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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Emaldeleen Alimaher Mohamed Ismail
zatytutlowanej
Novel plasmids of Erwinia amylovora — the causal agent of fire blight

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Joanny Putawskiej.

Wykladniczy wzrost liczby danych o sekwencjach genomoéw mikroorganizmow
obserwowany na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat stworzyl mozliwosé prowadzenia
bardziej zaawansowanych badan dotyczacych migracji réznych gatunkéw bakterii jak
rowniez poznania ich potencjatu adaptacyjnego umozliwiajacego zasiedlanie nowych
gospodarzy, czy nowych siedlisk. Pozwala tez na na lepsze zrozumienie mechanizmow
regulujacych wymiang informacji genetycznej, wplywajacych na zmiennosé genetyczng i
kierujacych ewolucja. Badania te sa niezwykle istotne w aspekeie zwigkszajacej si¢ wymiany
migdzynarodowej zywnosci czy materialéw roslinnych oraz obserwowanych zmian
klimatycznych.

Najnowsze badania z zakresu genomiki, pozwolily rowniez na u$wiadomienie
badaczom, iz genomm bakteryjny moze byé bardzo plastyczna struktura, ulegajaca
intensywnym rearanzacjom. Znaczacy wklad w generowanie zmiennosci maja ruchome
elementy genetyczne, posiadajace miedzy innymi, zdolno$é przenoszenia informacji
genetycznej pomiedzy komorkami nawet odleglych filogenetycznie gatunkéw bakterii. Do tej
grupy czynnikéw nalezg takze plazmidy. Zwykle wyst¢puja jako pozachromosomalne
elementy genetyczne ulegajace niezaleznej od chromosomu bakteryjnego replikacji. Ze
wzgledu na liczbg kopii w komorce dzielimy je na niskokopijne i wielokopijne. Zwykle
zawartos¢ specyficznych determinant genetycznych na plazmidzie okresla jego funkcje.
Wyrézniamy plazmidy typu R (niosace kasety genéw opornosci), typu F (konigacyjne),
plazmidy bakteriocynowe, degradacyjne czy plazmidy wirulencji. Komorka bakteryjna moze

posiada¢ jednoczesnie kilka typoéw plazmidéw. Jednak nie wszystkie rodzaje plazmidow



moga wspdlistnie¢ w komorcee, o tym decyduje ich przynaleznosé do grupy niezgodnosci Inc
(incompatibility), stanowiacej istotny element charakterystyki plazmidow.

Projekt badawczy realizowany przez mgr mgr Emaldeleen Ismail koncentruje si¢ na
Jednym z najstarszych znanych patogenéw roslinnych, opisanym ponad sto trzydziesci lat
temu w USA, aczkolwiek efekty bakteryjnych infekcji jabloni i grusz obserwowano i opisano
juz w roku 1794 w rejonic Nowego Yorku. Bakterie Erwinia amylovora to specyficzny
gatunek w rodzinie paleczek Enterobacteriaceae. Jest to patogen ponad 130 gatunkéw roslin
zaliczanych do 40 rodzajow reprezentujacych gtéwnie rodzine Rosaceae. Nalezy do jednego z
najbardziej homogennych gatunkoéw wsrod patogenow roslinnych zaréwno pod wzgledem
cech biochemicznych jak rowniez charakterystyki genetycznej. Poczatkowo patogen
obserwowany byl jedynie na obszarze Ameryki Péhocnej a jego dystrybutorem na inne
kontynenty najprawdopodobniej byt czlowiek. Obecnie wystgpowanie tych bakterii notuje si¢
w ponad 40 krajach od Ameryki Potnocnej poprzez Europe, Azje jak dotad jedynie Ameryka
Poludniowa, Poludniowa Afryka i Australia wydaja si¢ by¢ wolne od Erwinia amylovora.

Celem przedstawionej do recenzji pracy byla analiza kolekcji szczepéw Erwinia
amylovora pochodzacych z roéznych rejonéw geograficznych pod katem obecnosci w nich
nowych nieznanych dotad plazmidéw. Okreslenie ich sekwencji oraz adnotacja genow w
nowo charakteryzowanych plazmidach. A w kolejnym etapie zbadanie wplywu nowo
wyizolowanych plazmidéw na wlasciwosci patogeniczne szczepOw posiadajacych te
plazmidy.

Obecnos¢ plazmidéw w komérkach Erwinia amylowora obserwowano od lat 80
ubieglego stulecia. Pierwsze badania dotyczyly plazmidu pEA29, ktéry jak sie nieco pozniej
okazalo, jest powszechnie wystgpujacy niemal we wszystkich znanych izolatach bakterii tego
gatunku. W oparciu o powyzsza obserwacj¢ opracowano pierwsze molekularne testy do
detekcji Erwinia amylowora. Intensywne badania genetyczne na przestrzeni ostatnich
kilkunastu lat wykazaly obecno$¢ niemal 30 roznych plazmidow, o wielkosci od 1,7 kpz do
78 kpz w szczepach E. amylovora.

Przedlozona do oceny praca zawiera 100 stron tekstu wzbogaconego o 16 rycin, 4
tabele, aneks z plyta CD, na ktérej zamieszezone zostaly sekwencje charakteryzowanych
plazmidéw i ich adnotacja oraz 8 stronicowy wykaz pozycji literaturowych
wykorzystywanych w trakcie badan i pisania pracy. Tu mam kilka uwag. Mapy genetyczne
zamieszcone na figurach 3 1 4 sa nieco male co utrudnia czytelnikowi ich interpretacje,
podobnie mapa plazmidu pEA68 przedstawiona na figurze 8. W przypadku figury 7 na str 42

brakuje opisu wzorca DNA. Konstrukeja tabeli 1 zawicrajacej wykaz szczepow



wykorzystanych do badan wymaga udoskonalenia, brak w niej uporzadkowania wedlug
jednej z wybranych kategorii. W przypadku szczepow wyizolowanych w Polsce niezwykle
cieckawe byloby podanie pochodzenia roslin, jesli byly one importowane, co byloby
wartosciowe w kontekscie przeprowadzonych analiz biogeograficznych.

Rozprawa skonstruowana zostala w ukladzie zawierajacym wstep wprowadzajacy w
problematyk¢ zwigzang z badaniami, opis materialow i zastosowanej metodyki badan
rozdzial omawiajacy wyniki oraz osobno wydzielong dyskusj¢ i wnioski koncowe. Praca
napisana w jezyku angielskim w sposob przystepny, laczy si¢ w logiczng calosé, chociaz w
mojej opini ostatni akapit rozdzialu wyniki IV.3.3 opisujacego plazmid pEA30 powinien si¢
znalez¢ w dyskusji.

Aby zrealizowa¢ postawiony sobie cel badawczy doktorant wykorzystal zgromadzong
na potrzeby projektu kolekcj¢ 491 szczepéw Erwinia amylovora z czego 162 bylo
wyizolowanych w Polsce a pozostale pochodzity z 11 krajow europejskich glownie Belgii i
Holandii i Bulgarii oraz szczepow z USA, Algerii i Egiptu. Badania zrealizowano z
wykorzystaniem  szerokiej —migdzynarodowej wspélpracy umozliwiajacej pozyskanie
materiatu do badan, jak rowniez warto$ciowa interpretacje wynikéw i ich publikacje.

W toku realizacji projektu doktorant wyizolowat DNA plazmidowy ze 162 szczepéw Erwinia
amylovora pochodzacych z Polski oraz ze 160 szczepow z innych rejondw geograficznych.
Na podstawie analiz z wykorzystaniem enzyméw restrykcyjnych wyselekcjonowal pigé
szezepow, ktore oprécz plazmidu pEA29 posiadaly jeszeze jeden dodatkowy plazmid.

Trzy szczepy posiadaly plazmid o identycznych profilach restrykeyjnych a pozostate
plazmidy byly unikalne. W celu stwierdzenia czy wykryte plazmidy zaleza do grupy
wczesniej opisanych w  literaturze czy sa nowe doktorant wykonal klonowanie ich
fragmentéw oraz wstepng analize sekwencji. Wykonane badania doprowadzily autora do
interesujacej obserwacji, Ze sekwencjonowane fragmenty moga stanowi¢ elementy
nieopisanych dotyczczas plazmidow.

W kolejnym kroku doktorant wykonal sekwencjonowanie wyselekcjonowanych
plazmidow z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania nowej generacji — NGS.
Uzyskane dane zostaly poskladane w kompletne sekwencje plazmidow z wykorzystaniem
oprogramowania CLC ~ Genomic ~Workbench a nastepnie  poddane  analizom
bioinformatycznym i poréwnawezym. W wyniku tych analiz doktorant stwierdzil ze SZczep
E. amylovora 692 zawiera nowy plazmid nazwany pEA68 o wielkosci 68 761 pz. W
plazmidzie wyré6zniono 78 otwartych ramek odczytu (ang. ORF). Szczep 651a zawiera nowy

plazmid pEA27 wielkosci 29 462pz, ktory posiada 38 otwartych ramek odezytu a Szczep



635a zawiera nowy plazmid pEA30 o wielkosci 29 585pz, w ktérym opisano 35 otwartych
ramek odczytu. Nastgpnie wykonana zostala, oparta na technikach PCR, analiza
zgromadzonej kolekcji szczepéw pod katem wystgpowania nowo scharakteryzowanych
plazmidow. Na podstawie zebranych danych autor pracy srwierdzil ze plazmid pEA68
wystgpuje w trzech sposrod badanych szczepow Jednym z Polski i dwoch z Belgii, plazmid
PEA27 wykryto jedynie w trzech polskich szczepach a plazmid pEA30 jest unikalny dla
szczepu 635a wyizolowanego w Polsce.

W dalszych krokach doktorant wykazat ze badane plazmidy sa bardzo stabilne i nie sg
climinowane z komorki. Wykonat takze badania wplywu nowych plazmidoéw na synteze
amyloworanu (egzopolisacharydu kluczowego dla patogenicznosci £. amylovora) oraz
wplywu na wirulencj¢ szczepow. W tym celu wykorzystujac techniki inzynierii genetycznej
uzyskat szczepy z usunigtym plazmidem. Dzigki temu mozliwe bylo poréwnanie szczepow
dzikich i szczepéw z usunietym plazmidem pod katem wirulencii i poziomu syntezy
amyloworanu.

Wszystkie trzy nowo opisane plazmidy zostaly znalezione w szczepach E. amylovora

wyizolowanych z chorych roélin pochodzacych z importu co wskazuje na mozliwosé
zawleczenia ich z zagranicy. Jest to niepokojaca obserwacja wskazujaca na wysokie ryzyko
fitosanitarne w $wietle bardzo intensywnej w obecnych czasach wymianie materiatu
roslinnego i plodow rolnych.
Nie znajduj¢ w pracy zadnych powaznych uchybien. Uwage moja zwrécilo, w dyskusji
wynikow na str 71, stwierdzenie méwiace o niewielkiej roli bakteriofagow w wymianie
materialu genetycznego organizmow prokariotycznych, nie moge sie z nim zgodzié¢, w Swietle
wielu najnowszych badan metagenomicznych. Bakteriofagi stanowia istotny czynnik
wplywajacy na zmienno$¢ genetyczng prokariota. A sam gatunek Erwinia amylowora ma
grupg infeckujacych bakteriofagéw, réwniez o szerokim zakresie gospodarzy choé
rzeczywiscie ich wplyw na zmienno$¢ tego gatunku wydaje sie by¢ ograniczony. Prositbym
tu autora o komentarz jakie moga by¢ tego przyczyny.

Szkoda tez, ze dyskusja dotyczaca poréwnania réznych rodzajow systemow sekrecji
typu IV wystepujacych na plazmidach pEA27 i pEA30 str 73 i 74 nie zostala wzbogacona o
schematy graficzne z wykonanych analiz i poréwnan. Mam tez pytanie do autora czy w
Swietle znaczaco innej zawartosci par GC w tych plazmidach w stosunku do % par GC w
genomic gospodarza wykonywal moze analize uzycia kodonéw w badanych plazmidach

pozwolitoby to na wysnucie hipotezy z jakiego tla genetycznego moga sie one wywodzi¢.



Szkoda tez, ze autor nie przeanalizowal wnikliwiej zasobéw GenBanku gdyz mozna byto
wyszukac, ze numer akcesji NC020920 wspomniany przez autora na stronie 49 laczy si¢ ze
szezepem CFBP2585 posiadajacym réwniez plazmid typu pEA30 wyizolowanym w Irlandii
z Sorbus sp., za$ sekwencja genomu tego szczepu oraz plazmidu zostatla opublikowana w
pracy Mann et al. 2012 numer akcesji HF560646. Poréwnanie tych dwéch plazmidéw bytoby
ciekawym watkiem w dyskusji wynikow.

Ponadto prositbym doktoranta o komentarz w trakcie publicznej obrony czy podejmowane
byly préby sprawdzenia czy szczepy niosace nowo opisane plazmidy maja lepszy potencijat
adaptacyjny, lepiej reaguja na stres $rodowiskowy czy tez wykazujg patogenicznosé w
szerszym spektrum warunkow srodowiskowych.

Podsumowujac praca zawiera nowe oryginalne wyniki naukowe. Autor w pelni
zrealizowal postawiony w pracy cel przedstawiajac charakterystyke genetyczng trzech
nowych plazmidéw koniugacyjnych, dodatkowo na podstawie analiz porownawczych
sekwencji opisal nowa rodzing plazmidéw pEA68, do ktorej zaliczyl jeszcze plazmid pEA72
pochodzacy z USA i pEA78 pochodzacy z Meksyku. Praca Swiadczy o znaczacej wiedzy
doktoranta z zakresu dyscypliny, umiejetnosci spojnej  prezentacji informac;ji
uzasadniajacych celowos¢ podjecia badan, umiejetnosci interpretacii i dyskusji wynikow w
swietle aktualnych danych literaturowych. Wyniki opisanych badaf zostaly opublikowane w
migdzynarodowym czasopi$mie naukowym.

Z przekonaniem mogg stwierdzi¢, ze uwazam przedstawiong do oceny prace za wartosciowg i
spelniajacq wymogi stawiane pracom doktorskim.

W oparciu o powyzsza analiz¢ wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Ogrodnictwa o
dopuszczenie pana magistra Emaldeleen Alimaher Mohamed Ismail do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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