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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Sus$niak
pt. ,, Wplyw zmian w skladzie blony zewnetrznej Agrobacterium tumefaciens na proces

infekcji roslin na modelu pomidora”

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Susniak zostala wykonana w Instytucie Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej, pod kierunkiem promotora dr hab.
Iwony Komanieckiej, prof. UMCS. Recenzja zostala wykonana na podstawie umowy z
Uniwersytetem Marii Curie-Sklodowskiej podpisanej przez prof. dr hab. Anne Jarosz-

Wilkotazka — Dyrektora Instytutu Nauk Biologicznych UMCS.

1. Formalna ocena rozprawy — struktura dysertacji

Rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Susniak liczy 119 stron, w tym 31 rycin, 8 tabel
oraz 110 pozycji literaturowych. Struktura dysertacji jest typowa dla doktorskich prac
eksperymentalnych, a tytul rozprawy odpowiada tresci pracy i zostal poprawnie
sformutowany. Rozprawa doktorska obejmuje siedem gtownych rozdziatow: Wstep (I), Cel
pracy (II), Materiaty i metody (III), Wyniki (IV), Dyskusja (V), Wnioski (VI) i Bibliografia
(VII). Wymienione powyzej rozdzialy zawierajg rowniez szereg podrozdziatow. Pierwsze trzy
rozdzialy zostaly przedstawione na 51 stronach i stanowig elementy pracy wprowadzajace
czytelnika do poruszanej problematyki podjetej w dysertacji oraz prezentujg metodologie
przeprowadzonych badan, ulatwiajac $ledzenie i analiz¢ wynikow badan, ktore dotyczg zmian
skladu blony zewnetrznej A. tumefaciens, z uwzglgdnieniem wielu technik badawczych, co
przyczynia si¢ do poglebienia wiedzy z zakresu roli blony zewnetrzej tych bakterii w procesie
infekcji roslin. W czesci dotyczacej celu pracy ujeto rowniez krotkie uzasadnienie badan z
podkresleniem istotnych luk w wiedzy dotyczacej zmian struktury czgsteczek lipidu A,

wystepujacych w blonie zewnetrznej agrobakterii, a takze znaczenia tych zmian dla procesu
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infekcji rosliny oraz ich migracji wewnatrz organizmu gospodarza. Te czesci dysertacji
zostaly opatrzone 14 rycinami, ktore bardzo dobrze obrazujg zagadnienia teoretyczne, wokot
ktorych skoncentrowana jest praca, co ulatwia czytelnikowi percepcje i jasno wprowadza w

tematyke podjetych badan naukowych. W tej czedci rozprawy zabraklo mi sformulowania

hipotez badawczych, ktore Doktoranta weryfikowala w ramach prowadzonych badan, a takze

nie znalaztam informaciji na temat przeprowadzonych analiz statystycznych, ktore stanowia

podstawe wnioskowania w badaniach naukowych. Dlatego w tym miejscu chcialabym prosié¢

Doktorantke¢ o odniesienie si¢ do tych uwag podczas obrony rozprawy doktorskiej. Kolejng

czes$¢ rozprawy doktorskiej stanowig rozdziaty Wyniki, Dyskuja i Wnioski, przedstawione
na 51 stronach dysertacji. Rozdzial dotyczacy omoéwienia wynikéw sklada sie z 5
podrozdzialéw, ktére koresponduja z zastosowanymi przez Doktorantk¢ metodami
badawczymi. Dyskusja uzyskanych wynikow na tle aktualnego stanu wiedzy zostata
przedstawiona tylko na 4,5 stronach, ale stanowi ona dobre podsumowanie uzyskanych

rezultatow 1 ich konfrontacje w odniesieniu do danych literaturowych. Jednakze w rozdziale

tym zabraklo mi dyskusji w zakresie odniesienia do perspektyw na przyszio$é, a takze

potencjalnych mozliwo$ci praktycznych zastosowan uzyskanych rezultatow badan. W

zwiazku z tym bardzo prosze Doktorantke o przedstawienie tych zagadnien podczas obrony

rozprawy doktorskiej. W rozdziale Wnioski Doktorantka sformulowata 9 trafnych i

znajdujacych potwierdzenie w uzyskanych wynikach badan wnioskéw. Bibliografia liczy
110 pozycji literatury, przy czym referencje, na ktorych opierala si¢ Doktorantka, stanowig w
okoto 85% publikacje z ostatnich 20 lat, a okoto 53% stanowig artykuty naukowe z ostatnich
10 lat. Oznacza to, ze podj¢ta tematyka rozprawy doktorskiej wpisuje si¢ w najnowsze i
aktualne trendy badawcze. Przedstawiona bibliografia, potwierdza rowniez, ze Doktorantka
przeprowadzila gruntowny przeglad literatury, obejmujacy kluczowe aspekty badan
poruszanych w dysertacji. Nastgpnie Autorka zamiescita spis rycin, spis tabel oraz aneks, w
ktorym zostal przedstawiony zyciorys naukowy i osiggni¢cia naukowe Doktorantki. Nalezy
tez doda¢, ze na samym poczatku rozprawy zostal umieszczony wykaz skrotow, a takze
streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, ktore sg spojne i zawierajg cel podjetych
badan, syntetyczne podsumowanie uzyskanych rezultatow oraz stowa kluczowe zwigzane z
tematyka podjetych badan. Pozytywnie oceniam przygotowanie rozprawy doktorskiej pod

wzgledem formalnym.

2. Ocena wyboru tematyki badawczej rozprawy
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Recenzowana rozprawa doktorska mgr Katarzyny Susniak obejmuje badania zmian
skfadu i architektury blony zewnetrznej bakterii Agrobacterium tumefaciens, ktore naleza do
mikroorganizméw wywolujacych powstawanie guzowatych naro$li w miejscu zranienia
rosliny, w celu okreslenia roli tych struktur w procesie infekcji i zasiedlania ro$liny przez te
mikroorganizmy.

Agrobacterium tumefaciens wnika do wnetrza rosliny przez uszkodzone tkanki,
wprowadzajac do komorek gospodarza fragment wiasnego DNA i w efekcie wbudowujac go
do DNA rosliny, prowadzi do jej transformacji genetycznej. W wyniku zmiany ekspresji
genow w komorce roslinnej nastgpuje niekontrolowany rozrost kalusa, co prowadzi do
powstania guzowatej narosli. Ponadto, zainfekowane komorki roslinne zaczynajg wytwarzaé
pochodne aminokwasow 1 ketokwasow, ktore sa metabolizowane wylacznie przez A.
tumefaciens, a nie sa wykorzystywane przez inne mikroorganizmy, co sprawia, ze
agrobakterie tworza dla siebie mikronisze, w ktorych nastepuje hamowanie rozwoju innych
mikrobow, dajac przewage fitopatogenom do adaptacji w Srodowisku. Niekontrolowana
proliferacja komorek i rozrost guza zbudowanego z tkanki kalusa powoduje zmniejszenie
efektywnosci przewodzenia wody i sktadnikow pokarmowych, co prowadzi do zaburzen
wzrostu rosliny i obnizenia jej plonowania. Bioragc pod uwage najnowoczesniejsze badnia
bior6znorodnosci mikrobiomu, uprawa pomidora na glebach zainfekowanych fitopatogenem
A. tumefaciens wiaze si¢ ze zmianami struktury mikrobioty endofitycznej i ryzosferowe;j.
Jednakze niewiele jest danych potwierdzajacych te zalozenia, dlatego tez badania
ukierunkowane na rozpoznanie struktury mikrobiomu w wyniku infekcji tym fitopatogenem
sg zasadne.

W zwigzku z tym, ze zdolno$¢ do przetrwania w glebie oraz infekcji roslin przez
patogeny jest $cisle zwigzana z elastycznoscia, sktadem i organizacjg przestrzenng bton tych
mikroorganizmoéw, badania ukierunkowane na t¢ tematyke sa uzasadnione. W przypadku
bakterii Gram-ujemnych, do ktorych nalezy A. tumefaciens, istotne znaczenie w procesie
infekcji ma blona zewnetrzna i wehodzace w jej sktad fosfolipidy, od ktorych w znacznym
stopniu zalezy zjadliwos¢ tych bakterii. Pomimo dostepnych badan literaturowych z zakresu
funkcji poszczegélnych gendw regionu acpXL-msbB, odpowiedzialnego za biosynteze i
transfer kwasu tluszczowego o bardzo dtugim tancuchu do lipidu A, dotychczas nie zbadano
jak inaktywacja genow kodujacych t¢ synteze wplynie na zdolnosci infekcyjne A.
tumefaciens. Dlatego tez podjecie przez Doktorantk¢ badan skoncentrowanych na

wyjasnieniu tych zaleznosci uwazam za zasadne.
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Z powyzszych powodéw tematyka badawcza, obejmujjca badania zmian skladu i
struktury blony zewng¢trznej A. tumefaciens, jako czynnikéw wplywajacych na proces
infekcji rosliny oraz analiza zmian w mikrobiomie pomidora po zakazeniu tym
bakteryjnym fitopatogenem, podejmuje bardzo wazne zagadnienia dostarczajace nowej
wiedzy i wychodzace naprzeciw problemom ochrony roslin. Dlatego recenzowana
rozprawa doktorska przedstawia aktualng i ciekawg tematyke¢ badawcza, z punktu
widzenia badan podstawowych, dajac nadzieje na przyszla kontynuacje w ramach
bardziej praktycznych zastosowan utylitarnych.

Tematyka badawcza podjeta przez Doktorantke wpisuje si¢ w dziedzin¢ nauk
$cislych i przyrodniczych, dyscypling nauki biologiczne, a podjete badania sa celowe i w
pelni uzasadnione w konteks$cie oceny zagrozen powodowanych przez fitopatogeny.

Pozytywnie oceniam wybor podje¢tej tematyki badawczej.
3. Merytoryczna analiza rozprawy

Pierwszym rozdziatem rozprawy jest Wstep, w ktorym Doktorantka przedstawita ogolng
charakterystyke Agrobacterium tumefaciens, z uwzglednieniem systematyki, znaczenia tej
bakterii jako fitopatogenu, a takze odniosta si¢ do literatury traktujgcej o wplywnie infekcji A.
tumefaciens na mikrobiom rosliny, poruszajac niezwykle istotne zagadnienia interakcji roslin
1 mikroorganizméw. Dodatkowo w tej czesci pracy przedstawiona zostata budowa blony
zewnetrzne] A. tumefaciens, ze szczeg6élnym uwzglednieniem lipidéw blonowych i ich funkcji
w procesie infekcji rosliny, a takze omowiono organizacje konserwatywnego regionu w
genomie tych bakterii, ktory odgrywa istotng role w procesie biosyntezy i transferze kwasow
tluszczowych.  Ostatnia  czg$¢  wstepu  porusza zagadnienia dotyczgce metod
spektroskopowych wykorzystywanych w obrazowaniu tkanek roslinnych. Rozdzial ten

napisany jest poprawnie pod wzgledem merytorycznyvm i poparty stosowna bibliografia.

co swiadczy o znajomosci przez Doktorantke tematvki badawczej, jednakze zawiera

drobne bledv jezvkowe i stylistyczne. W mojej ocenie czwarty rozdzial wstepu,

omawiajacy wstepna charakterystyke otrzymanych mutantéow i komplementantow.,

powinien zosta¢ umieszczony w czeSci metodveznej rozprawy. Ponadto, biorac pod

uwage zaproponowang struktura pracy, zabraklo mi w tej czesci omowienia metod

sekwencjonowania nastepnej generacji. W tym miejscu chcialabym prosi¢ Doktorantke

o uzupelnienie tych informacji podczas obrony rozprawy doktorskiej, poniewaz w

tekscie dysertacji Doktorantka pominela to zagadnienie.
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Kolejng czes¢ rozprawy doktorskiej stanowi przedstawienie celu pracy, w ktorym
Doktorantka krotko nakreslila uzasadnienie podjetych badan, przedstawila cel gléwny

oraz cel uzupelniajacy przeprowadzonych badan. Jednakze zabraklo mi ujecia w_tym

miejscu jasno sformulowanej hipotezy badawczej dotyczacej podjetych badan., co

zasygnalizowalam juz w czesci dotyczacej formalnej analizy rozprawy doktorskiej.

Kolejny rozdzial rozprawy Materialy i metody omawia zastosowane w badaniach
szczepy bakteryjne, podloza hodowlane, odczynniki, a takze prezentuje zastosowane w
badaniach metody. Praca pod wzgledem metodycznym zostala wykonana prawidlowo.
Zastosowana metodyka badan $wiadczy o opanowaniu przez Doktorantke szerokiego
warsztatu badawczego, pomimo tego, ze nie wszystkie prace badawcze zostaly samodzielnie
przeprowadzone przez Doktorantkg. Doktorantka w czytelny i jasny sposob przygotowala
opisy metodyczne, dotyczace zastosowanych metod laboratoryjnych, doswiadczenia
szklarniowego na siewkach pomidora oraz podstawowej charakterystyki wykorzystanej
metodologii, w tym spektrometrii mas, analizy plazmidowego DNA, spektroskopii, izolacji

DNA, analizy kwasow tluszczowych. Nalezy podkresli¢, ze eksperymenty wykonane

zostaly prawidlowo, a metody badawcze zostaly dobrane wlasciwie, umozliwiajac

zrealizowanie podjetego celu rozprawy doktorskiej. Doktorantka opanowala szereg

metod wykorzystywanych w obszarze dyscypliny nauki biologiczne. Jednakze, nasuwaja

mi sie nastepujace uwagi i pvtania do czesci metodycznej: a) w czesci metodyceznej z

wyjatkiem odniesienia do metody Eckhardta, praktycznie brakuje odniesienia do

literatury, stad pytania: czy bvly to metody autorskie Doktorantki czy literaturowe, czy

zastosowane startery (str. 50) zostaly zaprojektowane samodzielnie czy sa starterami

pochodzacycemi z literatury — prosze o wyjasnienie oraz/lub uzupelnienie odpowiednich

referencji podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej oraz przyszlej publikaciji

wynikéw badan; b) w rozdziale 2.1.3. zapisano, Ze usluge sekwencjonowania i wstepnej

analizy danych zlecono firmie Novogene — rozumiem, ze byly to badania sluzace

okresleniu skladu mikrobiomu pomidora, a wiec zwiazane z realizacja celu

uzupelniajacego rozprawy doktorskiej, stad konieczne jest rozbudowanie opisu tej czesci

badan — bardzo prosze o wyjasnienie jaka metoda sekwencjonowania zostala

zastosowana i na_jakiej platformie, jakie byly poszczegélne etapy w_zastosowanej

metodzie, w__jaki sposéb przygotowano amplikony, jak je oczyszczano; czy

przygotowano biblioteki do sekwencjonowania i w_jaki sposéb je przygotowano —

bardzo prosze odnies¢ sie do tych zagadnien podczas obrony rozprawy doktorskiej: ¢) w
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pracy przedstawiono tylko pobiezna charakterystyke narzedzi bioinformatvcznych,

ktora zupelnie nie uwzglednia zagadnien zwiazanych z bioinformatyczna analiza

wynikow sekwencjonowania — bardzo prosze o uzupelnienie informacji o

wykorzystanych  narzedziach  bioinformatycznych 1 S$ciezkach  analitycznych

sekwencjonowania amplikonow podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej oraz

prosze o uwzglednienie tych informacji podczas przyszlego publikowania uzyskanych

rezultatow.

Rozdzial Wyniki zawiera opisane w sposOb syntetyczny rezultaty badan uzyskane w
ramach prowadzonych eksperymentow dotyczgcych zmian struktury kalusa i zdolnosci do
zakazania mutantéw roslin pomidora, analizy tkanki kalusa metodami spektroskopowymi,
spektrometrii mas, obrazowania tkanki metoda spektroskopii Ramana oraz charakterystyki
struktury mikrobiomu pomidora po zakazeniu A. tumefaciens metodami klasycznej
mikrobiologii oraz z wykorzystaniem sekwencjonowania amplikonéw i analizy

metataksonomicznej. Nie znalazlam w_rozprawie wykreséow przedstawiajacych zmiany

struktury mikrobiomu w podziele na rosliny pomidora infekowane i nie infekowane A.

tumefaciens, stad moje pvtanie czy rycina 29 dotyczy roslin infekowanych czy nie

infekowanych tym fitopatogenem. W _zwiazku z tym, Ze na rycinie 31 B znajduje si¢

podsumowanie wariantow sekwencji amplikonu zidentyfikowanych w roslinach

niezainfekowanych oraz zainfekowanvch, bardzo prosze o omowienie podczas obrony

rozprawy doktorskiej zmian metataksonomicznych pomiedzy tymi roslinami.

W mojej ocenie na szczegolng uwage zastugujg wyniki dotyczace zwigkszenia syntezy o-
tomatyny — glikoalkaloidu przeciwbakteryjnego, w tkantach pomidora infekowanych A.
tumefaciens, co wskazuje na uruchomienie mechanizméw obronnych gospodarza. Niemniej
wazne sa wyniki dotyczace zmian dystrybucji przestrzennej tomatyny i innych metabolitow
wtornych w tkance tumorowej i w todzydze mutantéw w poréwnaniu do szczepu dzikiego, a
takze rezultaty zwigzane ze zmianami profilu mikrobiomu rodliny zainfekowanej A.
tumefaciens. Dyskusja wynikow, stanowigca kolejng czg¢$¢ rozprawy, obejmuje omdwienie
uzyskanych rezultatow na tle aktualnego stanu wiedzy. Merytoryczng czes$¢ rozprawy konczy

dziewig¢ wnioskoéw, podsumowujgcych uzyskane rezultaty. W_tym miejscu nasuwa mi sie

pytanie, dotyczace interakcji roslina-mikrobiom — c¢zy na podstawie uzyskanych danych

dotyczacych zmian struktury endofitow oraz kolonizacji rosliny przez konkretne grupy

bakterii w przypadku roslin infekowanvch A. tumefaciens mozna sformulowaé podstawy

dla przyszlych strategii ochrony roslin, opartych na analize mikrobiomu roslinnego?
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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pokazuje umiejetnos¢ Doktorantki
do analizy i przedstawienia wynikéw oraz ich prawidlowego omoéwienia i
skonfrontowania z danymi literaturowymi, co znalazlo odzwierciedlenie w ocenianej
dysertacji. Doktorantka prawidlowo scharakteryzowala efekty badan, a wyniki pomimo

kilku uwag, zostaly opisane w jasny sposob. Biorac pod uwage uzyskane przez Pania K.

Susniak wyniki badan, bardzo prosze omoéwié¢/podsumowaé najwazniejsze osiagniecia

rozprawy doktorskiej, a takze oceni¢ przyszle perspektywy praktycznego ich

zastosowania w _ochronie roslin czy innych obszarach, istotnych dla badan

podstawowych lub aplikacyjnych.

Pozytywnie oceniam rozprawe doktorska pod wzgledem merytorycznym.

4. Wniosek koncowy

Doktorantka zaprezentowala dobra znajomos$¢ problematyki rozprawy, wykazala
umiejetnos¢ samodzielnego wykonywania badan naukowych, opanowala warsztat
badawczy istotny dla badaczy reprezentujacych dyscypling nauki biologiczne, a takze
wykazala si¢ zdolnoscia do opracowania i interpretacji uzyskanych wynikow. Uwagi i
pytania zawarte w recenzji maja charakter dyskusyjny i nie wplywaja na moja
pozytywna ocen¢ rozprawy doktorskiej. Dysertacja doktorska Pani mgr Katarzyny
Su$niak jest opracowaniem wnoszacym istotny wklad w rozwdj nauk Scistych i
przyrodniczych w obrebie dyscypliny nauki biologiczne.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Susniak spelnia warunki
wymagane Ustawg o stopniach i tytule naukowym (art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742 z pdzn. zm.)), i stanowi
podstawe do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne.

Wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-

Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr Katarzyny Susniak do publicznej obrony

prof. dr éab. Magdalena Frgc

rozprawy doktorskie;j.



