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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Dominiki Siegiedy
pt.: ,Opracowanie metod detekcji wybranych patogenéw owocow miekkich z
wykorzystaniem technik biologii molekularnej”
wykonanej w Instytucie Agrofizyki in. Bohdana Dobrzanskiego, Polskiej Akademii Nauk

Rozprawe doktorskg pani mgr inz. Dominiki Siegiedy wykonang w Instytucie Agrofizyki
PAN stanowi 266 stron, rozpoczynajg jg oswiadczenia Doktorantki oraz promotoréw,
informacja o finansowaniu badan, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis tresci i
symboli oraz lista publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, a konczy zyciorys
naukowy, spis dokonan pani mgr inz., a takze oswiadczenia wspoétautoréw o ich wktadzie w
powstanie publikacji. Na rozprawe skfada sie cykl trzech recenzowanych publikacji
naukowych, w tym jedna praca przeglgdowa oraz dwie oryginalne prace dotyczace
opracowania i optymalizacji technik diagnostycznych do wykrywania grzybow patogenicznych.

1) Malarczyk D. (obecnie: Siegieda), Panek J., Fragc M., 2019. Alternative Molecular-Based
Diagnostic Methods of Plant Pathogenic Fungi Affecting Berry Crops—A Review.
Molecules 24, 1200.

wskaznik Impact Factor2019: 3,267; punktacja MEiN: 140 punktow.

2) Malarczyk D. (obecnie: Siegieda), Panek J., Fragc M., 2020. Triplex Real-Time PCR
Approach for the Detection of Crucial Fungal Berry Pathogens—Botrytis spp.,
Colletotrichum spp. and Verticillium spp.. International Journal of Molecular Sciences
21, 8469.

wskaznik Impact Factor2020: 5,924, punktacja MEiN: 140 punktow.

3) Siegieda D., Panek J., Frac M., 2021. “Shining a LAMP” (Loop-Mediated Isothermal
Amplification) on the Molecular Detection of Phytopathogens Phytophthora spp. and
Phytophthora cactorum in Strawberry Fields. Pathogens 10, 1453.

wskaznik Impact Factor2021: 4,531

Uzupetnieniem ww. prac jest manuskrypt kolejnej publikacji, w ktorej Autorka
poszerzyta swoje badania o poglebiong charakterystyke struktury mikroorganizmow
grzybowych w ekologicznych uprawach truskawek.

4) SiegiedaD., PanekJ., Fragc M., Plant and soil health in organic plantations of strawberry
- mycobiome biodiversity, fungal trophic modes and networks.

Wymienione prace s3 wspotautorskie, a pani mgr inz. Dominika Siegieda jest
pierwszym autorem. W pracach tych uczestniczyta w opracowaniu koncepcji, zebraniu
materiatu badawczego, wykonaniu prac eksperymentalnych, analizie danych oraz
przygotowaniu manuskryptow.



Autorka podejmuje wazne badania dotyczace struktury mykobiomu oraz diagnostyki
molekularnej waznych, rowniez z ekonomicznego punktu widzenia, patogenéw grzybowych,
w tym Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum, Verticillium spp oraz grzybopodobnych
lggniowcow z rodzaju Phytopthora w uprawach ekologicznych truskawki. Praca powstata w
bardzo dobrym zespole Zaktadu Badan Systemu Gleba-Roslina pod kierunkiem pani prof.
Magdaleny Frac.

Badania zostaty sfinansowane w ramach projektu Narodowego Centrum Badan i
Rozwoju BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018 pt.: ,Nowe rozwigzania biotechnologiczne w
diagnostyce, zwalczaniu i monitoringu kluczowych patogenéw grzybowych w ekologicznej
uprawie owocow miekkich”. Ta informacja ma istotne znaczenie dla charakteru
przedstawionej rozprawy, ktora w duzej mierze dotyczy opracowania praktycznych rozwiazan
diagnostycznych, a ktére mogag by¢ uzyteczne dla monitorowania stanu fitosanitarnego
ekologicznych upraw owocéw miekkich, w szczegdlnosci truskawki. Rozprawa zawiera
rowniez bardzo wiele elementéw o charakterze badar podstawowych, o duzym stopniu
nowatorstwa.

Publikacje oraz manuskrypt bedace gtéwng czescig rozprawy poprzedza 48 stron, na
ktore sktadaja sie 1) Wprowadzenie 2) Hipotezy badawcze oraz cel rozprawy doktorskiej, 3)
Omowienie wynikéw publikacji oraz badan uzupetniajacych, 4) Podsumowanie i 5) Wnioski. W
mojej opinii zaréwno ,Wprowadzenie”, jak i ,Omodwienie wynikéw publikacji oraz badan
uzupetniajacych” mogty by¢ skrocone, gdyz w stosunkowo duzej mierze powtarzajg informacje
z dalszych czesci rozprawy lub dotycza szczegétowego opisu metod dosyé dobrze juz
poznanych i wykorzystywanych standardowo w pracach dotyczacych np. diagnostyki
molekularnej. Cze$¢ wprowadzajgca dobrze obrazuje i wyjasnia podjecie tematyki badawczej,
zwtaszcza w kraju, ktéry ma silng pozycje w produkcji owocéw, w tym truskawek, jak réwniez
ma ambicje poszerzac areat upraw ekologicznych. Autorka przedstawia informacje dotyczace
istniejacych zagrozer dla produkcji zywnosci, ze szczegbélnym naciskiem na wspomniane
wczesniej patogeny. Dosy¢ szeroko rowniez opisuje metody wykorzystywane w diagnostyce
molekularnej patogenicznych grzybéw i legniowcéw oraz wybrane metody bioinformatyczne
wykorzystywane w analizie danych pozyskanych z sekwencjonowania wysokoprzepustowego.
W tej czgsci Autorka rozprawy nie unikneta szeregu btedéw, ale gtéwnie o charakterze
edytorskim. Niektére z nich wynikajg z nieustalonej wersji ttumaczenia niektérych technik
badawczych lub zwrotéw z jezyka angielskiego, w wyniku czego pojawiajg sie tu zwroty
potocznie stosowane wsréd oséb pracujacych w naukach eksperymentalnych. Przyktadowo,
w metodzie LAMP wykorzystuje sie polimeraze z aktywnoscig do wypierania (a nie zamiany
nici), zamiast sformutowania ,,wymaga mniejszych iloéci wejsciowego DNA” powinno sie uzyc
»mniejszego poczatkowego stezenia DNA”. Podobnie stowo ,terminuje” (str. 24) czy ,,primery”
(str. 25) majg swoje polskie odpowiedniki. Innym przyktadem s3 nie do korica precyzyjne
sformutowania — np. “metoda Illumina SBS (ang. sequencing-by synthesis) (...) pozwala, po
analizach bioinformatycznych na scharakteryzowanie catego mikrobiomu obecnego w danej
probce”. Warto tutaj byto dodac przystéwek ,potencjalnie”, gdyz na obecnym etapie wiedzy
naukowej, charakterystyka catego mikrobiomu prébki spotyka pewne ograniczenia. Réwniez
warto podkresli¢, ze stowo mikrobiom obejmuje ogét mikroorganizméw, a mykobiom jest
czescig mikrobiomu (str. 26).



Autorka postawita przed sobg weryfikacje 7 hipotez badawczych. Dwie z nich sg dosy¢
oczywiste (nr 1 i 3) natomiast kolejne zostaty bardzo dobrze sformutowane, podobnie jak
postawione cele rozprawy — cel ogdlny oraz cele szczegotowe. Tu jednak réwniez zwracam
uwage na nie do konca precyzyjne okreslenie jednej z metod — mianowicie ,metody
wielokrotnej reakcji taricuchowej”. Oczywiscie metoda PCR juz w zatoZzeniu dotyczy reakc;ji
zachodzacych wielokrotnie, dlatego lepszym okresleniem bytoby uzycie okreslenia metody
wykrywajacej wiecej niz jeden patogen — metodq ,jednoczesnej detekcji”/ ,jednoczesnego
wykrywania”, ewentualnie pozostawienie tutaj zwrotu angielskiej nazwy (,reakcji typu
multiplex”).

W omowieniu wynikéw réwniez pojawiaja sie zwroty, ktére moina zastapi¢ mniej
potocznymi, a przy okazji bardziej precyzyjnymi stwierdzeniami. Przyktadem jest, cytuje
»jednym z nich jest poligalakturonaza, ktdrej wielkos¢ produkgji jest zwigzany ze stopniem
patogennosdci grzyba”. Tu oczywiscie mozna bylo przedstawi¢ wyniki (lub zacytowaé
publikacje), ktore wskazuja na zwigzek poziomu ekspresji genu poligalakturonazy i
patogennosci grzyba. Rowniez nie do korica jest jasne, co Doktorantka chciata przekazaé
piszac, cytuje: ,Botrytis cinerea, powodujacy szarg plesn, atakuje nie tylko truskawki i maliny,
ale réwniez ponad 500 réinych gatunkdw roslin, co czyni ja drugim najpowazniejszym
patogenem w biologii molekularnej w 2012 roku”?

Najwazniejsza czgs¢ rozprawy stanowia 3 publikacje z czasopism indeksowanych w
migdzynarodowych bazach danych oraz jeden zataczony, nieopublikowany manuskrypt.
Pierwsza praca, przegladowa, jest ciekawg analiza metod diagnostycznych wykorzystywanych
do identyfikacji patogendw, ktérym poswigcona jest dysertacja. Najbardziej warto$ciowy w
mojej ocenie jest przeglad genéw markerowych, wykorzystywanych w diagnostyce grzybow i
legniowcow, pokazujacy bardzo duzy ich zakres o udowodnionej przydatnosci do takich celéw.
Praca jest dodatkowo bogato ilustrowana dzieki zataczeniu szeregu zdjeé kolonii gatunkéw
grzybow oraz legniowca na pozywkach hodowlanych. Praca zostata juz zrecenzowana przez
zewngtrznych recenzentéw, natomiast ja ze swojej strony chciatam dodaé, ze na pewno
wzbogacityby ja zdjecia objawdw chorobowych wywotanych przez analizowane patogeny na
(przynajmniej wybranych) roslinach oraz uzupetnienie tabel o gospodarzy roélinnych, na
ktorych prowadzono badania w cytowanych pracach. Réwniez wtaczenie techniki LAMP do
tabel bytoby dobrym rozwigzaniem. S3 to jednak tylko uwagi o charakterze edytorskim.

Kolejne dwie prace dotyczg opracowania protokotéw diagnostycznych, metody triplex
real-time PCR oraz LAMP, do wykrywania badanych w dysertacji patogenéw. Metody zostaty
zoptymalizowane i przetestowane na probkach srodowiskowych. Nalezy podkresli¢, ze poza
samym opracowaniem ww. technik, Doktorantka podjeta sie szerszej analizy wystepowania
patogendw grzybowych w analizowanych uprawach — np. w pierwszej pracy, w ktorej
opracowata technike real-time PCR przeanalizowata jg takze na 244 prébkach pobranych z
ryzosfery, gleby, korzeni, owocéw oraz czeéci naziemnych roslin zebranych na ekologicznych
plantacjach truskawek. Dodatkowo analizowata je dla 8 odmian truskawek oraz dla réznych
typow gleby. Ponadto poprzez sekwencjonowanie markera D2LSU zidentyfikowata
wystgpowanie szeregu innych, niz docelowe (Botrytis spp., Colletotrichum spp., Verticillum
spp.) rodzajéw grzybéw wystepujacych w uprawach ekologicznych. Jest to bardzo cenny



materiat, ktéry moze postuzy¢ Doktorantce w przysztosci do przeprowadzenia dalszych analiz,
w tym dynamiki zmian w strukturze mykobiomu upraw ekologicznych oraz jej powiazan z
patogenezg wywotang wybranymi gatunkami grzybow. Podobnie w przypadku opracowania
metody LAMP do wykrywania Phytophtora cactorum i Phytophthora spp., Doktorantka
przetestowata metode na 348 prdobkach s$rodowiskowych, oceniajgc na ich podstawie
wystepowanie w uprawach ekologicznych legniowca Phytophtora spp.

W przypadku publikacji nr 2 dotyczacej opracowania metody real-time PCR pojawia sie
pytanie, czy zostata przeprowadzona analiza wydajnosci reakcji? Ciekawa bytaby réwniez
dyskusja limitu detekcji grzyba Colletotrichum w kontekscie jego wykrywania w sztucznie
zanieczyszczonych préobkach?

Najbardziej wartosciowg i zawierajaca najwiecej ciekawych wynikdw jest ostatnia czgsé
rozprawy, czyli manuskrypt zawierajacy informacje uzupetniajace, w ktorym Doktorantka
podjeta sie szeregu analiz na podstawie sekwencjonowania nastepnej generacji (lllumina
Sequencing-by-Synthesis) ITS1 grzybdw. Pani mgr inz. Siegieda sformutowata ciekawe
hipotezy, pierwsza — dotyczaca nizszego poziomu alfa-réznorodnosci mykobiomu porazonych
roslin truskawki od tego u roslin zdrowych oraz druga hipoteze, w ktdrej zatozyta, ze gtéwnymi
czynnikami wptywajacymi na sktad mykobiomu sg grzyby nalezace do poziomu troficznego
patotroféw. Analiza wynikow badan wykazata, ze poziom alfa-roznorodnoéci zbiorowisk
grzybow byt wyziszy w przypadku plantacji zdrowych tylko w prébkach pobranych z korzeni
roslin, natomiast nizszy w probkach pobranych z gleby. Natomiast w przypadku drugiej
hipotezy, analiza wynikéw wykazata, ze iloé¢ mikroorganizméw nalezgcych do mieszanych
poziomow troficznych patotroféw (mianowicie patotrof-symbiotrof oraz patotrof-saprotrof-
symbiotrof) w prébkach gleby pochodzacych z plantacji porazonych chorobowo jest
statystycznie wigksza. W pozostatych prébkach pochodzacych z ryzosfery, korzeni i czesci
nadziemnych nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomiedzy prébkami pochodzacymi
z plantacji porazonych oraz niewykazujacych objawéw chorobowych. Warto tutaj doda¢, ze
Doktorantka ponownie swoje badania przeprowadzita na materiale badawczym obejmujacym
szeroki zakres probek: pobranych z trzech odmian truskawki, zdrowych roslin oraz
wykazujgcych symptomy chorobowe, zatozonych na rdéznych typach gleb, oraz w réinych
lokalizacjach, a takze z uwzglednieniem réznych systeméw uprawy. Nalezy podkresli¢, ze pani
mgr inz. Siegieda wykonata w tej czesci dysertacji bardzo duzg prace, ponadto prawidtowo
zauwazyta wady niektérych metod analizy biostatystycznej i zaproponowata alternatywne
rozwigzania. W ramach ostatniego manuskryptu, Autorka okreslita mykobiom probek jako
sktadajacy sig gtownie z przedstawicieli typu Ascomycota i Basidiomycota, okreslita takze tzw.
»mykobiom rdzeniowy”. Okreslita go dla probek niewykazujacych objawéw chorobowych oraz
wykazujgcych objawy chorobowe, oraz wspéiny dla jednych i drugich. Tutaj mam uwage
dotyczacy okredlenia ,mykobiom rdzeniowy”, jest on bezposrednim ttumaczeniem z jezyka
angielskiego ,,core mycobiome”, jednak nie do konca jest to okreslenie wiasciwie oddajace
sens sformutowania. W przypadku ,core mycobiome” lepiej znaczenie tego terminu
oddawatby polski ,mykobiom podstawowy”.

Bardzo ciekawym wnioskiem z badan jest ten dotyczacy sieci grzybowych powigzar w
mykobiomie rodlin truskawki porazonych oraz pobranych z prébek plantacji roélin



niewykazujacych symptoméw chorobowych. Doktorantka zauwazyta, ze probki pochodzace z
porazonych chorobowo plantacji w obrebie zidentyfikowanych sieci charakteryzowaty sie
bardziej rozproszonymi klastrami, natomiast w probkach pochodzgcych ze zdrowych roslin
obserwowano wiecej potaczen miedzy klastrami i wytrzymatos¢ sieci, co wskazuje na ich
wiekszga stabilnosc.

W przypadku ostatniego manuskryptu nasuwajg sie nastepujace pytania, czy w
analizach mykobiomu przeprowadzono sekwencjonowanie kontroli negatywnej? Analizy
kilkuset publikacji przeprowadzone przez Hornung, B. V., Zwittink, R. D., & Kuijper, E. J. i
opublikowane w 2019 w artykule pt.: , Issues and current standards of controls in microbiome
research” FEMS microbiology ecology, 95(5), fiz045 wskazuja, ze tylko w ok. 30% publikacji, w
ktorych wykorzystano wysokoprzepustowe sekwencjonowanie zbiorowosci dowolnego typu
(na podst. 16S, 18S, ITS, analizy wiromu, analizy PacBio, Nanopore, itp.) opisano uzycie
jakiegokolwiek rodzaju kontroli negatywnej. Drugie pytanie dotyczy wykrycia obecnosci w
probkach z porazonych plantacji (lub zdrowych bezobjawowych) tych gatunkéw grzybéw, dla
ktorych opracowata Doktorantka metody diagnostyczne: czy zostaty one wykryte, a jesli tak,
to w jakich prébkach i jak czesto odnotowata Doktorantka ich obecnosé?

Wszystkie oryginalne publikacje oraz manuskrypt uzupetniajagcy opatrzone s3
suplementami, zawierajagcymi uzupetnienie danych i wynikow przeprowadzonych badan.
Zataczona dokumentacja jest starannie opracowana. Gtowng czes¢ dysertacji konczy
obszerna, ale dobrze dobrana bibliografia oraz protokoty metod wykorzystanych w pracy. Na
podstawie kolejnych prac stanowigcych cykl, a zwtaszcza ostatniego manuskryptu widac
rozwoj Doktorantki, poszerzanie kompetencji nie tylko w zakresie wykorzystania metod
badawczych, ale takie w pracach koncepcyjnych, umiejetnosé rozwigzywania probleméw
badawczych oraz wilasciwego interpretowania danych.

Whniosek koncowy. Doktorantka przedstawita cykl trzech recenzowanych publikacji
naukowych oraz materiaty uzupetniajagce w postaci manuskryptu, ktére poszerzajg wiedze
dotyczacg zaréwno mykobiomu upraw truskawek w uprawach ekologicznych, obecnosci
grzybdw patogenicznych oraz grzybopodobnych legniowcéw w prébkach srodowiskowych, jak
i dostarczajg zoptymalizowanych protokotow diagnostycznych do wykrywania analizowanych
patogenow. We wszystkich tych pracach Pani mgr inz. Dominika Siegieda jest autorem
wiodacym, a oswiadczenia wskazujg na jej bardzo duzy udziat w powstaniu kaidej z
powyzszych prac. Rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 roku ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2020 r, poz. 85 z pdzn. zm.).

W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki PAN w
Lublinie o dopuszczenie pani mgr inz. Dominiki Siegiedy do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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