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Recenzja pracy doktorskiej mgr Emadeldeena Alimahera Mohameda Ismaila

pt. ,,Novel plasmids of Erwinia amylovora — the causal agent of fire blight”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska, wykonana w Zaktadzie Ochrony Ro$lin
Sadowniczych, Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach pod kierunkiem Pani dr hab. Joanny
Putawskiej, prof. 10, jest kilkuwatkowym opracowaniem badan nad dotychczas nieznanymi
plazmidami Erwinia amylovora, ktore zostaly wykryte wérdd 162 szczepdw tych bakterii
pochodzacych z Polski i 160 szczepdw pochodzacych z réznych innych krajéw, tj. Holandii,
Belgii, Bulgarii, Egiptu, Wegier, Wielkiej Brytanii, Algierii, Litwy, Bialorusi, Stanow
Zjednoczonych, Wtoch, Hiszpanii, Francji i Grecji.

Recenzowana praca zawiera wszystkie formalne wymagane rozdziaty, tj.

wprowadzenie i cel pracy, przeglad literatury, materialy i metody, wyniki, wnioski oraz
streszczenie w jezyku angielskim i polskim, spis literatury, a takze aneks. Praca liczy 101
stron. W tekst rozprawy wkomponowano 16 figur i cztery obszerne tabele. Do opracowania
pracy doktorskiej Autor wykorzystat 190 publikacji naukowych gtéwnie z ostatnich lat, ale
pamigtal rGwniez o starszych pracach waznych w tej dziedzinie.
W pierwszym rozdziale Doktorant zwraca uwagg¢ na szeroki zakres gospodarza Erwinia
amylovora, objawy chorobowe porazonych roslin, wysokie podobiefistwo fenotypowe i
genomowe réznych szczepdw tych bakterii i powszechne wystepowanie wsrod izolatéw E.
amylovora, pochodzacych z réznych krajéw 1 roznych gospodarzy, pierwszego
zidentyfikowego u tych patogenéw plazmidu, tj. pEA29.

Cele pracy, opisane w kolejnym rozdziale, sg przedstawione jednoznacznie i wyraznie
podkreslaja poznawcze znaczenie przeprowadzonych badan.

W ,.Przegladzie literatury” Autor przedstawil w sposéb ciekawy histori¢ identyfikacji

zarazy ogniowej 1 jej czynnika epidemiologicznego, zwrdcil uwage na pierwszy przypadek
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identyfikacji tej choroby w Polsce, opisat prawdopodobny szlak rozprzestrzenienia si¢ zarazy
ogniowe] na swiecie w oparciu o strukture genetyczng populacji E. amylovora pochodzacych
z roznych krajéow, scharakteryzowal E. amylovora pod wzgledem cech fenotypowych i
genomowych, podkreslit wysoka konserwatywno$¢ sekwencji chromosomu tych bakterii,
przedstawil cykl chorobowy, diagnostyczne techniki identyfikacji zarazy ogniowej, strategie
stosowane w zwalczaniu zarazy ogniowej, w tym biologiczne i agrochemiczne metody walki
z chorobg. Mam pytanie do Doktoranta, ktérg technike walki z zarazg ogniowg uwaza za
najbardziej efektywna i sluszng. Najwigcej uwagi w tym rozdziale mgr Emadeldeen Alimaher
Mohamed Ismail poswigcil plazmidom tych bakterii, ich strukturze i cechom przez nie
kodowanym.

W rozdziale ,,Materialy 1 metody” Autor zamiescit wykaz szczepow z informacja o ich
pochodzeniu co do kraju i gospodarza roslinnego, a takze dacie ich izolacji, szczegétowo i
jasno opisal zastosowane w badaniach metody, ktére zostaly poprawnie dobrane oraz
wymienil oprogramowania do analizy i skladania sekwencji, a takze inne wykorzystane
programy komputerowe. Nalezy podkresli¢, ze zakres badan byt stosowny do zatoZzonych
celow.

W kolejnym rozdziale ,,Wyniki” Doktorant opisal w sposob jasny, szczegélowy i
profesjonalny rezultaty kompleksowych badan dotyczacych identyfikacji plazmidéw w 162
szczepach E. amylovora pochodzacych z Polski i 160 pochodzacych z innych regionéw
geograficznych, okreslit sekwencje nowo zidentyfikowanych plazmidéw i dokonat ich
adnotacji na podstawie analiz bioinformatycznych, a takze zbadat czy kodujg one cechy
zwigzane z patogeniczno$cia E. amylovora. Uzyskane wyniki zostaly dobrze opisane i
profesjonalnie przedstawione na figurach i w tabelach. U wigkszo$ci badanych szczepow
(92%) zidentyfikowatl tylko plazmid pEA29 w oparciu o powstaly jeden produkt ciecia
pozachromosomalnego DNA enzymem BamH1. Dodatkowo, w pieciu takich szczepach, na
podstawie profili plazmidowego DNA uzyskanych po cieciu enzymem HindlIll i analizy
sekwencji kilku fragmentéw restrykcyjnych stwierdzit, ze nosza one niezidentyfikowane
dotad plazmidy (w trzech szczepach wzér plazmidéw byt identyczny). Ich sekwencje
nukleotydowe okreslit technikg ,Next Generation Sequencing” (firma Genomed S.A.,
Warszawa) 1 zlozyl przy uzyciu bioinformatycznego programu CLC Genomic Workbench.
Doktorant okreslit funkcje genéw w oparciu o informacje z GenBank bazy danych, ich
lokalizacje, a takze liczbe kopii plazmidowego DNA. Uzyskane wyniki Autor przedstawit w
postaci czytelnych zdje¢ elektroforetycznych produktéw uzyskanych w wyniku trawienia
DNA endonukleazami restrykcyjnymi i zdje¢ z rozdzialu produktéw reakcji PCR, obrazéow
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graficznych plazmidowego DNA z zaznaczeniem poszczegdlnych genéw i ich funkcji, a takze
w formie tabel opisujacych lokalizacj¢ poszczegdlnych ramek odczytu, ich dtugo$é i
kodowane przez nie produkty. Mam drobng uwage co do uzytego przez doktoranta w
rozdziale ,,Wyniki” stowa ,homologia”. Wedlug mnie wlasciwe stowo w tym wypadku to
,»podobienstwo sekwencji”. W zwiazku z tym moje pytanie ,,Jak Doktorant rozumie stowo
»homologia”. Druga moja uwaga dotyczy opisu Fig. 8 gdzie Doktorant pisze ,,Identical colors
represent proteins with a common function”, a przeciez objasnienia do figury dotyczg gendw,
stusznie pisanych kursywa i malymi literami, a nie biatek. Cheg zaznaczy¢, ze bylo to tylko
przejezyczenie gdyz w nastgpnym zdaniu Autor pisze juz o genach kodujacych biatka.

Analizujgc sekwencje nukleotydowe poszczegolnych plazmidéw, Doktorant wykazat,
ze plazmidy pAE68 1 pEA30 maja system replikacji oparty na produkcie genie repA4, podczas
gdy plazmid pEA27 ma system replikacji typu ColE1.

Nastepny etap badan dotyczyl stabilnosci nowo zidentyfikowanych plazmidéw E.
amylovora. Doktorant wykazal, ze s3 one stabilne, utrzymujg si¢ w komorkach po 200
cyklach podziatlowych i nie integrujg z chromosomem.

Za wazny 1 wartosciowy watek badan mgr Emadeldeena Alimahera Mohameda
Ismaila uwazam analiz¢ wplywu nowo zidentyfikowanych plazmidow na synteze
amyloworanu (egzopolisacharydu kluczowego dla chorobotwoérczosci E. amylovora) i na
wirulencje badanych bakterii (w testach szklarniowych) usuwajac plazmidowy DNA w
oparciu o zjawisko niezgodnosci plazmidéw i wykorzystujac wlasne konstrukty pGEM-T z
ori (origin replication) kazdego z badanych plazmidéw. Autor nie stwierdzit udziatu
plazmidowego DNA w syntezie amyloworanu u badanych szczepéw, wykazal natomiast
istotny statystycznie spadek wirulencji po usunigciu plazmidu pEA30 ze szczepu 635a E.
amylovora, ale nie po eliminacji badanych plazmidéw z pozostatych szczepow. A zatem moje
pytanie do Doktoranta, z jakimi zidentyfikowanymi genami plazmidu pEA30 wigze Pan
wirulencje.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorant omdéwil rezultaty swoich badan na tle dobrze
dobranej literatury i szczeg6lowo oraz wnikliwie je przeanalizowal. Autor wnioskuje, ze
szczepy E. amylovora noszace dotychczas nieopisane plazmidy zostaly zawleczone z
zagranicy gdyz wyizolowano je z ro$lin pochodzacych z importu. Ponadto na podstawie
porownawczej analizy sekwencji nowo zidentyfikowanego plazmidu pEA68 1 wczesdniej
opisanych plazmidéw pEA72 z USA i pEA78 z Meksyku stusznie, moim zdaniem, stwierdza,
ze tworzg one wspdlng rodzing nazwang nazwana przez Doktoranta rodzing ,,pEA68”, ktorej

fundamentem i fundatorem moze by¢ plazmid pEA68 gdyz zawiera najwigcej genow
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wspllnych z pozostalymi plazmidami tej rodziny. Ten rozdziat rozprawy doktorskiej
wskazuje na dobra znajomos$¢ literatury przedmiotu i dojrzato$é naukows Doktoranta oraz
umiejetnos¢ faczenia faktéw i wyciggania stusznych wnioskow.

Poprawnos¢ metodyczna, dobry warsztat badawczo-eksperymentalny, wlasciwy dobor
programéw bioinformatycznych i wlasne predyspozycje do pracy naukowej, ktore uczynily
cala prace poznawczo wazng, pozwolily takze Doktorantowi sformutowaé dziesieé
wlasciwych wnioskéw w oparciu o analize uzyskanych danych.

W podsumowaniu, uwazam, ze Pan mgr Emadeldeen Alimaher Mohamed Ismail
przedstawil dobra rozprawe doktorskg, w ktorej uzyskal interesujace i istotne naukowo
wyniki. Niewatpliwie, doktorant umie samodzielnie zaplanowaé i wykona¢ odpowiednie
badania, wyciagnag¢ wilasciwe wnioski i opisa¢ wyniki swoich prac w formie rozprawy
naukowej. W zwigzku z powyzszym uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
odpowiada warunkom stawianym pracom doktorskim. Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady
Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach o dopuszczenie Pana mgr Emadeldeena Alimahera

Mohameda Ismaila do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

A/
Prof. dr hab. Wanda Matek



