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Recenzja pracy doktorskiej mgr. Tomasza Mikolaja Maciaga
»Synthetic consortium of bacterial strains protecting potato (Solanum tuberosum L..)

plants against pectinolytic bacteria: form Petri dish to the potato storage”

Przedstawiona do recenzji praca wykonana na Miedzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod
kierunkiem dr. hab. Roberta Czajkowskiego, prof. UG dotyczy opracowania nowego
syntetycznego konsorcjum szczepow bakterii antagonistycznych wzgledem patogenow roslin
— bakterii pektynolitycznych z rodzaju Pectobacterium spp. i Dickeya spp. oraz sposobu
formulacji konsorcjum w celu jego pozniejszego wykorzystania do ochrony bulw ziemniaka w
warunkach ich przechowywania. Ochrona roslin nastrecza producentom coraz wigkszych
trudnosci. Jest to spowodowane migedzy innymi tendencja do ograniczania liczby substancji
aktywnych pestycydow, przy jednoczes$nie narastajacym zjawisku pojawiania si¢ organizmoéw
na nie odpornych. Ponadto, intensywna wymiana materialu roslinnego na rynkach
miedzynarodowych sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ obcych inwazyjnych agrofagow na nowe
terytoria. Ochrona ro$lin przez bakteriozami zawsze byta ktopotliwa, ze wzgledu na niewielki
asortyment srodkéw bakteriobdjczych dopuszczonych do uzytku. W $wietle polityki Unii
Europejskiej i zatozen strategii Europejskiego Zielonego L.adu, w perspektywie kolejnych lat
maja by¢ wycofane z ochrony ro$lin §rodki bazujace na solach miedzi, ktore sg gtownym
orgzem w walce z bakteriozami, a zuzycie chemicznych $rodkow ochrony roslin ma by¢
zredukowane 0 50%. W obecnej chwili w Polsce, nie ma zadnego zarejestrowanego srodka do
ochrony ziemniaka przed bakteriozami. W zwigzku z tym, waznym kierunkiem badan jest

poszukiwanie biologicznych $rodkow ochrony roslin i ma to odzwierciedlenie w rosnace;j
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liczbie publikacji naukowych dotyczacych tej tematyki, a takze w dynamicznie zwigkszajacej
si¢ wartosci §wiatowego rynku biopestycydow.

Przedstawiona do recenzji praca zostata przygotowana w jezyku angielskim i ma forme
opublikowanych artykutlow naukowych i rozdziatu ksiazki. Na rozprawe doktorska Pana mgr.
T. M. Maciaga sktadaja si¢ trzy oryginalne, wieloautorskie prace naukowe opublikowane w
latach 2019-2022, oraz rozdziat ksigzki majgcy charakter przegladowy, w ktérym autorzy
opisujg obecny stan wiedzy dotyczacy mozliwosci biologicznej ochrony z zastosowaniem
preparatow opartych o konsorcja mikrobiologiczne. Wyniki prac badawczych zostaty
opublikowane w renomowanych anglojezycznych czasopismach naukowych posiadajacych
wspotczynnik wptywu IF (Impact Factor) o warto$ciach 1F2021 3,422; 5,56; 4,614 (sumaryczny
IF = 13,596). Doktorant jest pierwszym autorem dwoch prac i rownorzednym pierwszym
autorem trzeciej pracy oraz drugim autorem w rozdziale ksigzki, opublikowanej przez
wydawnictwo Springer. Wktad pracy Doktoranta w powstanie poszczegdlnych publikacji jest
znaczacy i mgr T. M. Maciag opisuje go jako udziat w przygotowaniu i wykonaniu prac
eksperymentalnych, analiz danych, w tym rowniez statystycznych, przygotowaniu pierwotnej
wersji manuskryptow lub udziat w ich pisaniu.

Gtowna czg$¢ pracy doktorskiej sktadajaca si¢ z opublikowanych artykutéw naukowych
poprzedzona jest streszczeniem w jezyku polskim 1 w jezyku angielskim, oraz rozdzialem
Popular Science Introduction majacym charakter wprowadzenia do tematyki pracy. Rozdziat
ten, jak glosi jego tytul, ma charakter popularnonaukowy, przedstawia przeglad informacji
dotyczacy mikrobiologii gleby, chordb roslin 1 biologicznej ochrony roslin. Napisany jest
przyjemnym, lekkim jezykiem, co poczytuje jako zalete, bo w sposdb interesujacy przekazuje
solidng dawke wiedzy.

Kolejna cze$¢ rozprawy zawiera trzy monotematyczne, oryginalne prace naukowe.
Pierwsza z prac, oznaczona 2.1, opublikowana w 2019 roku w czasopi$mie Plant Disease
opisuje proces selekcji szczepow bakteryjnych o wilasciwosciach antagonistycznych w
stosunku do patogenicznych bakterii z rodzajow Pectobacterium i Dickeya, i stworzenia
konsorcjum bateryjnego wykazujacego efekt mozliwie maksymalnej ochrony bulw ziemniaka
przed mokra zgnilizng powodowang przez rozne gatunki bakterii pektynolitycznych. Sposrod
22, wczesniej scharakteryzowanych jako posiadajgcych wlasciwosci antagonistyczne szczepow
bakterii, stworzono 15 konsorcjow bakteryjnych, do ktorych przydzielano szczepy na zasadzie
losowej i1 analizowano ich skuteczno$¢ w ochronie bulw ziemniaka przed mokra zgnilizna.

Poszczegolne szczepy wchodzace w sktad najbardziej efektywnego konsorcjum nazwanego
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przez Autoréw ,,Great Five” byly rowniez charakteryzowane indywidualnie pod katem ich
wlasciwosci ochronnych, oraz cech fenotypowych jak wrazliwo$¢ na antybiotyki, zdolnos¢ do
wzrostu w réznych temperaturach oraz wplywu na przezywanie nicienia Caenorhabditis
elegans. W przedstawionej publikacji, szczepy byly identyfikowane na podstawie
sekwencjonowania rejonu 16S rRNA 1 porownania sekwencji z bazg GenBank z
zastosowaniem algorytmu BlastN. Generalnie, zréznicowanie sekwencji 16S rRNA jest
obecnie dla wigkszosci rodzajow bakterii niewystarczajgce do poprawnej klasyfikacji do
poziomu gatunku. Uwaza sig, ze sekwencja 16S rRNA pozwala tylko na zgrubng klasyfikacje
do rodzaju. Pokusitam si¢ o sprawdzenie sekwencji 16S rRNA szczepoéw wchodzacych w sktad
mieszaniny Great Five, i po porownaniu tych sekwencji z bazg sekwencji 16S rRNA szczepow
typowych gatunkow w bazie EzTaxon, szczep Al167 zidentyfikowany w publikacji 2.1 jako
Enterobacter amnigenus, zostat zaklasyfikowany do rodzaju Lelliotta (bez przypisania do
gatunku), a szczep H145 zidentyfikowany w pracy jako Rahnella aquatilis do Rahnella aceris.
Dla wszystkich tych szczepow Doktorant w kolejnej pracy uzyskat sekwencje genomowe. W
zwigzku z tym nasuwa si¢ pytanie Czy byly prowadzone dalsze analizy majace na celu
identyfikacj¢ szczepdw z zastosowaniem porodwnania genomoéw? Ciekawi mnie tez aspekt
wzajemnych relacji szczepéw tworzacych konsorcjum. Z charakterystyki zamieszczonej w
Tabeli 1 w publikacji 2.1 wynika, ze cz¢$¢ z nich moze produkowa¢ substancje o charakterze
antybiotykow, czy zatem byly prowadzone szerzej zakrojone badania w celu odpowiedzi na
pytanie, czy nie wptywaja one wzajemnie na siebie negatywnie? Z tym pytaniem wigze si¢
kolejne zagadnienie przezywalnosci pozytecznych szczepow w bulwach ziemniaka. Czy
wiadomo jak dtugo szczepy konsorcjum sg w stanie przezywaé na bulwach i czy przezywalno$é
poszczegodlnych szczepdw jest zblizona do siebie, czy moze z uptywem czasu ktorys szczep
dominuje nad pozostatymi? Kolejne zagadnienie to sprawa bezpieczenstwa badanych szczepow
dla ludzi. Jest to sprawa niezwykle istotna podczas rejestracji szczepéw bakteryjnych jako
substancji aktywnych $rodkow ochrony roslin. W publikacji 2.1 Autorzy deklaruja, ze na
podstawie klasyfikacji opracowanej przez American Type Culture Collection (ATCC) jako
szczepy nalezace do 1. grupy ryzyka, czyli generalnie uznawane za bezpieczne. Jednak wg
europejskiej klasyfikacji DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)
Serratia rubidaea jest zaklasyfikowana do 2. grupy ryzyka, czyli czynnikow zwigzanych z
chorobami ludzi, a to jest zwigzane z doniesieniami naukowymi, w ktorych opisywano

przypadki identyfikacji bakterii tego gatunku u pacjentow.



Kolejna publikacja wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej, 0znaczona jako 2.2, jest
kontynuacja badan prowadzonych w ramach pierwszej publikacji 1 obejmuje probe
opracowania skladu formulacji szczepow konsorcjum Great Five zapewniajacej im dluzsza
przezywalno$¢. Prace te maja juz charakter bardziej aplikacyjny, wrgcz przygotowujacy
konsorcjum bakteryjne do jego komercjalizacji. Opracowanie formulacji, ktora zapewniataby
dobrg przezywalno$¢ wszystkim 5 szczepom konsorcjum jest generalnie trudne, bo czesto
optymalny skiad formulacji rézni si¢ dla szczepdéw nalezacych do rdéznych gatunkow.
Doktorant w swojej pracy testowal rézne odczynniki, sktadniki oraz sposoby formulacji
szczepow bakteryjnych, w tym zaproponowal nowy odczynnik do liofilizacji, ktory chronit
komorki bakterii w podobnym stopniu jak odczynnik komercyjnie dostepny, jednak pozwalat
na redukcj¢ kosztow tego procesu.

Ostatnia oryginalna praca naukowa, oznaczona jako 2.3, miala na celu
sekwencjonowanie genomow szczepow bakteryjnych wchodzacych w sktad konsorcjum Great
Five, ich anotacje, analiz¢ pod wzgledem obecnosci genéw kodujacych metabolity wtorne, w
tym substancje majace potencjalnie role w ochronie bulw ziemniaka przed bakteriami
pektynolitycznymi. Sekwencje genomow zostaly roéwniez przeanalizowane pod katem
obecnosci genow kodujacych szkodliwe dla czlowieka biatka lub synteze innych toksycznych
zwigzkow. Z punktu widzenia komercjalizacji, istotnym jest takze okreslenie, czy w genomach
szczepOw, ktore potencjalnie miatyby by¢ uzywane w produkcji rolniczej znajduja si¢ geny
opornosci na antybiotyki i jaka jest lokalizacja tych genéw. Czy Doktorant przeprowadzit taka
analize?

Nastepng czeScig pracy doktorskiej jest rozdziat 3. Discussion, ktorej gtdéwna czescia
jest rozdziat z ksigzki wydanej przez wydawnictwo Springer w 2020. Rozdzial ma charakter
przegladowy 1 opisuje wyniki S$wiatowych badan nad wykorzystaniem syntetycznych
konsorcjow mikroorganizméw w biologicznej ochronie roslin i nie jest rozdziatem, ktory bytby
sensu stricto dyskusjg wynikow uzyskanych przez Doktoranta. Teoretycznie odrebny rozdziat
poswigcony dyskusji uzyskanych wynikéw moglby by¢ pominiety, poniewaz w dwoch
publikacjach taka dyskusja zostala umieszczona. Jednak bardziej cenitabym rozdziat
zawierajacy rzetelna, niepozbawiong autokrytycyzmu oceng whasnych wynikéw w $wietle
innych prac naukowych. Chociaz doktorant wielokrotnie podkresla wyzszos¢ zastosowania
konsorcjum bakteryjnego nad preparatem bazujacym na jednym szczepie, wyniki uzyskane w
pracy 2.1 nie wskazuja na to jednoznacznie. Skuteczno$¢ ochrony bulw ziemniaka przez

konsorcjum jest podobna do tej uzyskanej przy zastosowaniu niektorych pojedynczych
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szczepOw. A jezeli uzyskane wyniki miatyby mie¢ zastosowanie W praktyce, a konsorcjum
szczepOw wprowadzone na rynek jako $rodek ochrony roslin, koszty badan rejestracyjnych dla
wszystkich szczepow konsorcjum bytyby bardzo wysokie i prawdopodobnie nieoptacalne.

Z punktu widzenia recenzenta, chociaz rozprawa zawiera bardzo warto$ciowe
publikacje przedstawiajace ciekawe wyniki, odczuwam brak czesci jasno okreslajacej cele tej
pracy i/lub hipotezy badawcze, a takze czes$ci zawierajgcej wnioski wyciaggniete ze wszystkich
badan w tym réwniez wnioski ukierunkowujace dalsze badania naukowe lub prace rozwojowe.

Podsumowujac, przedstawiong do recenzji prace oceniam bardzo dobrze. Uwazam, ze
rozprawa doktorska mgr. T. M. Maciagga stanowi dobrze zaplanowang i zrealizowang pracg
badawczg. Z zamieszczonego w rozprawie Curriculum Vitae Doktoranta wynika, ze aktywnie
uczestniczy on w pracach naukowych zespotu i oprocz prac wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej jest on wspdtautorem dodatkowych 5 publikacji naukowych, a wyniki prac
prezentowal na réznych migdzynarodowych konferencjach. Wyniki pracy doktorskiej Pana
mgr. Tomasza M. Maciaga zostaly nie tylko opublikowane w prestizowych czasopismach
naukowych, ale staty si¢ réwniez podstawg trzech przyznanych patentow (patenty polskie i
europejskie) oraz maja szans¢ na komercjalizacje.

Konkludujac, uwazam, ze przedstawiona do oceny praca odpowiada warunkom stawianym
rozprawom doktorskim. Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego w Gdansku o0 dopuszczenie Pana mgr. Tomasza Mikotaja Maciaga
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whiosek o wyrdéznienie rozprawy doktorskiej

Biorac pod uwage:

- wysoki poziom naukowy rozprawy oraz jej form¢ w postaci opublikowanych prac w
bardzo dobrych mi¢dzynarodowych czasopismach;

- charakter prac obejmujacy zar6wno badania podstawowe jak i1 aplikacyjne;

- potencjat wdrozeniowy wynikow i ich nowatorski charakter potwierdzony przyznaniem
patentow,

whnioskuje o wyrdznienie rozprawy, a jej Autora stosowng nagroda.
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