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Ocena pracy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Golanowskiej
pt. “Characterization of Dickeya solani strains and identification of bacterial and plant
signal involved in the induction of virulence”.

Praca doktorska mgr Matgorzaty Golanowskiej zostata zrealizowana w laboratoriach
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego oraz Laboratory of Microbiology Adaptation and
Pathogenesis, CNRS, University of Lyon, France pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy
Lojkowskiej jako promotora oraz Dr. Nicole Hugouvieux-Cotte-Pattat jako kopromotora.
Z informacji zawartej na pierwszych stronach pracy doktorskiej wynika, ze temat i cele tej
pracy doktorskiej znalazly uznanie recenzentow i decydentdéw w postaci przyznania
grantéw Narodowego Centrum Nauki, $rodkéw z Uniwersytetu Gdanskiego, a takze
stypendiow otrzymanych ze zrédet zagranicznych (The French Ministry of Foreign
Affairs oraz Scholarships for PhD Students in the frame of the European Social Found).

Praca doktorska mgr Matgorzaty Golanowskiej ma posta¢ zwartej monografii (263
stron) napisanej w jezyku angielskim, w uktadzie typowym dla prac dos§wiadczalnych w
dziedzinie nauk biologicznych i medycznych, obejmuje bowiem Introduction, Materials,
Methods, Results, Discussion, Conclusions, Bibliography. Rozdziaty te poprzedzone sg 2-
stronicowymi Streszczeniami w jezyku angielskim, francuskim i polskim. Sze$é
jednoznacznie sformutowanych wnioskéw koncowych (Conclusions) zamyka ta bardzo
dobrze opracowang pod wzgledem formalnym monografi¢ doktorska.

Pewien niedosyt recenzenta jest zwigzany z brakiem, zar6wno w monografii
doktorskiej, jak i w przestanych mi innych materiatach, jednoznacznej informacji na temat
zyciorysu naukowego Doktorantki, w szczegdlnosci za§ danych o Jej dotychczasowym
dorobku publikacyjnym i innej aktywnosci naukowej. Takie informacje sg dla recenzenta
bardzo istotne w ocenie nie tylko wartosci naukowej recenzowanej pracy, ale takze
osobistego wktadu Doktorantéw w dokonania naukowe duzych, silnych zespotow
naukowych, a do takich zaliczam zesp6t prof. dr hab. Ewy Lojkowskiej. Dopiero uwazna
analiza catej pracy doktorskiej i cytowanej w niej literatury, w tym licznych prac zespotu
prof. dr hab.Ewy Lojkowskiej, pozwolity mi ,,odkry¢”, ze mgr Malgorzata Golanowska
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jest odpowiednio drugim i trzecim wspodtautorem W trzech zespotowych pracach
doswiadczalnych, opublikowanych w latach 2014-2015 w bardzo dobrych czasopismach z
listy JCR. Co wigcej, tematyka tych prac w czgsci jest zwigzana z tematem i celami Jej
pracy doktorskiej. Po analizie tresci naukowych zawartych w tych trzech pracach mogg
stwierdzi¢, ze wyniki opublikowane w monografii doktorskiej zostaly w czesci juz
upowszechnione w miedzynarodowym obiegu naukowym, CO W moim rozumieniu bardzo
umacnia warto§¢ monografii doktorskiej i potwierdza znaczacy wktad Doktorantki w
przygotowanie wspomnianych wyzej publikacji.

Temat pracy doktorskiej mgr Matgorzaty Golanowsjkiej ,, Characterization of Dickeya
solani strains and identification of bacterial and plant signals involved in the induction of
virulence” miesci si¢ w glownym kierunku znanych mi, bardzo owocnych badan
poznawczych i aplikacyjnych zespotu naukowego prof. dr Ewy Lojkowskiej, ktore od lat
sa skoncentrowane na dwoch rodzajach patogennych dla  roslin - bakterii
pektynolitycznych, to jest Pectobacterium (dawniej Ervinia carotovora) i Dickeya
(dawniej Ervinia chrysanthemi). Obiektem badan w pracy doktorskiej mgr Matgorzaty
Golanowskiej staty si¢ patogenne szczepy Dickeya solani, gatunku ustanowionego w 2014
roku, ktore zgodnie z doniesieniami z wielu krajow europejskich, majg zdolnos¢ zdolnosé
infekowania roslin ziemniaka w strefie klimatu umiarkowanego. Jak pisze Doktorantka,
szczepy tego gatunku sg takze bardziej agresywne, bowiem nawet nawet niski poziom
inokulum bakterii moze wywotac silne objawy chorobowe roslin ziemniaka.

Jednoznacznie sformutowane trzy cele tej pracy doktorskiej, przedstawione na stronie
46 monografii, obejmowaty:

-Przeprowadzenie bardzo szeroko zakrojonej zarowno fenotypowej jak i genotypowej
charakterystyki kolekcji szczepow Dickeya solani wyizolowanych w latach 2005-2010
w Polsce, Finlandii i w lzraelu, w poréwnaniu do innych badanych przez Doktorantke
gatunkéw z rodzaju Dickeya (D. dadandi i D. dianthicola).

-Poszukiwanie w ekstraktach z bulw ziemniaka ewentualnych induktorow
regulujacych ekspresje wybranych genow Dickeya solani, odgrywajacych wazng rolg w
rozwoju infekcji.

-Opisanie pangenomu Dickeya solani - w oparciu 0 dost¢gpne w bazie GenBank
sekwencje nukleotydowe genomow szeSciu szczepow Oraz czterech szczepow
zsekwencjonowanych w ramach zrealizowanej pracy doktorskiej, w tym dwoch szczepoéw
wyizolowanych w Polsce oraz dwoch, mniej wirulentnych, wyizolowanych z rizosfery w
Niemczech.

Pragne w tym miejscu pokresli¢, ze komentowane trzy kierunkowe cele oraz
postawione w ramach kazdego z nich wazne pytania o charakterze poznawczym, sg na
miare powaznego wyzwania naukowego, w ktorego realizacje Doktorantka ,, wprzegnela”™
bardzo bogaty, nowoczesny warsztat badawczy. Jako doswiadczony recenzent bardzo
wielu prac doktorskich moge takze powiedziel, ze dwa pierwsze zadania badawcze bylyby
wystarczajgce ambitne dla jednej pracy doktorskiej, a trzecie zadanie, to jest opisanie
pangenomu 10 réznych szczepéw Dyckeya solani, mogfoby z powodzeniem stanowié
samodzielny cel drugiej pracy doktorskiej.

Treéci zawarte w czeSci teoretycznej monografii doktorskiej (Introduction), zostaty
opracowane przez Doktorantke w oparciu o obficie cytowane, najnowsze pozycje
Swiatowej literatury przedmiotu, w tym liczne prace zespolu prof. dr hab. Ewy
Lojkowskiej, z umiejgtnym podporzadkowaniem kolejnych rozdziatow i podrozdziatow
tematowi pracy i sformutlowanym celom pracy. Tresci trzech, bardzo dobrze
opracowanych, najwazniejszych rozdziatéw Wstepu dotycza, odpowiednio, czynnikow
chorobotworczosci  bakterii z rodzajow Pectobacterium i Dickeya, zlozonym



mechanizmom i czynnikom ich regulacji oraz systemom sekrecji. W kolejnym rozdziale
Wstepu Doktorantka opisata fenotypowe i genetyczne metody identyfikacji oraz
roznicowanie bakterii z rodzajow Pectobacterium i Dickeya. Za$ treSci ostatniego
rozdziatlu, zatytulowanego ,, Importance of the research on Dickeya spp.” stanowig Silne
uzasadnienie badan poznawczych patogennych bakterii z rodzaju Dickeya, w tym ostatnio
zidentyfikowanego gatunku Dickeya solani. Skoro ziemniaki stanowig na $wiecie jeden z
dziesieciu najwazniejszych towardw roslinnych (ang. commodities), a rosngce straty w
uprawach z powodu infekcji bakteriami z rodzaju Dickeya ssp. w ostatnich latach w
krajach europejskich i w Izraelu osiagaja juz 25 %, to istotnie istnieje uzasadniona, pilna
potrzeba wyjasénienia tego zjawiska. Stad, Doktorantka pisze w zakonczeniu tego
rozdziatu, ze przyczyna tych infekcji moga by¢ wihasnie szczepy Dickeya solani, dobrze
zaadaptowane do duzych zmian klimatycznych na kontynencie europejskim.

Obszerne metodyczne rozdziaty (Materials, Methods) zajmuja 23 stron monografii, na
ktorych mgr Malgorzata Golanowska bardzo skrupulatnie opisala wszystkie szczepy
bakterii, plazmidy, fagi, odczynniki i reagenty oraz zastosowane metody i techniki
mikrobiologiczne, enzymatyczne, molekularne i genetyczne. Zwraca uwage bogactwo
zastosowanych metod dla oznaczania aktywnosci enzymatycznej badanych szczepow oraz
skonstruowanych mutantow, technik inzynierii genetycznej dla konstrukcji dobrze
zaplanowanych mutantéw, metod molekularnych uzytych dla genotypowania szczepow, a
takze metod i programow bioinformatycznych niezb¢dnych dla przeprowadzenia analizy
poréwnawczej struktury genomoéw (comparative genomics) dziesigciu szczepoéw Dickeya
solani, ich stalilnosci genetycznej i powigzan filogenetycznych.

Moge w tym miejscu stwierdzic, Ze zastosowane w pracy nowoczesne metody i techniki
zostaly prawidlowo dobrane do okreslonych analiz oraz skali ich ztozonosci, a stqd
uzyskane wyniki nalezy uznac¢ za w petni wiarygodne. Ponadto, skrupulatnos¢ Doktorantki
w opisie wszystkich uzytych materiatow, zastosowanych metod, technik, procedur i
aparatury oceniam jako zalete, bowiem czytelnikom tej monografii umozliwi powtorzenie
lub odtworzenie opisanych w niej wynikow i pozwoli na ewentualng weryfikacje
sformutowanych wnioskow koncowych.

Bardzo starannie opracowany rozdzial Wyniki (Results), wraz z Dyskusja (Dscussion)
oraz Wnioskami koncowymi (Conclusions), obejmuje 75 stron monografii doktorskiej.
Doktorantka, krok po kroku, opisata wszystkie uzyskane wyniki w czasie realizacji trzech
kolejnych celow badawczych, ilustrujgc je w postaci 24 czytelnych tabel 1 48 dobrze
skonstruowanych kolorowych rysunkow i wykresow. W Dyskusji uzyskane rezultaty
poddata, z duzym znawstwem, Krytycznej analizie na tle danych literatury $wiatowe;.
Uzyskane wyniki na kolejnych etapach badan enzymatycznych, molekularnych i
genetycznych oraz postawione ostrozne wnioski czgstkowe - staty si¢ mocng podstawg do
sformutowania szesciu bardziej ogdlnych, w moim przekonaniu, w petni uprawnionych
wnioskow koncowych.

Jako recenzent monografii doktorskiej mgr Malgorzaty Golanowskiej mam bardzo
utatwione zadanie, bowiem czg$¢ wynikow opisanych w przedstawionej mi monografii
zostatla upowszechniona w migdzynarodowym obiegu naukowym w postaci 2
zespotowych prac do§wiadczalnych opublikowanych w latach 2014-2015 w czasopismach
z listy JCR (Molecular Plant- Microbe Interactions, 2014; Plant Diseases, 2015), ktorych
Matgorzata Golanowska jest drugim wspotautorem, co $wiadczy o Jej istotnym wktadzie
w przygotowanie tych spdjnych tematycznie 1 bardzo wartosciowych prac
doswiadczalnych. Stad, jako recenzent nie mam nic specjalnie odkrywczego do dodania
na temat samego projektu badawczego i wartosci wynikow opisanych w ocenianej



monografii doktorskiej. Pierwszymi recenzentami zarowno monografii doktorskiej jak i
opublikowanych prac - byli przeciez uznani specjalisci w tej dziedzinie wiedzy, jakimi sg
promotorzy ocenianej pracy doktorskiej, a rdéwnocze$nie wspdtautorzy wyzej
wymienionych publikacji, prof. dr hab. Ewa Lojkowska i Dr. Nicole Hugouvieux-Cotte-
Tattat. Co wigcej, warto§¢ naukowa projektu zostala doceniona przez edytorow i
wymagajacych recenzentow wyzej cytowanych, specjalistycznych czasopism naukowych,
w ktorych czgs¢ uzyskanych wynikoéw zostata opublikowana. Ponadto, z informacji
udzielonych mi drogg internetowg przez mgr Matgorzata Golanowska wiem, ze obecnie
sa przygotowywane do druku dwie kolejne prace doswiadczalne, w ktorych bedzie
pierwszym autorem.

Chcialbym zatem skomentowa¢ jedynie niektdre opisane w monografii doktorskiej
rezultaty, ktére w moim rozumieniu sg interesujgce z racji poznawczych, bowiem wnosza
nowa wiedze na temat fenotypowej i genetycznej réznorodno$ci nowego, patogennego
gatunku Dickea solani i jego zdolnosci adaptacyjnych, w tym do temperatury wzrostu i
rozwoju. W $wietle opisanych wynikow nie ulega watpliwosci, ze szczepy gatunku
Dickea solani odznaczaja si¢ znacznie wigkszg produkcja enzymow odpowiedzialnych za
degradacje $ciany komorkowej roslin (PCWDE) niz szczepy pokrewnego gatunku Dickea
dianthicola. Okazato sie takze, ze szczepy Dickea solani wyizolowane w Polsce sa
bardziej wirulentne oraz syntetyzuja w trzech testowanych temperaturach (18, 28 i 37 °C)
znacznie wigcej enzyméw pektynolitycznych, celulolitycznych i proteolitycznych niz
szczepy pochodzace z Finlandii i Izraela. Ciekawe, te istotne réznice w produkcji tak
wielu biatek enzymatycznych, czynnikéw chorobotworczosci, nie majg praktycznie
zadnego odzwierciedlenia w zréznicowaniu genetycznym badanej kolekcji tego gatunku.
Wyniki glebokiego genotypowania tych szczepéw oraz sekwencjonowania catych
genomoOw ujawnity ich genetyczng ,,homogenno$¢”. Co  wigcej,  przeprowadzona
bioinformatyczna analiza sekwencji 9 bialek enzymatycznych grupy PCWDE oraz 19
biatek, regulatorow ekspresji genow wirulencji dla 10 zsekwncjonowanych szczepow
Dickea solani - ujawnita wsrod nich 100 % homologii.

Zachodzi wiec wazne pytanie, jakie, dotqd nieznane, czynniki srodowiskowe lubli
endogenne mogg kSztaftowaé tak zrdznicowane fenotypy W  standardowych,
laboratoryjnych warunkach na , wzorcu” identycznego genotypu? Prosze  mgr
Malgorzate Golanowskq 0 przedstawienie swojego poglgdu, roboczej hipotezy na ten
temat w czasie obrony pracy doktorskiej.

Za wazny uznaje Wynik wskazujacy, ze blizej nieokreslony sktadnik/zwiazek ekstraktu
ziemniaka silnie indukuje w uktadach skonstruowanych, modelowych szczepow ekspresje
gendéw pelL oraz IfaA, kodujacych synteze, odpowiednio, biatka pektynazy L i biatka
systemu regulatorowego Lacl. Nie udalo si¢ jednak tego zwigzku, jak dotad,
zidentyfikowac.

W Dyskusji Doktoranta zapowiada, Ze identyfikacja tego zwigzku bedzie przedmiotem
dalszych badan. Chciatbym wigc zapyta¢ jakich technik, metod zamierza uzy¢, by uzyskaé
odpowiedz na to istotne pytanie?

W oparciu o wtasne wyniki bioinformatycznej analizy pangenomu Dickea solani oraz
nieliczne jeszcze, aktualne dane literatury swiatowej, dotyczace specyficznego dla Dickea
solani regionu genomu, kodujacego nierybosomalng peptydowa syntetazg NRPS,
poliketydowg syntetaz¢ PKS oraz systemy sekrecyjne typu V i VI (T5SS i T6SS) -
Doktoranta sformutowata jeden z bardzo waznych wnioskéw koncowych:

,,Core genome D. solani comprises genes encoding major virulence factors (PCWDE) and
their regulators and also genes coding NRSP/PKS and T6SS efektors ”.



W tym kontek$cie z duzym zainteresowaniem przestudiowatem rozdzial 3.4
monografii ,, Secretion system and their role in SRE cells”, a takze cytowang W Dyskusji
prace Pedron i wsp. opublikowang w 2014 roku w czasopismie BMC Genomics. Juz sam
tytut tej pracy byt dla mnie intrygujacy: ,,Genomic and metabolic comparision with
Dckeya dadandi 3937 reveals the emerging Dickeya solani potato pathogen to display
distinctive metabolic activities and T5SS/T6SS - related toxin repertoire”.

Wiadomo, ze system toksyna-antytoksyna jest szeroko rozpowszechniony w §wiecie
bakterii chorobotworczych i spetnia niezwykle wazng rolg w regulacji toksyn, czynnikéw
chorobotworczosci, w odpowiedzi na zmiany warunkow i czynnikéw $rodowiskowych.

Prosze jednak Doktorantke o wyjasnienie, czy w Swietle wynikéw opisanych w pracy
Pedron i wsp., mozna uznaéd, ze szczepy Dickeya solani kodujg specyficzne, odmienne
systemy sekrecyjne typu V i VI zwane, jak napisata w Dyskusji , ,, distinctive arsenal of
TS5SS and T6SS related toxin-antitoxin systems.

Zgadzam si¢ z opinig wyrazong przez mgr Motgorzate Golanowska w $wietnie
napisanej Dyskusji, ze geny kodujace enzymy NRSP i PKS oraz systemy sekrecyjne
T5SS i T6SS D. solani mogg istotnie spetnia¢ wazna, specyficzng rol¢ biologiczna:
,»These genes may contribute to bacteria-bacteria interaction and to the ftneess od D.
solani, its advatages in different ecological niches and its ability to cause disease
symptons”.

Po uwaznym przestudiowaniu catej, bardzo wartosciowej monografii doktorskiej Pani
mgr Malgorzaty Golanowskiej, w tym uzyskanych wynikéw o charakterze poznawczym,
uwazam, ze nakreslone w monografii Kierunki dalszych badan groZnych patogennych
szczepow bakterii Dickea solani przyniosa wyniki na miar¢ kolejnych wartosciowych
publikacji.

Whioski koncowe

Uwazna analiza calej monografii doktorskiej upowainia mnie do stwierdzenia, e Pani
mgr Malgorzata Golanowska podjeta w swojej pracy bardzo aktualny, wainy temat o
charakterze poznawczym. Sformutowane cele pracy naleiy uznaé za powaine wyzwanie
naukowe. WyniKi, uzyskane przy zastosowaniu nowoczesnych ,,narzedzi” biochemicznych
molekularnych, genetycznych i bioinformatycznych uznaje za w petni wiarygodne i bardzo
wartosciowe. Wnosze wiec do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
UG i GUMed o dopuszczenie Pani Malgorzaty Golanowskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Wnosze takie o StoSOWNe wyrdéznienie tej ambitnej, bardzo dobrze zaplanowanej pracy i
utalentowanej Doktorantki z dwdch powodow. Po pierwsze, tematyke badawczg uznaje za
wazing, a uzyskane rezultaty w znacznej czesci za oryginalne osiggniecie naukowe. PO
drugie, czes¢ wynikow zostato upowszechnionych w latach 214-2015 w miedzynarodowym
obiegu naukowym w postaci dwoch zespotowych prac doswiadczalnych z listy JCR, w tym
pracy przyjetej do druku w 2015 roku w czasopismie Plant Diseases, w ktorej mgr
Malgorzata Golanowska ma bardzo znaczqcy udzial na wszystkich etapach jej realizacji.
Wiem takze, Ze obecnie sq przygotowywane kolejne 2 prace doswiadczalne, w ktorych bedzie
pierwszym autorem.




