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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana magistra Tomasza Macigga zatytulowanej
»Syntetyczne konsorcjum bakterii chronigce rosliny ziemniaka (Solanum tuberosum L.)
przed bakteriami pektynolitycznymi: od szalki Petriego do przechowalnictwa
ziemniakéw” wykonanej pod kierunkiem dra hab. Roberta Czajkowskiego, prof. UG
w Zaktadzie Badania Zwigzkow Biologicznie Czynnych na Miedzyuczelnianym Wydziale

Biotechnologii UG-GUMed Uniwersytetu Gdanskiego

Choroby bakteryjne roslin powodujg znaczne straty w rolnictwie stanowigc duzy problem.
Stosowanie metod kontroli chemicznej to gtébwny sposdb zwalczania patogendw roslinnych na
catym Swiecie. Jednak stosowanie pestycydow na szerokg skale powoduje problemy
ekologiczne. Srodki ochrony roslin przedostajg sie do powietrza, zanieczyszczajg glebe
i zbiorniki wodne, oraz zostajg zaabsorbowane przez organizmy, ktére nie miaty podlegaé
opryskowi. Rosngca odporno$¢ patogendw roslinnych wpltywa na zwigkszenie czestosci
wystepowania chorob roslin uzytkowych. Badania wskazujg réwniez na zwigzek pomiedzy
ekspozycjg na srodki ochrony roslin, a zwiekszong zachorowalnoscig na wiele typéw
nowotworow oraz choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Parkinsona i Alzheimera.

Alternatywg dla $rodkéw chemicznych jest kontrola biologiczna wykorzystujgca zdolnos¢
mikroorganizmow do wzajemnego oddziatywania na siebie i ograniczania wzrostu. Pozyteczne

bakterie majg zdolnos¢ do wytwarzania zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych, przez co mogag
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hamowaé¢ rozwoj patogendw roslinnych. Dlatego tez, wykorzystanie mikroorganizméw to

obiecujgca droga do zapobiegania rozprzestrzeniania sie patogendw roslin uzytkowych,

zmniejszenia strat ekonomicznych oraz ochrony zdrowia ludzi.

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska zatytutowana ,Syntetyczne konsorcjum
bakterii chronigce rosliny ziemniaka (Solanum tuberosum L.) przed bakteriami
pektynolitycznymi: od szalki Petriego do przechowalnictwa ziemniakéw” zostata przygotowana
w jezyku angielskim i ma uktad typowy dla prac doktorskich ztozonych z cyklu artykutow
naukowych. Rozprawa stanowi zestawienie trzech spojnych tematycznie publikacji, prac
eksperymentalnych opublikowanych w latach 2019 — 2022 oraz pracy przegladowej. Artykuty
zostaty opublikowane w czasopismach naukowych z listy Journal Citation Report (JCR): Plant
Disease, Applied Microbiology and Biotechnology (AMB) i Molecular Plant-Microbe Interactions
(MPMI) oraz rozdziale ksigzki, How Research Can Stimulate the Development of Commercial

Biological Control Against Plant Diseases, Progress in Biological Control (Springer, 2020).

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie rowniez z abstraktu w jezyku angielskim
i polskim, wstepu w jezyku angielskim, celéw pracy doktorskiej, zyciorysu naukowego
Doktoranta, rozdziatu - prawa autorskie i pozwolenia oraz oswiadczen wspoétautorow o wktadzie
w powstanie artykutdw w czasopismach i rozdziatu w ksigzce.

Tematyka rozprawy dotyczy poszukiwania alternatywnych do chemicznych metod
ochrony roslin przed patogenami bakteryjnymi z wykorzystaniem biologicznej ochrony roslin.
W szczegodlnosci badania skupiajg sie na znalezieniu pozytecznych mikroorganizmow,
antagonistycznych do patogendw, mogacych zastgpi¢ w rolnictwie stosowanie Srodkow
chemicznych, szkodliwych dla ludzi, zwierzat i Srodowiska.

Na uwage zastuguje bogato i bardzo dobrze opracowany wstep napisany w jezyku
angielskim, zawierajgcy popularnonaukowe wprowadzenie, rozdziaty dotyczgce mikrobiologii
gleby oraz biologicznej ochrony roslin. Ponadto opisane jest hiperpasozytnictwo
i drapieznictwo, zaktdcenie patogenezy oraz istotne choroby roslin. Rozdziat w syntetyczny
SposOb przedstawia poszczegolne zagadnienia. Materiat ten nadaje sie do wykorzystania

w pracy przeglagdowej w czasopismie o zasiegu miedzynarodowym.
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W publikacji pierwszej zatytutowanej ,Compatible mixture of bacterial antagonists
developed to protect potato tubers from soft rot caused by Pectobacterium spp. and Dickeya
spp” opublikowanej w czasopismie Plant Disease, scharakteryzowano mozliwosci ochrony bulw
ziemniaka przed gniciem powodowanym przez bakterie z rodziny Soft Rot Pectobacteriaceae
(SRP) w warunkach sprzyjajacych chorobie, przy uzyciu kompatybilnych mieszanin
antagonistow bakteryjnych. Opracowano protokot przesiewowy i oceniano dwadziescia
antagonistycznych  szczepdéw bakteryjnych wzgledem kombinacji pieciu  szczepéw
Pectobacterium i Dickeya reprezentujgcych gatunki powodujgce miekkg zgnilizne ziemniaka
w Europie. Te pieC szczepow (szczep Serratia plymuthica A294, Enterobacter amnigenus
szczep A167, Rahnella aquatilis szczep H145, Serratia rubidaea szczep H440 i szczep
S. rubidaea H469) poftgczono w celu wytworzenia syntetycznego konsorcjum do kontroli
biologicznej przeciwko mokrej zgniliznie ziemniaka (ang. potato soft rot). Otrzymane
syntetyczne konsorcjum, nazwane ,Wielkg Pigtkg”, zostato przetestowane na bulwach
ziemniaka. Za pomocg tej kompozycji drobnoustrojéw uzyskano ochrone zmniejszajgcg mokrg
zgnilizne o 46%. Antagonistow scharakteryzowano pod katem waznych cech dla zastosowan
komercyjnych (temperatura, opornos¢ na antybiotyki i potencjalna toksycznos¢é wobec

Caenorhabditis elegans).

Po zapoznaniu sie z tg pracg, chciatabym poprosi¢ Pana magistra o przyblizenie
w skrocie na czym polega innowacyjnos¢ metody przesiewowej do selekcji aktywnych

antagonistow? Czym rdzni sie ona od innych stosowanych metod?

W publikacji drugiej zatytutowanej ,The Great Five - an artificial bacterial consortium with
antagonistic activity towards Pectobacterium spp. and Dickeya spp.: formulation, shelf life, and
the ability to prevent soft rot of potato in storage” opublikowanej w czasopismie Applied
Microbiology and Biotechnology autorzy wielokierunkowo charakteryzowali sztuczne
konsorcjum bakteryjne nazwane ,Wielkg Pigtkg” opracowane w celu ochrony bulw ziemniaka
przed mokrg zgnilizng wywotang przez bakterie Pectobacterium spp. i Dickeya spp. W celu
zbadania potencjatu komercjalizacyjnego opracowano preparaty: proszek i ptyn, w skfad

ktérych wchodzity te same szczepy (S. plymuthica szczep A294, E. amnigenus szczep A167,
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R. aquatilis szczep H145, S. rubidaea szczep H440 i S. rubidaea szczep H469). Proszki
uzyskiwano po liofilizacji, przy uzyciu nowo opracowanego odczynnika do tego procesu. Okres
przechowywania preparatéw w temperaturze 8°C i 22°C byt monitorowany przez 12 miesiecy.
Najdiuzszy okres trwatosci uzyskano dla preparatéw przechowywanych w 8°C. Jednakze
zywotnos¢ wszystkich preparatow byta skrocona w 22°C. Zdolnos¢ preparatow proszkowych do
zachowania aktywnosci biokontrolnej konsorcjum zostata przetestowana na bulwach ziemniaka
traktowanych preparatami oraz mieszaning patogendéw mokrej zgnilizny. Zaszczepione bulwy
przechowywano przez 6 miesiecy w 8°C, aby nasladowa¢ handlowe warunki przechowywania.
Nasilenie i czestos¢ wystepowania mokrej zgnilizny na bulwach ziemniaka traktowanych
preparatami byty znacznie zmniejszone (do odpowiednio 62-75% i 48-61%) w pordéwnaniu
z kontrolg pozytywng z samymi patogenami. Nowo opracowana formuta ,Wielkiej Pigtki” moze
zapewni¢ dobrg trwato$¢ ziemniakdw przez co najmniej 1 rok, przy przechowywaniu

w temperaturze 8°C, a zatem mozna jg wykorzysta¢ do biokontroli mokrej zgnilizny.

Zaprezentowane badania majg istotny aspekt praktyczny, a opracowany wynalazek moze
znalez¢ zastosowanie przyczyniajgc sie istotnie do zmniejszenia strat spowodowanych mokrg
zgnilizng ziemniaka. Chcialabym zapyta¢ Pana magistra jak ditugo trwalo opracowywanie

,,Wielkiej Pigtki” i co przysporzyto najwiecej trudnosci?

W publikacji trzeciej pt. ,Compatible mixture of bacterial antagonists developed to protect
potato tubers from soft rot caused by Pectobacterium spp. and Dickeya spp.” opublikowanej
w Molecular Plant-Microbe Interactions, okreslono sekwencje genomu szczepdw tworzgcych
syntetyczne konsorcjum ,Wielkiej Pigtki.” Mogg one pomdc w identyfikacji cech istotnych dla
aktywnosci biokontroli konsorcjum, interakcji miedzy szczepami i kompatybilnosci szczepdw.
Nie zaleziono klastrow kodujgcych jakiekolwiek wtorne metabolity toksyczne dla ludzi i zwierzat
w uzyskanych genomach. Zidentyfikowano natomiast metabolity wtérne o znanej aktywnosci
przeciwgrzybowej, takie jak pironitrina oraz o dziataniu przeciwbakteryjnym, jak zeamina.
Otrzymane wyniki mogg zatem pomodc w identyfikacji szerszego zastosowania dla konsorcjum
"Wielkiej Piatki”, na przyktad przeciwko waznym grzybowym patogenom ziemniaka, takim jak

Rhizoctonia solani. Ponadto sodorifen wytwarzany przez S. plymuthica jest uwazany za
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niezbedny do komunikacji miedzygatunkowej przez zwigzki lotne. Sekwencje genomu
szczepodw tworzgcych syntetyczne konsorcjum, ufatwig opracowanie i wykorzystanie
podobnych kompozycji mikrobiologicznych do zastosowan rolniczych, umozliwig lepsze
zrozumienie interakcji miedzygatunkowych tej ztozonej spotecznosci bakterii oraz doprowadzg

do nowych zastosowan dla juz zaprojektowanego konsorcjum.

Znany z literatury jest wptyw dzdzownic Aporrectodea rosea i Aporrectodea trapezoides
na zahamowanie choroby siewek pszenicy spowodowanej Rhizoctonia solani. Moze warto
bytoby w przyszitosci przyjrze¢ sie symbiontom tych bezkregowcédw i zaprojektowac konsorcjum
w oparciu o mikroorganizmy wydalane do $rodowiska przez dzdzownice. Zdobyte
doswiadczenie i wiedza Doktoranta sg niewatpliwie solidng bazg do rozwoju badan nad

biologiczng kontrolg opartg o dobdr odpowiednich mikroorganizmow.

W publikacji czwartej zatytutowanej ,Biological Control Based on Microbial Consortia —
From Theory to Commercial Products”, ktoéra stanowi obszerny rozdziat opublikowany
w ksigzce pt. ,How Research Can Stimulate the Development of Commercial Biological Control
Against Plant Diseases, Progress in Biological Control” 21, wydawnictwa Springer Nature
Switzerland, zwrécono uwage, ze kontrola biologiczna oparta o wykorzystanie konkretnych
mikroorganizmow do zastosowania w rolnictwie i przemysle ma rosngce znaczenie i coraz
czesciej stanowi przedmiot badan naukowcow. Naturalne kompozycje mikrobiologiczne byty
stosowane jako kokultury od tysiecy lat do przechowywania zywnosci, a od niedawna do
kompostowania, bioremediacji i oczyszczania $ciekow. Kombinacje czynnikow biokontroli majg
wiekszy potencjat i powodujg skuteczniejsze ttumienie wielu chordéb roslinnych. Daje to efekt
korzystniejszy niz stosowanie pojedynczych mikroorganizmow. Autorzy opisujg, ze wykazano
przydatno$¢ syntetycznych mikrokonsorcjow w celu zwigkszenia biologicznej aktywnosci
przeciw patogenom rolnictwie. Dowiedziono, ze potgczenie kilku czynnikéw biokontroli,
posiadajgcych rdézne mechanizmy dziatania moze zapewni¢ skuteczng ochrone przed
patogenami w réznych warunkach srodowiskowych.

Autorzy zwracajg uwage, ze istniejg rozne protokoty opisujgce dobor sktadnikow, ktore

mozna wykorzysta¢ do tworzenia mikrobiologicznych konsorcjéw. Wybrane mikroorganizmy
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powinny by¢ niepatogenne dla ludzi, zwierzat i roslin. Ponadto powinny by¢ odporne na
niekorzystne warunki s$rodowiskowe, dziata¢é synergistycznie i szybko, mieé¢ dtugi okres
przydatnosci do spozycia, by¢ tatwe w produkcji i tanie. Obecnie w wiekszosci wykorzystuje sie
konsorcja zawierajgce dwa gatunki mikroorganizmow. Takie dualne konsorcja eksponowane sg
gtéwnie w tych samych warunkach (temp. pH i dostepno$¢ sktadnikéw odzywczych).
Wprowadzenie sztucznych mikrokonsorcjéw do ryzosfery moze aktywowac procesy naturalnie
wystepujgce w tych niszach jak np. wigzanie azotu, wytwarzanie zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych, czy odpornosé na susze, mr6éz lub nadmierng wilgotnosé.
Opracowane sg rowniez kompozycje trzech Ilub czterech bakterii, ktére autorzy
scharakteryzowali. Projektowanie sztucznych konsorcjéw mikrobiologicznych jest trudne ze
wzgledu na ztozonos¢ interakcji miedzy drobnoustrojami, roslinami i Srodowiskiem.

Autorzy ponadto przekonujg, ze poszerzenie wiedzy na temat korzystnego wplywu
konsorcjow drobnoustrojowych na zdrowie i kondycje roslin umozliwia rozwdj nowych
bioproduktow dla rolnictwa, a postepy w mikrobiologii syntetycznej i inzynierii mikrobiologicznej
umozliwiajg rozwoj prostych syntetycznych ekosystemdéw wzmacniajgcych kondycje roslin
i zwalczanie patogenow. Jednak w celu komercjalizacji tych rozwigzan niezbedna jest zmiana

uregulowan prawnych, ktére nie nadgzajg za postepem w nauce.

Oceniana rozprawa doktorska ma udokumentowane wybitne osiggniecia naukowe oraz
aplikacyjne i dlatego wnosze do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne UG o jej
wyroznienie. Wniosek moj uzasadniam tym, ze zaprezentowane w rozprawie badania sg nowe
w skali swiatowej, majg poziom wynalazczy i nadajg sie do przemystowego zastosowania.
W rozprawie doktorskiej Pan mgr Tomasz Macigg przeprowadzit badania nad opracowaniem
innowacyjnego syntetycznego konsorcjum szczepdw bakterii antagonistycznych wzgledem
bakteryjnych patogendw roslin z rodzaju Pectobacterium spp. | Dickeya spp., a takze metody
formulacji konsorcjum w celu jego podzniejszego wykorzystania na bulwach ziemniaka
w warunkach przechowywania. Doktorant jest pierwszym autorem w dwdch pracach (AMB
i MPMI), réwnorzednym pierwszym autorem w kolejnej pracy (Plant Disease) oraz drugim

autorem w rozdziale ksigzki, opublikowanej w wydawnictwie Springer.
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Ponadto Pan mgr Tomasz Macigg jest wspoéttwoércg trzech wynalazkow P.431434,
EP3495510 (Biopreparations based on microorganisms for protection of plants against bacterial
ainfections to be used in agriculture); P.423806, EP3495510 (Antagonistic bacterial strains,
compostions thereof and use for plant protection; P. 428215, EP3670645 (Reagent for
protection microorganisms during lyophilization), z ktérych pierwsze dwa uzyskaty ochrone
patentowg. Wynalazki zostaty zgtoszone na sciezce miedzynarodowej, co Swiadczy o ogromie
pracy wilozonym w te zgtoszenia. Publikacje oraz opracowane wynalazki, opatentowane
i zgtoszone do ochrony patentowej, to elementy Swiadczgce o wyrdzniajgcym charakterze
rozprawy doktorskiej. Konsorcjum bakteryjne “Wielka Pigtka” jest wynalazkiem, ktéry pozwoli
uchroni¢ ziemniaki przed chorobg jakg jest mokra zgnilizna i zarazem unikng¢ znacznych strat
ekonomicznych. Trwato$¢ przechowywania ziemniakow jest zagadnieniem bardzo waznym, nie
tylko dla producentéw rolnych i sieci handlowych, ale réwniez dla wielu gospodarstw
domowych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgra Tomasza Macigga
stanowi istotny wktad w badania z zakresu biologicznej ochrony ro$lin z wykorzystaniem
syntetycznych konsorcjow mikroorganizméw. Praca charakteryzuje sie wysokim poziomem
naukowym i aplikacyjnym, a Doktorant wykazat sie nowatorskim podejsciem do
opracowywanych zagadnienh oraz rzetelnoscig w prowadzeniu badan i redagowaniu prac. Moim
zdaniem, rozprawa doktorska Pana magistra Tomasza Macigga w petni spetnia warunki
regulaminu wyrézniania rozpraw doktorskich przez Rade Dyscypliny Nauki biologiczne UG.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska w petni spetnia kryteria stawiane
kandydatom w Ustawie - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020r poz.85 z pozn.
zm.) i dlatego tez wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pana magistra Tomasza Macigga do dalszych etapéw obrony

rozprawy doktorskiej.

Z powazaniem
dr hab. Marta Fiotka, prof. UMCS

cﬂﬁm@@/ﬁ@bm

0 L



