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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasza Adama Przepiéry zatytulowanej
»Istotno§é¢ wybranych elementéw pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jakosci
bialek (DsbA, DegP, DegS i FkpA) dla wirulencji i przetrwania warunkoéw stresowych
patogenu ziemniaka, bakterii Dickeya solani’’, wykonanej w Katedrze Biochemii Ogolne;j i
Medycznej Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny Skorko-Glonek.

Praca doktorska byta wykonana w ramach grantu NCN z konkursu Opus 7 oraz Projektow
Mtiodych Naukowcow przyznawanych przez Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.

Mokra zgnilizna i czarna ndzka to choroby wielu gatunkéw roslin uprawnych i1 ozdobnych
powodowane przez grupe mikroorganizmow powszechnie nazwanych Soft Rot
Pectobacteriaceae (SRP). To dos¢ liczna grupa pektynolitycznych gatunkow bakterii
zaliczanych obecnie do rodziny Pectobacteriaceae a opisywanych 1 intensywnie badanych juz
od ponad 120 lat. Bakterie te posiadaja doskonale rozwinigty aparat enzymatyczny, ktorego
aktywnos$¢ skierowana jest na degradacje polimeréw wchodzacych w skiad ultrastruktur
komorki roslinnej takich jak pektyny, kwas poligalakturonowy, celuloza oraz inne polimery
cukrowe. Mikroorganizmy te powoduja powazne straty w wielkoskalowych uprawach,
ziemniakOw warzyw 1 wielu gatunkow roslin ozdobnych uprawianych na catym $wiecie.
Oprécz czynnikdw naturalnych aktywno$¢ czlowieka przyczynia si¢ do szybkiego
rozpowszechniania si¢ tych patogenow w srodowisku, ktore w korzystnych dla siebie
warunkach powoduja straty siggajace nawet 20-25% plondéw. Grupa bakterii SRP
charakteryzuje sie znacznym potencjalem adaptacyjnym stad latwo zasiedla nowe nisze
ekologiczne mimo odmiennych warunkéw klimatycznych, dlatego tez bakterie te znajduja si¢
na liScie dziesieciu najniebezpieczniejszych fitopatogenéw. Obiekt badan pana mgr inz.
Tomasza Przepidry — gatunek Dickeya solani to jeden z przedstawicieli SRP, ktéry zostal
poniekad wypromowany przez czlowieka dzigki masowej produkcji materialu siewnego
sadzeniakow ziemniaka i szybko rozpowszechniony w $rodowisku. W Polsce pojawit si¢ on
dopiero po otwarciu granic UE wraz sadzeniakiem ziemniaka najprawdopodobniej z Holandii.

Autor ocenianej rozprawy podjat si¢ interesujacego wyzwania majacego na celu okreslenie
znaczenia wytypowanych, na bazie wiedzy zdobytej na innych modelach bakteryjnych,
elementow periplazmatycznego systemu kontroli jakosSci biatek wptywajacego na zdolnos$¢ do
wzrostu i wirulencje D. solani w warunkach stresowych. Badania obejmujg takie enzymy jak
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oksydoreduktaza disiarczkowa DsbA, dwie proteazy DegP 1 DegS oraz izomeraza
peptydylowo-prolinowa FkpA.

Stres jest nieodigcznym zjawiskiem towarzyszacym komorkom bakterii wegetujacym na
roélinie czy w $rodowisku glebowym a zdolnos¢ do zaadoptowania si¢ do takich zmiennych
warunkow stanowi klucz do sukcesu w przetrwaniu 1 rozprzestrzenianiu si¢ mikroorganizmu.
Do najistotniejszych czynnikow stresowych naleza, stres temperaturowy, oksydacyjny,
zasolenia, stres osmotyczny. Zwykle jest to kilka czynnikéw dziatajacych jednoczesnie. Stad
Autor postanowil w swoich badaniach zastosowac kombinacje kilku czynnikéw stresowych w
prowadzonych doswiadczeniach. Biorac pod uwagg brak danych na temat roli
periplazmatycznego systemu kontroli jakosci biatek na zdolno§¢ do wzrostu i wirulencje w
warunkach stresowych u bakterii fitopatogennych podjecie tej tematyki przez Doktoranta bylo
w pelni zasadne. Badania Doktoranta objely zastugujacy na uznanie niezwykle szeroki zakres
eksperymentow, z ktérych wyniki doprowadzily do wielu interesujacych konkluzji
koncowych.

Modelowym organizmem z grupy SRP wybranym do projektu byl szczep typowy Dickeya
solani IPO2222 wyizolowwany w Holandii w 2007 r. z ziemniaka, na ktérym prowadzono juz
wiele badan w tym opisano sekwencj¢ genomu co stanowi dogodny punkt do stawiania
nowych hipotez i ich weryfikacji. Jest to obecnie jeden z dominujacych w Europie gatunkow
Dickeya, izolowany z ziemniaka, ale réwniez hiacynta i irysa. Mikroorganizm ten bardzo
wydajnie infekuje roéliny i1 charakteryzuje si¢ niska wrazliwoscia na bakterie saprofityczne,
wykazuje tez wysoka przezywalno$¢ w bulwach potomnych i sadzeniakach co stanowi o jego
sukcesie Srodowiskowym. Wykazuje tez 12 miesigczng zywotno$¢ w warunkach
szklarniowych.

W oparciu o ten modelowy organizm realizujac zamierzony cel Autor uzyskat szczepy
pozbawione funkcjonalnych gendéw kodujgcych biatka DsbA, DegP, DegS, FkpA, poprzez
przerwanie ich cigglosci kaseta warunkujaca oporno$é na antybiotyk.

Okreslit zmiany wrazliwosdci otrzymanych szczepow na czynniki stresowe: podwyzszong
temperature, wysokie stezenia osmolitéw (Jonowych 1 niejonowych), obecno§é H,O; i niskie
pH oraz kombinacje tych czynnikow.

Zbadatl zdolno$¢ zmutowanych szczepéw do infekowania oraz wywolania efektow
chorobowych na modelach ro$linnych, cykorii 1 ziemniaku.

Okreslit zmiany zdolnosci zmutowanych szczepéw do biosyntezy i1 sekrecji wyznacznikow
wirulencji takich jak ruchliwos¢, aktywno$¢ enzymow degradujacych Sciang komorkows
CWDE oraz sekrecja sideroforow.

Wykonat analizy proteomu komorkowego i sekretomu dla uzyskanych mutantoéw, u ktoérych
mutacja istotnie wplyneta na fenotyp, w celu zidentyfikowania proceséw komérkowych
zaleznych od systemu kontroli jakosci biatek w tym gatunku fitopatogena.

Podjete badania ze wzgledu na skale wymagaly znaczacego naktadu pracy, dobrze
opanowanego warsztatu inzynierii genetycznej, szerokiej wiedzy biochemicznej i bieglosci w
pracy z bakteriami fitopatogennymi co zasliguje na szczegélne podkre$lenie. Doktorant
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opracowal modele badawcze, ktdre mogg inspirowa¢ do dalszych eksperymentoéw co rowniez
jest warte zauwazenia.

Rozprawa liczy 273 strony 1 ma typowy uklad dla publikacji naukowych podzielonych na
wstep, materialy i metody, wyniki, dyskusje, wykaz wykorzystanej literatury oraz suplement.
Wstep pracy zilustrowano 10 rycinami a czgs$¢ eksperymentalng udokumentowano tgcznie 40
rycinami 1 14 tabelami. Cato$¢ uzupelniaja dwie tabele dokumentujgce wyniki badan
proteomicznych zalaczone na nosniku elektronicznym

Obszerny wstep pracy obejmujacy 68 stron zostal podzielony na 7 rozdziatéw giéwnych.
Pierwszy z nich obejmuje kompendium wiedzy w zakresie chor6b wywolywanych przez
bakterie z grupy SRP i wspdlczesnych metod ich zwalczania badZz ograniczania. Tu moja
uwaga Enterobacterales to jest ranga rzedu a nie rodzaju w taksonomii (str. 26). Drugi
rozdzial wnosi informacje dotyczace rodzaju Dickeya, klasyfikacji identyfikacji tych bakteri a
nastepnie koncentruje si¢ na charakterystyce gatunku Dickeya solani. W kolejnych czeSciach
wstepu Autor omawia fazy cyklu Zyciowego tego gatunku bakterii, wyznaczniki jego
wirulencji w postaci rozbudowanego aparatu enzymatycznego, aparatu sekrecyjnego,
mechanizméw regulujacych te procesy, system sygnalizacji komérkowej. Brakuje mi tutaj
omoéwienia procesu wesykularyzacji jako elementu sekrecji, ktdry to proces jest potem
wspominany w dyskusji. Ostatni rozdzial wstgpu omawia zagadnienia odpowiedzi na
czynniki stresowe i1 mechanizmy regulacyjne tych proceséw, koncentrujac si¢ w koncowe;j
czeéci na charakterystyce elementdéw zaliczanych do systemu kontroli jako$ci biatek bedgcych
obiektem niniejszych badan. Omawiajgc bialko DegP Autor wspomina, ze w niektorych
gatunkach bakterii, przytaczajgc Helicobacter pylori jako przykiad, samo biatko DegP jest
eksportowane poza komoérke bezposrednio do otoczenia badz wewnatrz pecherzykow
btonowych, potwierdzam jego obecno$é w pgcherzykach Pectobacterium zantadeskiae.

Kolejny rozdzial, Materialy i Metody obejmuje standartowo wykaz wykorzystanych
szczepOw bakteryjnych, plazmidéw, oligonukleotydow, roélin, antybiotykéw oraz pozywek
potrzebnych do przeprowadzenia zaplanowanych doSwiadczefi. Czg$¢ metodyczna pracy
zostata opracowana szczegodtowo. Opisana metodyka §wiadczy rowniez o korzystaniu z wielu
roznych technik mikrobiologicznych, biologii molekularne] 1 inZynierii genetycznej
pozwalajacych na weryfikacje obserwowanych wynikéw 1 dokumentacje dowodow
potwierdzajacych obserwowane zjawiska. Bylo to spore wyzwanie wymagajace
pracochtonnych do$wiadczen co zashuguje na dostrzezenie.

Kolejny rozdziat - Wyniki mimo, iz zostal opracowany szczegdlowo i1 udokumentowany
graficznie to czasem brak dokladniejszych opisoéw czy detali co zmusza czytelnika do
poszukiwania informacji w innych czgéciach pracy. Przyktadowo na str. 152 i 153 Autor
pisze o — dlugotrwatej ekspozycji jednak nie podaje nigdzie czasu trwania tej ekspozycji.

W pierwszym podjetym zadaniu Autor wykonal optymalizacj¢e 1 kalibracjg warunkow
do$wiadczen prowadzonych w warunkach stresowych dla szczepu dzikiego tak by mozliwa
byla w kolejnych etapach analiza poréwnawcza z wykorzystaniem szczepdw zmutowanych.
Wykonat analizy tempa wzrostu w warunkach normalnych i stresowych oraz okreslit
zywotno$¢ komorek wyznaczajagc CFU, wykonal testy integralnosci blon komoérkowych
korzystajac z testu rozrézniajgcego zywe i martwe komorki. Ta czgs¢ eksperymentow
pozwolita na ustalenie zakresu temperatur dla dalszych do$wiadczen, warunkéw stresu
osmotycznego jonowego 1 niejonowego w hodowli plynnej i na podlozach statych i ptynnych
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a nastgpnie warunkow dla badania stesu kwasowego 1 utleniajgcego jak réwniez kombinacji
obydwu tych czynnikéw. Badania zostaly wykonane dla bakterii bedgcych w fazie wzrostu
logarytmicznego oraz w fazie stacjonarnej i pozwolily na okredlenie odpowiednich
parametréw do testowania szczepow zmutowanych.

Do tej czgSci mam kilka uwag technicznyych. Wykresy ilustrujace pomiar ggstosci optycznej
jak rowniez ilustrujgce ilo§¢ CFU powinny by¢ wykonane w tej samej skali co pozwolitoby
na tatwiejszg interpretacje wynikow. Ta uwaga wilasciwie dotyczy tez wykresow kolejnych
pomiaréw w nastgpnych rozdzialach. Poréwnujac wzrost bakterii w kontrolach
poszczegolnych doswiadczen zaintrygowato mnie, ze w eksperymencie badajgcym wplyw
stresu oksydacyjnego udokumentowanym na rycinie 16, bakterie w kontroli, po piate;j
godzinie pomiarow, dzielity si¢ ewidentnie wolniej, delta OD w zakresie 0,04 do 0,1, niz w
innych do$wiadczeniach np. dotyczacych temperatur (rycina 12) delta OD w zakresie 0,35 do
0,7 czy podobnie rycina 21. Czy nie zaniepokoilo to Autora, Ze byé moze w tym
doswiadczeniu mamy jakis dodatkowy nieoczekiwany efekt inhibicji podziatow
komorkowych, ktory moze wplyna¢ na interpretacj¢ wyniku? W badaniu proteomu nie
obserwowano deficytu biatek eliminujacych reaktywne formy tlenu. Prositbym o komentarz
w tej kwestii.

Kolejna czgs¢ pracy koncentrowala si¢ na uzyskaniu szczepdw pozbawionych biatek
oksydoreduktazy disiarczkowej DsbA, proteaz DegP 1 DegS i izomerazy peptydylowo-
prolinowej FkpA poprzez przerwanie ich ciaglo$ci kaseta warunkujaca oporno$¢ na
antybiotyk. Uzyskanie odpowiednich mutantéw przebiegato dwuetapowo z wykorzystaniem
jako gospodarza posredniego szczepu innego gatunku Dickeya dadantii, w ktérym mutanty w
wymienionych genach skonstruowano metoda rekombinacji homologicznej a nastgpnie z
wykorzystaniem procesu transdukcji fagiem litycznym ¢EC2 geny z przerwang ciggloscia
przeniesiono do szczepu Dickeya solani IPO2222. Dodatkowo dla szczepu D. solani
dsbA::cm skonstruowano szczep komplementacyjny.

W tej czesci wynikow zracam uwage na blad w opisie na rycinie 19 opisane wielkosci
plazmidow nie zgadzaja si¢ z wzorcem.

Dysponujgc zestawem szczepOw z unieczynnionymi genami bialek SKJB Autor przystapit do
zasadniczej czgSci swojej pracy. Wykazal, ze wprowadzone mutacje nie wplywajg na profil
wzrostu w warunkach normalnych w poréwnaniu do szczepu dzikiego a nastepnie zbadal jak
poszczegélne mutanty zachowuja si¢ w warunkach stresu termicznego, osmotycznego
jonowego 1 niejonowego, stresu oksydacyjnego oraz kwasowego. Ta cze$¢ doswiadczen
doprowadzila do wniosku, ze brak bialek DsbA, FkpA DegP w komorce nie wplynat na
wzrost zmutowanych szczepow w warunkach stresu, co Autor thumaczy kompensacyjnym
dziataniem pozostatych czynnikéw SKIB.

Badanie wptywu mutacji na skutecznos¢ infekcji i wywolanie objawdw chorobowych
prowadzono na modelach roslin: liscia cykorii, bulw ziemniaka oraz roslin ziemniaka
hodowanych w kulturze in vitro. Ta czgs§¢ doSwiadczen doprowadzita do wniosku, ze
najsilniejsze efekty wprowadzonych mutacji zaobserwowano na liSciach cykorii. Wszystkie
mutanty wykazywaty obnizong zdolno$¢ do macerowania liSci cykorii a najsilniejszy efekt
wykazywal mutant w genie dsbA. Obnizenie zdolno$ci do macerowania bulw ziemniaka i
spadek infekcyjnosci w testach in planta wykazaly mutanty w genach dsbA 1 degS. W celu
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wyjasnienia przyczyny obserwowanego obnizenia wirulencji Autor okreslit zdolno$é
zmutowanych szczepoéw bakterii do wytwarzania funkcjonalnych czynnikéw wirulencii:
obecno$¢ enzyméw degradujacych Sciany komorkowe gospodarza, ruchliwosci komoérek oraz
wytwarzanie sideroforéw. Spos$rod zbadanych mutantow jedynie szczep D. solani DsbA::cm
charakteryzowal si¢ spadkiem aktywnosci pektynaz 1 celulaz, co moze s$wiadczyé o
ograniczonej zdolnoéci do wydzielania tych enzymdéw poza komorke. Szczep ten
charakteryzowat si¢ rowniez obnizeniem zdolnosci do plywania i pelzania, oraz obnizong
zdolnoscia do chelatowania jonow zelaza w testach ptytkowych.

W tej czgsci pracy wedlug mnie brakuje do$wiadczenia badajacego aktywnosé pektynaz i
celulaz w lizatach komoérek weryfikujacego czy te enzymy byty syntetyzowane w komorce na
poréwnywalnym poziomie jak w typie dzikim a zaburzone bylo jedynie ich wydzielanie, czy
tez zmiana byla juz na poziomie syntezy enzyméw. Badanie proteomu nie przynioslo
odpowiedzi na to ptanie. Czy wedlug Autora brak funcjonalnego genu dsbA wplywa na
aktywno$¢ bialka czy na ilo§¢ wydzielanego enzymu? Proszg Autora o ustosunkowanie sie do
tej kwestii, bo nie jest to precyzyjnie okreslone w pracy.

W przypadku eksperymentow zwigzanych z ruchliwoscia bakterii, interpretacje opisywanych
obserwacji utrudnia fakt slabej jako$ci dokumentacji fotograficznej, co sam Autor tez
komentuje. Obecnie powszechnie dostgpny jest sprzet fotograficzny umozliwiajgcy
wykonanie satysfakcjonujacej jakosci fotografii, tym bardziej ze nie byly to obserwacje
labilnych odziatywan czy krétkotrwalych efektow. Zatem mozna bylo dopracowaé warunki
dla dobrej jakosci fotografii.

Chcialbym w tym miejscu poprosi¢ Doktoranta o skomentowanie i przedyskutowanie
swojego do$wiadczenia w §wietle niedawno opublikowanej pracy autorstwa Roberta Gatty z
zespotu Prof. Michata Obuchowskiego zatytutowanej ,Influence of glucose on swarming and
quorum sensing of Dickeya solani” https://doi.org/10.1371/journal. pone.0263124, w ktérej
autorzy zauwazyli, Ze objeto$¢ pozywki ma istotny wplyw na ruchliwos¢ komoérek w
ukladach eksperymentalnych.

Bardzo ciekawa czgs¢ doswiadezen wykonanych przez Doktoranta, stanowi analiza proteomu
1 sekretomu szczepu Dickeya solani pozbawionego funkcjonalego genu dsb4 w odniesieniu
do szczepu dzikiego. Badanie to rzucilo nowe Swiatfo na poczynione do tej pory obserwacje i
mechanizmy, w ktorych uczestniczy biatko DsbA.

W analizie proteomu Autor wytypowat 45 bialek o istotnie zmienionym poziomie w
proteomie mutanta. W tej grupie znalazly si¢ biatka uczestniczace w chemotaksji i
ruchliwosci z dominujaca tendencja spadkowa natomiast obserwowano Wwyraznie
podwyzszony poziom bialek zwigzanych z odpowiedzig na stres zalezny od czynnikow sigma
E, Cpx i Rcs a takze wzrost poziomu niektérych bialek zwigzanych z metabolizmem,
dostarczaniem energii, sity redukujacej czy prekursorow biosyntez. Interesujaca obserwacjg
jest wzrost poziomu biatek zwigzanych z odpowiedziag na stres w obrebie cytoplazmy, ktory
moze dowodzié, ze brak aktywnego biatka DsbA ma wplyw na funkcjonowanie calej
komorki. Oznaczatoby to, Ze komorka jest wiasciwie w stanie permanentnego stresu. O czym
Autor pisze rowniez w dyskusji. Zadziwiajacy jest fakt, ze zaburzenie to wiasciwie nie
wplywa znaczgco na tempo podzialdéw komorek co bylo weryfikowane na poczatku pracy.
Chciatbym dowiedzie¢ si¢ czy Autor ma na to swojg hipotezg?
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Doktorant obserwuje réwniez, ze brak bialka DsbA powoduje spadek ruchliwodci jak ta
obserwacja ma si¢ do obserwowanej obecnosci bakterii w wigzkach rosliny w eksperymencie
in vitro, w ktorym analiza liczebnosci bakterii zlokalizowanych w gérnych partiach roélin nie
wykazala réznic pomi¢dzy mutantami a szczepem kontrolnym.

Dotaczeg tu jeszcze interesujgeg, do dyskusji w trakeie obrony, informacje z pracy Kulp et al.
(2015) Genome-Wide Assessment of Outer Membrane Vesicle Production in Escherichia
coli. PLoS ONE 10(9): e0139200. doi:10.1371/journal.pone.0139200. W pracy tej
przebadano mutanty kolekcji KEIO E. coli pod katem zaburzenia wesykularyzacji. Dla
mutanta w genie dsb4, zanotowano spadek wesykularyzacji. Bardzo interesujace byloby
sprawdzenie jak to wyglada w szczepie Dickeya. Dodam tez, Ze mutacja w genie degP
powoduje wzrost, zas w genach dsb4 oraz fkpA spadek intensywnosci wesykularyzacji w
badanym szczepie E. coli. W przypadku omawianej pracy pewnych informacji moglaby
udzieli¢ mikroskopia elektronowa, ale tez izolacja pecherzykéw blonowych i zbadanie ich
zawarto$ci biatkowej. Bylby to wtedy pelniejszy obraz sekretomu Dickeya solani.

Badanie sekretomu D. solani, przyniosto réwnie interesujace obserwacje i wytypowanie
znacznie wigkszej liczby bo 183 biatek, ktorych poziom réznit si¢ pomigdzy szczepem
zmutowanym D. solani dsbA:.cm a szczepem dzikim. Odnotowano spadek enzyméw z grupy
PCWDE takich jak liazy PGA, liazy pektynowej, metyloesterazy pektynowe;j i innych. Istotny
byt spadek poziomu biatek zaangazowanych w budowg wici, a takze wzrost poziomu bialek
cytoplazmatycznych. Obserwacje te Autor interpretuje jako zaburzenia integralnoéci blon, co
zostato poniekad potwierdzone w odrebnym do$wiadczeniu badania wrazliwoéci komorek na
niskie stezenia SDS. Mam jednak uwage do tego do§wiadczenia. Pomiar spadku OD czyli
efekt lizy komérek Autor wykonat w ciagu 10 minut w dwuminutowych odstepach
czasowych, rycina 50 panel A i B. Wykresy te obrazujg rowniez liz¢ komorek typu dzikiego z
mniejszg intensywnoscig, ale bakterie te réwniez lizuja. Niezrozumiale dla mnie jest,
dlaczego? Skoro liza nastgpowata bardzo szybko, to dlaczego w kolejnym eksperymencie
Autor dokonuje pomiaru po 1 godzinie i po 4 godzinach uzyskujac juz efekt podobnego
wybarwienia komorek i zblizonej skali uszkodzenia obydwu blon zaréwno w kontroli jak i w
komorkach szczepu zmutowanego - powyzej 80% komorek? Prosze Doktoranta o komentarz
dotyczacy interpretacji i wykonania tego eksperymentu.

Dyskusja wynikéw podsumowuje i scala wszystkie watki pracy i §wiadczy o dobrej wiedzy
Doktoranta w zakresie prowadzonych badan. Ta cze§¢ pracy zostala przeprowadzona na tle
bogatego zestawu literatury. Zalgczony w rozdziale Literatura wykaz cytowanych prac
obejmuje ponad 300 pozycji dobrze dobranych dla przedyskutowania obserwowanych
procesow 1 aktualnych dla opisywanej tematyki badawczej.

Chciatbym powréci¢ w tym miejscu do zagadnien zwigzanych z sekretomem omawianych w
dyskusji. A konkretnie do niestabilnoéci blon, jesli mutacja w genie dsbA::cm zwieksza
niestabilnos¢ blon to powinno to wplynagé pozytywnie na intensywno$é wydzielania
pecherzykéw blonowych. Jednakze hipoteza ta jest sprzeczna z obserwacjami opisanymi dla
mutanta w genie dsbA E. coli. Ciekawy jestem komentarza Doktoranta w tej kwestii.

Doktorant przedstawia kilka hipotez wyjasniajacych obecnosé biatek cytoplazmatycznych w
sekretomie, ja skianialbym si¢ do hipotezy, Zze s3 one wydzielane szlakiem pegcherzykow
btonowych. Jesli nastgpuje liza komorek, jak sugeruje Autor, to miat on narzedzie, zeby to
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zweryfikowac. To czy biatka w pgcherzykach blonowych sa aktywne czy nie, w niektorych
przypadkach jest takze mozliwe do zweryfikowania. Goragco zachecam do zbadania czy
szlakiem pecherzykéw btonowych komorka moze usuwaé uszkodzone biatka? Autor ma
ciekawy model do zbadania tej hipotezy.

Odniosg si¢ rowniez do tresci zawartych w podsumowaniu pracy.

Pierwsze zdanie jest nie precyzyjne, gdyz wrazliwo$¢ na HO, nie zostala do konca
udokumentowana. W mojej interpretacji mozna to odnies¢ jedynie do warunkow kwasowych,
gdyz w badaniach mutantéw sa nieco inne obserwacje niz w badaniach kalibracyjnych.
Natomiast odnoszac si¢ do edycyjnej strony pracy, napotkalem troche pomylek literowych i
drobne potknigcia edycyjne badz niescistosci j¢zykowe, z obowiazku recenzenta przytaczam
klika przyktadow:

W streszczeniu Autor uzywa nieprecyzyjnych sformutowan pisze:

- ,,Podwyzszenie’’ — czy to jest istotne statystycznie czy nie?

- ,,Nie wplywa znaczaco’’ - istotnie czy nie istotnie?

Str 30: Dickeya solani po raz pierwszy w Polsce zostala wyizolowana i zidentyfikowana w
2005 a opisana w 2009, kiedy si¢ pojawila to doktadnie nie wiemy.

Wstep str. 89: Innym przyktadem pelnienia przez FkpA funkcji opiekuniczej jest wydzielanie
przeciwcial. Co Autor miat na mysli?

Str 176: Jednostki aktywno$ci enzymow oznaczane sg duza litera U.
Na stronie 184 zwrot dramatyczna redukcja zastgpitbym bardziej pasujgcym sformulowaniem

Str 222: Biogeneza S$ciany komorkowej a integralno$¢ otoczki? otoczka jest inng
ultrastruktura co Autor miat tu na mys$li?

Podsumowujac przeprowadzone i opisane przez Doktoranta dos$wiadczenia niewatpliwie
wnosza nowe informacje do ogélnej wiedzy na temat mechanizmdéw istotnych dla
efektywnego funkcjonowania systemu kontroli jako$ci biatek w komorkach fitopatogenne;j
bakterii z gatunku Dickeya solani, znaczaco tez rozbudowuja potencjat modelu badawczego.

Wiyniki zaprezentowane w niniejszej pracy zostaly zawarte w publikacjach z pierwszym
autorstwem Doktoranta w czasopi$mie branzowym European Journal of Plant Pathology oraz
International Journal of Molecular Sciences w co potwierdza réwniez jego wiedze ekspercka
w obrgbie poruszanej tematyki badawcze;.
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Whiosek koncowy

Na podstawie powyzej przeprowadzonej analizy pracy moge stwierdzié, ze Doktorant
prezentuje 0golng wiedz¢ teoretyczng w dyscyplinie nauk biologicznych. Niewatpliwie
wykazuje umiejg¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa doktorska mgr
inz. Tomasza Adama Przepidry stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego.

Przedstawiong mi do oceny pracg doktorska oceniam wysoko, rozprawa spetnia wymogi
okreSlone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 r., nr 65 poz. 595 z p6zn.
zm.) a dorobek naukowy kandydata uzasadnia nadanie mu stopnia doktora nauk
biologicznych. Wnoszg¢ wigc do rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie pana mgr inz. Tomasza Adama Przepiéry do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

ol LA
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