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Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii Kaczynskiej pt.
»Molecular determinants in the interaction of plant pathogenic bacteria from
species Dickeya solani and Pectobacterium atrosepticum under different

temperatures”

Przedstawiona praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy
Lojkowskiej - promotora, oraz dr. hab. Roberta Czajkowskiego - promotora
pomocniczego, w Katedrze Biotechnologii Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, w ramach projektu
Iuventus Plus 2012, finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
Praca dotyczy poznania wybranych cech dwdch bakteryjnych patogenéw ziemniaka,
powodujgcych straty o znaczeniu gospodarczym, niemal we wszystkich rejonach
uprawy tej ro$liny na S$wiecie. Postugujac sie ukladem modelowym Autorka
przeprowadzita badania nad wplywem temperatury na ekspresje réznych genéw, w tym
kodujgcych produkty zwigzane z zakazeniem roslin przez pektynolityczne bakterie z
gatunkow Dickeya solani i Pectobacterium atrosepticum. Temperatura, obok wilgotnosci,
jest jednym z najwazniejszych czynnikow wplywajacych na przezywalnosc¢ tych bakterii
w $rodowisku oraz powstawanie i rozwdj powodowanych przez nie chorob.
Przeprowadzone badania, prawie w calosci podstawowe, stanowig prébe wyjasnienia
roli tego czynnika w obserwowanej w warunkach naturalnych zmiennosci nasilenia
wystepowania bakteryjnych chor6b ziemniaka, o czym decydujg - w szerszym ujeciu -
wielko$¢ inokulum, podatno$¢ rosliny oraz czynniki sSrodowiska, w tym klimat.

Podjecie przedstawionych badan wuwazam za celowe, bowiem poznanie
determinantéw warunkujacych zakazenie roslin ziemniaka przez wymienione bakterie,
bedzie bardzo pomocne w opracowaniu skutecznych metod ochrony upraw przed
powodujgcymi je chorobami. Zdrowotno$¢ roslin, a co za tym idzie zwiekszenie ich

plonowania, maja ogromne znaczenie utylitarne, zar6wno w zywieniu cztowieka, jak i



szerzej — w produkcji rolnej. Wykonane i opisane przez mgr Kaczynska badania sa w
duzej mierze nowatorskie.

Praca, napisana w jezyku angielskim, zawiera wszystkie formalnie wymagane dla
rozprawy doktorskiej czesci, tzn. wprowadzenie obejmujace przeglad literatury majacej
gtownie zwigzek z przedmiotem badan, jasno sformulowany cel, materialy i metody,
wyniki, dyskusje, wnioski. Wymienione rozdziaty poprzedza syntetyczne streszczenie w
jezykach angielskim i polskim. Praca obejmuje 177 stron, w tym 8 tabel i 30 rysunkéow.
Ponadto, w aneksie Autorka zamiescita 12 tabel zawierajacych wyniki szczegétowe z
badan 47 mutantéw szczepu IFB0099 Dickeya solani i 41 mutantéw szczepu SCRI1043
Pectobacterium atrospeticum. W réznych miejscach pracy Doktorantka powotuje sie na
ponad 340 pozycji literatury zestawionych na koncu pracy.

W obszernym przegladzie literatury omoéwiono zagadnienia dotyczgce znaczenia i
wielkoSci produkcji ziemniaka w Europie oraz gltéwne aspekty epidemiologii dwoch
chorob bakteryjnych - czarnej nézki i mokrej zgnilizny. Przedstawiono takze czynniki
etiologiczne tych choréb oraz wpltyw warunkéw srodowiskowych na ich powstawanie,
rozprzestrzenianie sie i rozwoj, ze zwréceniem szczegolnej uwagi na elementy klimatu
oraz efekt zmian klimatycznych. Oddzielng cze$¢ wprowadzenia Autorka poswiecita
temperaturze jako czynnikowi regulujgcemu metabolizm bakterii, z podkresleniem jej
roli w ekspresji genéw zwigzanych z wirulencja. Poza strong opisowa mgr Kaczynska
wprowadzita do tego rozdziatu poglagdowy materiat ilustracyjny w postaci fotografii,
map, tabel, wykreséw i rysunkéw, co istotnie podnosi jego wartos¢ i to nie tylko z
punktu widzenia przeprowadzonych badan wiasnych, ale takze ze wzgledu na znaczenie

dydaktyczne w szerszym tego stowa znaczeniu.

Niektodre informacje i uwagi szczegétowe

Pierwszy etap badan dotyczyt wykrywania genetycznych loci zwigzanych z reakcja na
temperature u szczepow IFB0099 D. solani oraz SCRI1043 P. atrosepticum. Autorka
uzyla tych szczepéw do wykonania mutagenezy przypadkowej transpozonem mini-
Tn5gusA w wyniku czego uzyskata 8000 mutantéw D. solani i 5775 P. atrosepticum. W
celu ich wstepnej selekcji zastosowata test jako$ciowy metodg posiewu mutantéw na
pozywke minimalng M9 z dodatkiem zwigzku X-Gluc, uzywanego do wykrywania f3-
glukoronidazy. Mutanty D. solani inkubowano w temperaturach 18°C i 37°C, a P.

atrosepticum w 18°C i 28°C. Prawie wszystkie (98%) nie wykazaly réznic w aktywnosci



GUS, po inkubacji zaré6wno w nizszej, jak i wyzszej temperaturze. Do dalszej oceny
wybrano pozostate 2% mutantéw, czyli 77 D. solani i 109 P. atrosepticum wykazujacych
wyzsza aktywnos$¢ GUS w obu temperaturach lub tylko w jednej z nich. Na podstawie
spektrofotometrycznych i fluorometrycznych testéw iloSciowych dokonano kolejnej
selekcji ostatecznie wybierajgc 46 mutantow szczepu IFB0099 D. solani i 40 mutantow
SCRI1043 P. atrosepticum, wykazujgcych zmienng ekspresje genu reporterowego gusA w
zaleznosci od temperatury. Sposréd wybranych mutantéw szczepu IFB0099 D. solani 7
wykazato podwyzszong aktywno$¢ biatka GUS w temperaturze 18° C, a 39 - w
temperaturze 37° C. Natomiast w przypadku P. atrosepticum po 20 mutantow wykazato
podwyzszong aktywno$¢ GUS w temperaturach 18°C lub 28° C.

W nastepnym etapie badan wykonano identyfikacje genéw z insercja transpozonu
mini-Tn5 w komérkach 46 wybranych mutantéw D. solani na podstawie poréwnania
sekwencji DNA flankujgcych mini-Tn5 z dostepnymi w Banku Genow sekwencjami D.
solani. Wszystkie mutanty mialy pojedyncze insercje transpozonowe zlokalizowane w
calym genomie D. solani. Geny ze znanymi funkcjami, ktére wykazaly podwyzszong
aktywno$¢ GUS w temperaturze 37°¢ C, zaklasyfikowano do 14 grup, a w przypadku
inkubacji mutantow w temperaturze 18° C wykryto 3 geny kodujgce rézne funkcje.
Autorka zwrdcita uwage, ze wiele spos$rdod zidentyfikowanych genéw reagujacych na
temperature kodowato biatka o hipotetycznej lub nieznanej funkcji i wysnula
przypuszczenie, Ze chociaz biologiczne funkcje tych biatek nie sg znane, to mogg mie¢
one znaczenie w przystosowaniu bakterii do temperaturowych zmian Srodowiska.
Wskazuje to na celowo$¢ kontynuacji badan.

Z praktycznego punktu widzenia cenng czes$cig recenzowanej pracy byto opracowanie
fenotypowej charakterystyki mutantéw D. solani i P. atrosepticum z uwzglednieniem
takich cech jak: patogeniczno$¢ wobec bulw ziemniaka i liSci cykorii, produkcja
enzymow pektynolitycznych, proteaz, celulaz, fosfolipaz, sideroforéw, auksyn, a takze
tworzenie biofilmu i indukcja reakcja nadwrazliwosci na tytoniu. W tej czesci badan
okreSlono takze morfologie komérek mutantéw, ich ruchliwo$¢ oraz poziom
reprodukcji. Badania dotyczgce 46 mutantéw D. solani wykazaty, ze 18 z nich wykazato
stabsza zdolno$¢ maceracji zainokulowanych bulw ziemniaka, przy czym szes¢ az o 50%
nizszg w stosunku do formy dzikiej mutowanego szczepu. Natomiast po inokulacji lisci
cykorii 40 mutantéw wykazato podobng wirulencje jak szczep dziki, a tylko dwa z nich

obnizong zdolno$¢ maceracji. Nasuwa sie pytanie o chorobotwoérczos$¢ pozostatych



czterech mutantéw oraz o to, jakie czynniki mogly by¢ przyczyng réznej wielkosci
uszkodzen roélin przez tego patogena, z punktu widzenia $Srodowiska naturalnego?

Do waznych nalezy zaliczy¢ wykazanie, ze wszystkie mutanty D. solani indukowaty
reakcje nadwrazliwosci (HR) na tytoniu, ale powstaje tu pytanie o dtugos$¢ czasu od
infiltracji lisci do pojawu nekrozy. Czy byt on podobny dla wszystkich mutantéw i czy
nasilenie nekroz byto podobne? Dalej Autorka podaje, ze trzy mutanty nie tworzyty
biofilmu, pie¢ wytwarzato istotnie mniej tej struktury niz dziki szczep, a we wszystkich
mutantach miejsca insercji Tn5 byly rézne. Natomiast cztery mutanty wytwarzaty
wiecej biofilmu niz dziki szczep po ich hodowli w pozywce z dodatkiem glukozy. Tu z
kolei nasuwa sie¢ pytanie o znaczenie materialu uzytego do badania biofilmu - w tym
wypadku Doktorantka zastosowata polipropylenowe probowki Eppendorfa. Wiadomo
jednak, Zze do tego typu badan wykorzystuje sie takze inny materiat, np. polistyren czy
polichlorek winylu i ze uzyskiwane wyniki mogg by¢ rozne. To znowu rodzi pytanie o
przetozenie wynikéw badan uzyskanych in vitro, tzn. tworzenia biofilmu przez bakterie
hodowane na réznych pozywkach w probowkach czy ptytkach ELISA wykonanych z
roznych tworzyw., na sytuacje w ktorej patogeny tworza biofilm na réznych organach
roslin? Nie stwierdzono natomiast zadnych roznic miedzy mutantami D. solani a
szczepem dzikim w zakresie wytwarzania enzymow rozktadajacych $ciane komoérkowa
(proteaza, pektynaza, celulaza), a takze sideroforéw i auksyn oraz ruchliwos$ci bakterii.

Waznym wynikiem badan jest rowniez wykazanie braku réznic w diugosci czasu
generacji miedzy szczepem dzikim, a wybranymi mutantami, w tym charakteryzujacymi
sie mniejszg zdolno$cig maceracji bulw ziemniaka i cykorii niz szczep dziki. Wynik ten
wskazuje, Ze badany parametr, zwykle uwazany za istotny z punktu widzenia wielko$ci
inokulum w sensie iloSciowym, nie mial tu wiekszego znaczenia i ze zdolnoSci
chorobotwércze badanych bakterii sg zwigzane z calym szeregiem innych cech,
przektadajgcych sie na ich wirulencje. Ciekawy watek badan, o znaczeniu dla praktyki,
dotyczyl odpowiedzi na pytanie, czy zmiana temperatury inkubacji, w ktdrej 16
mutantéw D. solani wykazato wyzszg aktywno$¢ GUS, na temperature, w ktérej
pierwotnie nie wykazato tej aktywnosci, w tym przypadku zmianaz 18°Cna 37°C, lub z
370 C na 18° C, negatywnie wplynie na zwiekszenie aktywnosci GUS i czy bedzie ona
trwata. Okazato sie, ze po powrocie do temperatury indukujacej nastepowato powolne i
stopniowe przywrdcenie tej cechy u wiekszosci testowanych mutantéw. Na zlozZony

charakter badanych relacji wskazuje fakt, Ze mutanty te réznily sie pod wzgledem



niektdrych cech fenotypowych od dzikiego szczepu, w tym wykazaly mniejsza zdolnos$¢
maceracji tkanek bulw ziemniaka i/lub lisci cykorii oraz tworzeniu biofilmu.

Nastepny etap badan dotyczyt charakterystyki wyselekcjonowanych 29 mutantow P.
atrosepticum. I tu nasuwa sie pytanie o kryterium wyboru tych mutantéw, sposrod 40
pierwotnie wyselekcjonowanych do badan. Podobnie, jak w przypadku mutantéw D.
solani takze i tu wszystkie mutanty mialy insercje transpozonowe zlokalizowane w
calym genomie P. atrosepticum. Autorka zaklasyfikowala geny zwigzane =z
termoregulacja do réznych grup funkcjonalnych i wykazata, Ze 6 mutantow miato
insercje w genach kodujgcych biatka o nieznanych funkcjach lub hipotetyczne biatka.
Cechy fenotypowe okres$lone u 40 mutantéw P. atrosepticum, w wiekszoSci byty takimi
samymi cechami, jak w przypadku D. solani, za wyjatkiem testu patogenicznosci na
lisciach cykorii i testu na indukcje reakcji HR na tytoniu oraz testow na wytwarzanie
fosfolipazy i auksyny. Jako powdd Autorka podata, ze szczep dziki nie wykazat zdolnosci
infekowania cykorii i indukcji reakcji HR. Powstaje wiec kwestia, czym mozna
wytlumaczy¢ brak zdolnosci P. atrosepticum do indukcji HR na tytoniu oraz jakie
czynniki determinuja te ceche u fitopatogenicznych bakterii. Prawie wszystkie badane
mutanty wykazaty podobng zdolnos$¢ maceracji tkanek bulw ziemniaka, jak szczep dziki.
Podobnie zachowywaly sie przy tworzeniu biofilmu, przy czym stwierdzono pewne
roznice w zaleznosci od sktadu pozywki hodowlanej, tzn. dodatku do niej glukozy lub
glicerolu, a takze wytwarzaniu enzymoéw degradujacych $ciane komoérkowa oraz
ruchliwosci komorek i czasu generacji. Na podkreslenie zastuguje wykazanie podobnych
relacji, jak u mutantéw D. solani, w zakresie wplywu zmian temperatury inkubacji na
aktywnos$¢ GUS. Podsumowujac ocene rozdziatu dotyczacego wynikéw badan, ktore
uwazam za wartoSciowe, pragne tylko zaznaczy¢, Ze ich analiza bylaby w znacznym
stopniu ufatwiona, gdyby udato sie przedstawi¢ w jednej tabeli wszystkie cechy
fenotypowe mutantow.

Rozdziat ‘Dyskusja’ przeczytalem z duzym zainteresowaniem. Jest to wazna czes¢
pracy podejmujgca, w miare mozliwos$ci, probe interpretacji otrzymanych wynikow w
oparciu o dostepne dane literaturowe. Autorka omoéwita wyniki mutacji konfrontujac je
z wynikami innych autoréw badajgcych inne gatunki bakterii, ale stosujacych podobne
techniki badawcze. Wykazata, iz w przynajmniej kilku przypadkach te same loci sa
indukowane w tych samych temperaturach, pomimo innych stanowisk systematycznych

badanych bakterii oraz innych atakowanych przez nie roslin-gospodarzy. Doktorantka



wykazata wplyw temperatur inkubacji mutantéw na ekspresje zidentyfikowanych
gendéw oraz zwrdcita uwage na mozliwe réznice w ekspresji genéw u bakterii
hodowanych in planta oraz in vitro. Wyniki badan wskazaly na potencjat biologiczny
groznych patogenéw ziemniaka, ale podkreslono, ze ujawnienie si¢ okreslonych cech na
ro$linie bedzie zalezalo od ich wspétdziatania z wieloma czynnikami wystepujgcymi w
srodowisku. Warto$ciowa czescig dyskusji byta analiza ekspresji genéw zwigzanych z
wirulencjg, a takze analiza zdolno$ci do maceracji tkanek bulw ziemniaka i lisci cykorii
oraz tworzenia biofilmu. Przeanalizowano, jak mutacje w r6znych genach oddziatujg na
wystepowanie lub brak poszczegélnych cech fenotypowych. Nie we wszystkich
przypadkach jednak udato sie wyjasni¢ korelacje miedzy wynikami analizy genetycznej
a cechami fenotypowymi badanych bakterii. Jest to szczegdlnie cenna cze$¢ dyskusji
wskazujaca jednoczesnie, jak trudny problem badawczy zostal podjety oraz w jakim
kierunku badania powinny by¢ kontynuowane. W tym konteks$cie warto zauwazy¢
uwzglednienie aplikacyjnego znaczenia przysztych badan.

Recenzowang prace zamyka 7 starannie opracowanych  wnioskow
wyprowadzonych z najwazniejszych wynikow badan. We wnioskach 2 i 3 Autorka
zwraca uwage na wykrycie genéw o jeszcze nierozpoznanej funkcji, ktorych ekspresja
jest regulowana temperaturg, a ktére moga mie¢ zwigzek z wirulencjg D. solani i P.
atrosepticum, w szczegdlnosci w poczatkowym etapie infekcji, a wigc nawigzaniem
pasozytniczego stosunku tych bakterii z rosling. Niektére z genéw indukowanych

temperaturg zostaly zidentyfikowane po raz pierwszy.

Reasumujac stwierdzam, ze:

1. Praca podejmuje temat ambitny, wazny dla nauki i praktyki, poznania genetycznego
podtoza zalezno$ci miedzy ekspresjg zaleznych od temperatury genéw a wybranymi
cechami bakterii Dickeya solani i Pectobacterium atrosepticum, w szczeg6lnosci tymi,
ktore powodujg rozwoéj choroby i straty gospodarcze w uprawach ziemniaka.

2. Doktorantka zrealizowala zatozony cel badawczy, poprawnie i z ogromnym
naktadem pracy stosujac wybrane metody,.
3. Literatura cytowana w pracy jest bardzo liczna i trafnie dobrana.

4. Interpretacja i dyskusja wynikow sa oparte na dobrej znajomosci zagadnienia.

5. Rozprawa jest poprawnie przygotowana a dokumentacja naukowa — bardzo bogata

i przejrzysta.



6. Zgromadzona wiedza stanowi podstawe do kontynuacji badan i szerszego ich
przeprowadzenia na ro$linach.

Na podkreslenie zastuguje fakt napisania rozprawy w jezyku angielskim, co sprawia,
ze bedzie ona dostepna w catosci dla szerokiego gremium odbiorcéw. Praktyka
zamieszczania rozpraw doktorskich w internecie jest coraz czeSciej stosowana przez
dobre osrodki naukowe. Jest jeszcze inny aspekt, mianowicie znajomos$¢ Swiatowego
jezyka nauki przez Doktorantke, stanowigcy nie tylko Jej osobisty walor, ale takze

Swiadectwo macierzystej Uczelni.

Whiosek koncowy

Uwazam, ze praca doktorska Pani mgr Natalii Kaczynskiej spetnia wszelkie formalne
wymagania okreslone w artykule 13 Ustawy z 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r,, Nr 65, poz. 595 z
pézniejszymi zmianami), a takze inne zwyczajowo przyjete kryteria oceny rozpraw
doktorskich. Zar6wno przedstawiona praca, jak i dorobek naukowy w postaci jednej
publikacji w renomowanym czasopiSmie Plant Pathology oraz trzech wystapien na
miedzynarodowych konferencjach i sympozjach, uzasadniajg nadanie mgr Kaczynskiej
stopnia naukowego doktora w dyscyplinie biochemia. Wnosze do Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Natalii Kaczynskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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