach mutantéw
metodg PCR nie pozwala na identyfikacje takich zdarzen. By¢ moze nie sg one zbyt czeste,
nalezy jednak by¢ ich Swiadomym, zwtaszcza przy okreslaniu czestosci transpozycji
transpozonu.

(3) W Dyskusji rozprawy wyliczono prawdopodobierstwo mutacji wszystkich genéw, ktére
mozna zmutowa¢ w analizowanych szczepach. Wykorzystano do tego wzér wymagajacy
podania liczby gendw niezbednych (ang. essential genes). W jaki sposéb zidentyfikowano
takie geny w obu szczepach?

(4) Waznym etapem badan byta identyfikacja miejsc insercji transpozonu w uzyskanych
mutantach. Jak czytamy w pracy, cel ten osiggnieto poprzez: wyizolowanie catkowitego
DNA z poszczegdlnych zmutowanych szczepdw oraz odczytanie, na tej matrycy, sekwencji
nukleotydowych flankujgcych transpozon, wykorzystujac do tego celu dwa
wyszczegollnione startery. Poprositbym o przedstawienie bardziej szczegétowych
informacji na temat catej procedury oraz zastosowane;j strategii sekwencjonowania DNA, o
ktorej nie ma wzmianki w rozdziale Metody.

(5) W pracy przedstawiono liste genow zinaktywowanych w wyniku mutagenezy
transpozonowej oraz ich dystrybucje w genomach analizowanych szczepdéw. Nie znalaztem
jednak informacji, czy zwrdécono uwage na lokalizacje transpozonu w obrebie
poszczegdlnych gendéw. Ciekaw jestem opinii Doktorantki, czy dane te mogtyby mie¢
znaczenie przy interpretacji wynikow uzyskanych podczas badania fenotypéw
zmutowanych szczepow?

(6) Analogiczna uwaga dotyczy braku informacji na temat kontekstu genetycznego, w
jakim zmutowane geny wystepuja w chromosomach. Ich usytuowanie w obrebie
potencjalnych operonow i mozliwos¢ polarnego charakteru niektorych mutacji z
pewnoscig warte sg dyskusji. Szczegoétowe dane na ten temat moga jednak przynies¢
dopiero wyniki analiz transkryptomicznych.

Przedstawione wyzej uwagi nie umniejszajg wartosci ocenianej rozprawy, lecz stanowiag
gtéwnie zachete do glebszej dyskusji. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka w petni
zrealizowata postawione cele badawcze i naukowe, wykonujgc przy tym ogrom prac
zwigzanych z identyfikacjg i analizg tak duzej puli mutantéw. Badania te wymagaty
optymalizacji niektorych procedur oraz przeprowadzenia licznych testéw biochemicznych i
mikrobiologicznych, co swiadczy o dobrym warsztacie badawczym Doktorantki.



Wstepnie scharakteryzowane w tej pracy geny stanowia doskonaty materiat do
dalszych badan. W analizowanej puli znajdujg sie rowniez geny o nieznanych funkcjach,
ktorych analiza moze doprowadzi¢ do identyfikacji nowych loci i mechanizméw
odgrywajacych istotng role w adaptacji bakterii do zmiennych warunkéw srodowiska i/lub
W procesie patogenezy.

Whioski koncowe

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, dowodzi ogélnej wiedzy Doktorantki w zakresie
prowadzonej tematyki badawczej oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia przez nig
badan naukowych. Nalezy rowniez podkresli¢ duzg wartos¢ naukowgq tych badan, ktére
wnoszg wiele nowych informacji do ogdlnej wiedzy na temat termoregulacji ekspresji
genodw bakterii patogennych.

W mojej ocenie rozprawa ta spetnia warunki stawiane pracom doktorskim
okreslonym w ustawie o stopniach i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. z
2003 r., Nr 65, poz. 595 z p6z. zm.), a dorobek naukowy Kandydatki uzasadnia nadanie Jej
stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

Whnosze do Rady Naukowej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani
mgr Natalii Kaczyniskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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