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Rada Naukowa Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN w Lublinie wyznaczyta mnie na
recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Dominiki Siegiedy dnia 12 wrze$nia 2022 r. (Uchwatg Nr
210/P22/2022). Recenzje przygotowatam w oparciu o dane i informacje zawarte w otrzymanej
rozprawie (wersja papierowa dzieta). Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Dominiki
Siegiedy zostata przygotowana pod kierunkiem Pani promotor, prof. Magdaleny Frac i promotora
pomocniczego, dr. inz. Jacka Panka w Zakitadzie Badan Systemu Gleba-Roslina Instytutu Agrofizyki
im. Bohdana Dobrzarnskiego PAN w Lublinie. Tematyka rozprawy doktorskiej mgr inz. D. Siegiedy jest
Sci$le zwigzana z tytutem projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w
ramach programu BIOSTRATEG ,Nowe rozwigzania biotechnologiczne w diagnostyce, zwalczaniu i
monitoringu kluczowych patogenéw grzybowych w ekologicznej uprawie owocéw miekkich” (nr
BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018), ktérego prof. Magdalena Frac jest kierownikiem. Podjeta
tematyka badawcza jest bardzo interesujgca nie tylko ze wzgleddw poznawczych, ale przede
wszystkim wazna i aktualna z powodu ogromnych strat powodowanych przez grzybowe fitopatogeny
w rolnictwie ekologicznym. Polska nalezy do $wiatowych lideréw produkcji truskawek. Znaczng ich
czes¢ stanowig uprawy ekologiczne, ktére prowadzone sg w odpowiedzi na stale rosngcy popyt na
produkty ekologiczne w Europie. Stad, podjecie tematyki badawczej, majgcej na celu polepszenie i
zwiekszenie efektywnosci upraw ekologicznych truskawek jest w petni uzasadnione. W ninigjszej

rozprawie doktorskiej opracowano molekularne metody detekcji kluczowych patogendw truskawki, tj.
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Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum, Verticillium spp. i grzybopodobnych legniowcéw z rodzaju
Phytopthtora, ktére przyczyniaja sie do znacznego obnizenia plonéw tych owocéw z upraw
ekologicznych.

Mgr inz. Dominika Siegieda w trakcie prowadzenia swoich badan miata mozliwosé
skorzystania z duzego doswiadczenia naukowego i bogatego warsztatu metodycznego zespotu Pani
Promotor, prof. Magdaleny Frac, dzigki czemu otrzymata wiele interesujgcych wynikéw o duzych

wartosciach poznawczych i potencjale aplikacyjnym.

Ocena formalna rozprawy
Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim i ma uktad typowy dla tego rodzaju

prac naukowych. Rozprawa zawiera wszystkie wymagane czesci: streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim), wykaz skrotéw, spis publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej,
wprowadzenie, hipotezy badawcze oraz cel pracy, omoéwienie wynikdw, wnioski, publikacje
stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, bibliografie, protokoty opracowanych metod, oswiadczenia
wspotautoréw i zyciorys naukowy Doktorantki. Podstawe rozprawy doktorskiej mgr inz. D. Siegiedy
stanowig cztery prace, z ktérych jedna jest pracg przegladows i trzy sg pracami eksperymentalnymi.
Sposréd nich, trzy prace o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania IF 13,722 (zgodnie z rokiem
opublikowania) (IFs.emi 16,318, Pktmein 380) zostaly opublikowane w latach 2019-2021 w
czasopismach MDPI zawartych w bazie IS| Journal Citation Reports:

1. Malarczyk (Siegieda) D., Panek J., Frac M. Alternative molecular-based diagnostic methods of plant
pathogenic fungi affecting berry crops — a review. Molecules 2019, 24, 1200. (IF- 3,267; IFs.etni 5,110;
Pktwmein 140);

2. Malarczyk (Siegieda) D., Panek J., Frac M. Triplex real-time PCR approach for the detection of crucial
fungal berry pathogens — Botrytis spp., Colletotrichum spp. and Verticillium spp. Int. J. Mol.Sci. 2020, 21,
8469. (IF- 5,924; IFs-ietni 6,628; Pktmein 140);

3. Siegieda D., Panek J., Frac M. ,Shining a LAMP: (Loop-mediated isothermal amplification) on the molecular
detection of phytopathogens phytophthora spp. and Phytophthora cactorum in strawberry fields. Pathogens
2021, 10, 1453. (IF- 4,531; IFs.1etni 4,580; Pktwvein 100);

W rozprawie zostaly zawarte dodatkowo wyniki nieopublikowanych badan w formie
przygotowanego manuskryptu pt. ,Plant and soil health in organic plantations of strawberry —
mycobiome biodiversty, fungal trophic modes and networks”, autorzy: Siegieda D., Panek J., Frgc M.,
ktére dotyczg zastosowania metody wysokoprzepustowego sekwencjonowania lllumina SBS na
platformie MiSeq w celu poréwnania mykobioméw ,zdrowych’(tzn. niezakazonych) i zakazonych
grzybowymi patogenami roslin truskawek. Mgr inz. D. Siegieda jest pierwszym autorem w czterech
pracach. Z oswiadczen wspotautoréw tych prac wynika, ze rola Doktorantki w uzyskaniu wynikéw w

nich zawartych oraz przygotowaniu publikacji byta dominujgca.



Ocena merytoryczna rozprawy

Praca stanowi bardzo obszerne opracowanie zawierajgce 266 stron. Rozprawa zostata
przygotowana szczegdtowo i starannie, zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak tez graficznym i
edytorskim. Rozdziat Wprowadzenie (20 stron) zawiera opis zagadnien i metod badawczych
wykorzystanych do przygotowania tej rozprawy. Tre$¢ tego rozdziatu zostata wzbogacona 11
rysunkami i jedng tabelg. Hipotezy i cel pracy zostaly sformutowane przez Doktorantke jasno i
szczegdtowo. W rozdziale Omoéwienie wynikéw mgr inz. D. Siegieda opisata zwiezle podejscia
metodyczne, zaproponowane rozwiniecia techniczne zastosowanych metod oraz ich uzytecznosc i
skutecznos¢ w uzyskaniu planowanych celéw badawczych. Na podkreslenie zastuguje bogaty
warsztat metodyczny Doktorantki, ktéry obejmuje szereg technik z zakresu mikrobiologii, biologii
molekularnej oraz bioinformatyki.

Celem rozprawy byto opracowanie molekularnych technik bazujgcych na réznych wariantach
reakcji amplifikacji DNA skutecznych w detekcji czterech kluczowych grzybowych fitopatogenéw, ktére
powodujg najwieksze straty w ekologicznych uprawach truskawek. Cele szczegoétowe obejmowaty: (1)
opracowanie metody jednoczesnej detekcji trzech patogenow grzybowych (tj. grzybéw z rodzajéw:
Botrytis, Colletotrichum i Verticillium) przy uzyciu techniki multi-plex real-time PCR, (2) opracowanie
metody detekcji grzybopodobnych legniowcoéw (tj. Phytophthora spp. i Phytophthora cactorum) przy
uzyciu techniki LAMP (izotermicznej amplifikacji wykorzystujgcej zapetlanie) oraz (3) charakterystyke
zbiorowisk grzybéw wystepujacych na ekologicznych plantacjach truskawek z wykorzystaniem
wysokoprzepustowego sekwencjonowania technikg lllumina SBS (ang. Sequencing-by-Synthesis).
Wszystkie zaplanowane cele czgstkowe zostaty w petni zrealizowane. Obie metody detekcji zostaty
opracowane szczego6towo, a ich warunki stosowania zoptymalizowane i skutecznos¢ potwierdzona na
réznych prébkach sSrodowiskowych. Dotychczasowe dane literaturowe wskazywaly na brak
wystarczajgco skutecznych i szybkich metod diagnostycznych, wykorzystujgcych techniki biologii
molekularnej, ktére bytyby wysoce specyficzne i w krétkim czasie dostarczaly jednoznacznych
wynikéw dotyczgcych rodzaju patogenu grzybowego infekujacego plantacje truskawek i
przyczyniatyby sie do lepszej prewencji i/lub szybszej eliminacji patogena z plantacji, tym samym
ograniczajac straty producenta.

Z tych powoddéw, mgr inz. D. Siegieda na wstepie swojej pracy dokonata wnikliwego przegladu
aktualnego stanu wiedzy na temat dotychczas dostepnych molekularnych technik detekcji patogenow
grzybowych infekujacych truskawki. W rezultacie tych dziatan powstata obszerna i bardzo
wartosciowa praca przeglgdowa opublikowana w Molecules (24,1200) w 2019 r. (publikacja 1). W
pracy tej scharakteryzowano szczegoétowo najwazniejsze patogeny truskawek (tj., Verticillium spp.,
Phytophthora spp., Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum) pod wzgledem czestosci wystepowania,
wiasnosci fenotypowych, zakresu gospodarza oraz zagrozen dla upraw. W dalszej czesci pracy
zebrano dostepne protokoty detekcji tych patogenéw w oparciu o rézne techniki PCR (tj. multiplex

PCR, PCR, nested-PCR, gPCR, multiplex gPCR) i wykorzystujace polimerazy DNA, jak tez oméwiono
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zalety i ograniczenia diagnostyczne tych metod. Doktorantka zebrata szczegétowe informacje na
temat starteréw i ich sekwencji wykorzystywanych do identyfikacji roznych gatunkéw grzybowych
fitopatogendw oraz markerow genetycznych wybranych do tych analiz. Na tej podstawie okazato sie,
ze region ITS (ang. Internal Transcribed Spacer) genu rybosomalnego RNA to najczesciej
wykorzystywany marker do detekcji tych patogenéw. Innymi czesto stosowanymi markerami byty geny
kodujgce konserwatywne biatka, takie jak: czynnik elongacji EF, dehydrogenaza GPD
(glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase), syntaza tryptofanowa (ST), podjednostka
dehydrogenazy NADH (NAD1), B-tubulina, aktyna, endochitynaza, podjednostka oksydazy
cytochromowej (COX1) oraz biatko szoku Hsp90. W efekcie powstata bardzo ciekawa praca
przegladowa podsumowujgca aktualny stan wiedzy w diagnostyce tej grupy fitopatogenow i
stanowigca bardzo dobry punkt wyjscia do realizacji aplikacyjnych celéw zaplanowanych w ramach tej
rozprawy doktorskiej.

Nastepnie mgr inz. Dominika Siegieda przystgpita do badan, ktérych efektem byto powstanie
az trzech prac o duzych walorach aplikacyjnych i poznawczych. W pierwszej pracy doswiadczalnej
(publikacja 2 - Int. J. Mol. Sci. 2020, 21,8469) Doktorantka opublikowata wyniki dotyczgce
opracowanej metody jednoczesnej detekcji trzech najistotniejszych patogenéw grzybowych
(Verticillium spp., Botrytis spp. i Colletotrichum spp.), wykorzystujgcej technike real-time PCR. Co
prawda, technika ta jest dos¢ powszechnie stosowana do identyfikacji i detekcji réznych
mikroorganizmow, ale dotychczas nie byto opracowanej szybkiej, a jednoczes$nie wysoce specyficznej
i czutej techniki wykrywania tych kluczowych patogendéw grzybowych. Doktorantka zaprojektowata
dwa startery oraz trzy sondy fluorescencyjne bazujgce na sekwencji regionu D2 duzej podjednostki
rRNA, z ktérych kazda byta specyficzna wytacznie dla jednego rodzaju grzyba. Sondy te okazaty sie
skuteczne w jednoczesnym wykrywaniu patogendéw z trzech rodzajow: Verticillium, Botrytis i
Colletotrichum w tej samej probce biologicznej. Dokonano optymalizacji opracowanej metody triplex-
PCR w odniesieniu do stezen stosowanych sktadnikéw i warunkéw reakcji oraz okreslono czutosé
metody niezaleznie dla kazdego patogena (tj. minimalng wykrywang ilo§¢ DNA patogena w probce).
Doktorantka ustalita, ze najbardziej stabilne i powtarzalne wyniki wartosci Cq byly dla stezenia 0,15
MM w przypadku sond oraz 0,3 uM dla mieszaniny starterow. Okreslita tez czuto$¢ tej metody na 39
fg/uL dla dwoch rodzajow Verticillium i Botrytis oraz 156 fg/uL dla rodzaju Colletotrichum.
Zoptymalizowanie tylu parametréw reakcji triplex real-time PCR oraz metod izolacji DNA z réznego
rodzaju prébek $rodowiskowych wymagato od Doktorantki duzego naktadu pracy, doktadnosci i
precyzji w prowadzeniu tych badan. W tym miejscu, chciatam zapyta¢ Doktorantke jaka moze byc¢
przyczyna ~4-krotnie obnizonej czutosci metody w przypadku sondy dla rodzaju Colletotrichum w
stosunku do dwéch pozostatych sond? Czy moze to by¢ spowodowane rodzajem fluorochromu
zastosowanego w tej sondzie i/lub tworzeniem struktur drugorzedowych pomiedzy sktadnikami
mieszaniny reakcyjnej, tj. starterami, sondami i/lub powstajgcymi amplikonami?
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W dalszych etapach pracy, mgr inz. D. Siegieda potwierdzita skuteczno$¢ opracowanej
metody triplex-PCR na materiale biologicznym w postaci probek gleby oraz owocéw truskawek
sztucznie zainfekowanych zarodnikami 3 testowanych rodzajéw grzybéw. Dodatkowo, uzytecznosc tej
metody przetestowata na ogromnej liczbie probek s$rodowiskowych pochodzgcych z plantaci
truskawek w latach 2018-2019, ktére byly zainfekowane grzybowymi patogenami (244; w tym, 41 z
ryzosfery truskawek, 68 z gleby plantacji, 37 z owocdéw, 44 korzeni i 54 czesci zielonych truskawek).
Plantacje te byty prowadzone na réznych rodzajach gleb i uprawiano na nich rosliny réznych odmian.
Co zastuguje na podkreslenie i docenienie, to ogromna ilo§¢ wykonanych przez Doktorantke analiz
(izolacji DNA i reakcji PCR) dla tak wielu probek, co wymagato duzego naktadu czasu, jak tez precyzji
i skrupulatnosci. Dodatkowg wartoscig prowadzonych badan byto uzyskanie bardzo bogatej kolekcji
szczepdw grzybowych wyizolowanych z ekologicznych plantacji truskawek oraz zdeponowanie
sekwencji amplikonéw rDNA uzyskanych dla tych izolatéw w bazie GenBank. Analizujgc wyniki tych
badan, nasuwa sie pytanie czy Doktorantka poczynita pewne obserwacje dotyczgce roznic w
czestosci pojawiania sie patogenéw Verticillium spp., Botrytis spp. i Colletotrichum spp. w
poszczegoélnych plantacjach prowadzonych na réznych rodzajach gleb i dla poszczegdlnych odmian
roslin? W rozprawie nie znalaztam bardziej szczegétowych informacji na temat wtasciwosci fizyko-
chemicznych gleb na poszczegélnych plantacjach. Czy rodzaj gleby mégt predysponowac do wigkszej
infekcyjnosci roslin przez te patogeny? Takie analizy poréwnawcze mogtyby dostarczy¢ dodatkowych
interesujgcych wynikow.

W kolejnych etapach badan, mgr inz. D. Siegieda przeprowadzita analizy molekularne, ktérych
celem byto opracowanie skutecznej, szybkiej i relatywnie prostej metody detekcji Phytophtora spp.,
bedacych innymi istotnymi patogenami grzybowymi niszczgcymi uprawy truskawek. (publikacja 3 -
Pathogens 2021, 10,1453). Do wykrywania tych fitopatogenéw, Doktorantka uzyta innej techniki
wykorzystujgcej polimeraze DNA, tzw. LAMP (amplifikacje w warunkach izotermicznych), ktérej zaletg
jest prowadzenie reakcji w jednej statej temperaturze,. Jest to mozliwe, gdyz stosowane do tego typu
amplifikacji enzymy majg zdolnos¢ wypierania nici DNA, co eliminuje konieczno$¢ denaturacji
matrycy. Technika LAMP jest ciekawg alternatywg wobec klasycznej reakcji PCR, ze wzgledu na
krétszy czas analizy oraz uzyskanie wiekszych ilosci produktu, ktérego detekcja nie wymaga
posiadania termocyklera do real-time PCR. Dotychczas skuteczno$¢ i zalety tej techniki zostaty
potwierdzone w diagnostyce wielu réznych patogendéw roslin, zwierzat i cztowieka. Doktorantka z
duzym powodzeniem opracowata metode detekcji Phytophtora przy uzyciu techniki LAMP i okreslita
optymalne jej parametry, wykorzystujgc do tego celu molekularny marker - gen kodujacy jeden z
czynnikéw elongacji translacji (EF1-a). Opracowano tacznie 10 starteréw, ktore byly efektywne w
detekciji i rozréznianiu szczepdw Phytophtora spp. (6 starteréw) i Phytophtora cactorum (4 startery).
Nastepnie Doktorantka potwierdzita skutecznos¢ i wysoka czutos¢ tej metody przy uzyciu 19 izolatéw
nalezgcych do rodzaju Phytophtora (3 pg/uL dla Phytophtora spp. i 300 fg/uL dla P. cactorum). Do
wizualizacji uzyskanego DNA w probkach zastosowano klasyczny barwnik fluorescencyjny SYBR
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Green |, co pozwala na szybkg kolorymetryczng detekcje DNA w probie badanej. Ogrom pracy zostat
wiozony przez Doktorantke, ktéra przeprowadzita badania na szerokg skale dla 348 probek
Srodowiskowych zebranych z polskich plantacji truskawk (region Roztocza). Na podstawie tych analiz,
mgr inz. D. Siegieda uzyskata pozytywne wyniki dla 1% wszystkich badanych probek (4/348) w
przypadku Phytophtora spp. oraz 4% (13/348) w przypadku P. cactorum, ktére pochodzity z plantac;ji
nie wykazujgcych oznak infekcji tymi fitopatogenami. Dane te wskazujg na skuteczno$¢ i duzg czutosc
metody LAMP w identyfikacji tych grzybow w materiale srodowiskowym. Dodatkowo Doktorantka
wykazata, ze nie jest wymagane specjalne przygotowanie prébek DNA do wykonania tej analizy. Co
warto podkresli¢, wszystkie opracowane przez Doktorantke i pozostate osoby z zespotu prof. M. Frac
startery i sondy oraz protokoty dwéch metod detekcji grzybowych patogenéw truskawek nalezacych
do czterech ww. rodzajéow staty sie podstawag uzyskania czterech patentéw (P.431985, P.431986,
P.431987, P.431988) i dwdch zgtoszen patentowych (P.437110 i P.437111). Uwazam, ze te wyniki
stanowig bardzo wazne osiggniecie naukowe o ogromnym potencjale biotechnologicznym.
Podsumowujac, opracowana technika LAMP i jej tatwo$¢ przeprowadzenia moze przyczynic¢ sie do
szerokiego jej stosowania, réwniez poza bogato wyposazonymi laboratoriami molekularnymi. W tym
miejscu, nasuwa sie¢ pytanie czy Doktorantka nie probowata opracowaé techniki LAMP takze dla
pozostatych patogenéw truskawek (tj., Verticillium spp., Botrytis spp. i Colletotrichum spp.), co
mogtoby umozliwi¢ jednoczesne wykonanie takiej analizy dla wszystkich czterech kluczowych
grzybowych patogenéw tych roslin? Co zadecydowato o wyborze przez Doktorantke Phytophtora spp.
i P. cactorum jako celu detekcji przy uzyciu techniki LAMP?

W ostatnim etapie pracy, Doktorantka skupita sie na badaniach, ktorych celem byta
charakterystyka mykobiomoéw roslin truskawek niezainfekowanych i zainfekowanych patogenami
grzybowymi. Ta cze$¢ wynikdw nie zostata jeszcze opublikowana, ale zostaty one opracowane i
pokazane w formie manuskryptu przygotowanego do publikacji (praca 4). Mgr inz. D. Siegieda
scharakteryzowata zbiorowiska grzybéw wystepujacych na ekologicznych plantacjach truskawek,
uwzgledniajac zréznicowanie mykobioméw poszczegdinych nisz ekologicznych, tj. gleby, ryzosfery,
jak tez czesci nadziemnych i korzeni roslin. Poréwnane zostaty mykobiomy plantacji niezakazonych i
plantacji z objawami chorobowymi. Do tych badarn Doktorantka wykorzystata technike
wysokoprzepustowego sekwencjonowania Illumina SBS i aparatu MiSeq, ktéra umozliwia
scharakteryzowanie petnych mikrobioméw czy mykobioméw, dzieki temu ze pozwala na odczytanie
krétkich fragmentoéw sekwencji DNA, zapewniajac tym samym, odczyt setek tysiecy réznych sekwenciji
obecnych w prébce. W mojej ocenie, wyniki uzyskane z tej czesci badan sg bardzo interesujgce i maja
ogromny walor poznawczy, choé w przysztosci moga réwniez przyczyni¢ sie do opracowania
skutecznych szczepionek promujgcych wzrost i polepszenie kondycji uprawianych roslin uzytkowych.
Doktorantka wykazata, ze mykobiom badanych probek skiadat sie gtdéwnie z przedstawicieli typu
Ascomycota (34,6%-93,53%, $rednia — 69,22%) i Basidiomycota (3,53%-63,27%, Srednia — 22,43%),

co byto zgodne z wynikami wczesniej opisanymi przez innych badaczy. Ponadto, sprawdzono czy
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status zdrowotny truskawek ma wptyw na réznorodnos$¢ mikrobiologiczng. Przeprowadzone przez
Doktorantke analizy statystyczne wykazaty, ze status zdrowotny tych roslin nie miat wptywu na a-
réznorodnos$¢ zbiorowisk grzybow, gdy ten parametr byt analizowany jednocze$nie dla wszystkich
probek, jak tez dla probek z ryzosfery i czesci nadziemnych roslin. Natomiast a-réznorodnos¢ byta
istotnie obnizona w przypadku zainfekowanych korzeni truskawek. Co zaskakujace i bedace w
opozycji do badan prowadzonych nad mykobiomem pomidora, a-réznorodnos$c¢ byta istotnie wyzsza w
probkach gleby zainfekowanej fitopatogenami. W tym miejscu, chciatabym zapyta¢ Doktorantke jak
wyjasnitaby uzyskany wynik?

Nastepnie wykonano analizy B-roznorodnosci (wykresy PCoA, analiza PERMANOVA), na
podstawie ktérych oszacowano sktad zbiorowosci i potwierdzono statystyczng réznice pomiedzy
typami prébek i stanem ich kondycji zdrowotnej. Gdy analizowano indywidulanie poszczegdlne typy
prébek (. ryzosferowe, glebowe, czesci nadziemnych i korzeni roslin), wykazano, ze skfad
zbiorowiska grzybdéw réznit sie pomiedzy probkami zawierajgcymi niezakazony i zakazony materiat
biologiczny. Ale jednorodne dyspersje grupowe pomiedzy stanem zdrowotnym prébek wykazano tylko
w prébkach zawierajacych czesci nadziemne i korzenie roslin. Kolejnym badanym parametrem byta
réznica w obfitosci grzybowych mikroorganizméw zaklasyfikowanych do 6 grup troficznych. W
przypadku prébek ryzosfery, lisci i korzeni roslin nie zaobserwowano istotnych réznic pomiedzy
probkami bez oznak infekcji (tzw. ,zdrowymi”) i zainfekowanymi patogenem.

Doktorantka scharakteryzowata takze mykobiom rdzeniowy i zidentyfikowata wystepujace w
nim gatunki grzybéw (tj. gatunki obecne w co najmniej 95% prébek i stanowigce 0,1% wzglednej
liczebnosci w probce) dla probek zainfekowanych i niezainfekowanych, pochodzacych z gleby,
ryzosfery oraz todyg i korzeni roslin. Wykonata takze analize réznicowag gatunkéw wystepujacych na
plantacjach bez oznak porazenia oraz porazonych infekcjg i dokonata ciekawych obserwacji, z ktérych
cze$¢ moze byé w przysziosci wykorzystana do tworzenia szczepionek (dotyczy to m.in. taksonu
Acremonium sp. i grzybow z rodzaju Mortierella znanych z posiadania wtasnosci hamowania rozwoju
choréb i promowania wzrostu roélin). Efektem finalnym tej czesci badan byto zidentyfikowanie (do
rodzaju) 20 najliczniej wystepujgcych ASV (ang. Amplicon Sequence Variant) we wszystkich prébkach
tacznie oraz indywidualnie w kazdym typie prébek. Wyniki te uwazam za bardzo interesujgce i cenne,
nie tylko ze wzgledéw poznawczych, ale takze ich potencjalnych korzysciach aplikacyjnych.
Doktorantka wykorzystata do analiz parametrow mykobioméw plantacji niezainfekowanych i
zainfekowanych grzybowymi patogenami ilos¢ prébek réznigcych sie istotnie liczbowo (strona 50
rozprawy, np. n116 ,healthy” i n35 ,unhealthy”, n29 ,healthy”i n9 ,unhealthy” itd.). W zwigzku z tym
mam pytanie, czy ta dysproporcja w ilosci prébek miedzy dwoma warunkami srodowiskowymi mogta
mie¢ wptyw na badane parametry mykobiomoéw?

Podsumowujgc, chciatabym pokresli¢ szeroki zakres prac przeprowadzonych przez mgr inz.
Dominike Siegiede, wielowgtkowos¢, ztozonosc i czasochtonnos¢ wielu eksperymentéw i licznych

analiz z uzyciem wielu prébek srodowiskowych. Dzieki duzemu zaangazowaniu, doktadnosci i
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pracowito$ci Doktorantka zgromadzita bardzo duzg ilo$¢ warto$ciowych wynikéw oraz poczynita wiele
ciekawych obserwaciji.

Do najwazniejszych osiagnie¢ tej rozprawy zaliczam:

1) opracowanie szybkiej, wysoce specyficznej i czutej metody jednoczesnej detekcji kluczowych
patogendéw grzybowych truskawek nalezacych do rodzajow Verticillium, Botrytis i Colletotrichum z
wykorzystaniem techniki triplex-PCR w czasie rzeczywistym, starteréw i sond fluorescencyjnych;

2) opracowanie metody detekcji patogenéw grzybowych truskawek nalezacych do Phytophtora spp. i
P. cactorum z wykorzystaniem techniki LAMP, ktérej tatwo$¢ wykonania umozliwia zastosowanie
na matrycy DNA wyizolowanym bezposrednio ze Srodowiska;

3) uzyskanie 4 patentow i 2 zgtoszen patentowych dotyczacych zaprojektowanych starteréw, sond
oraz optymalizacji warunkoéw reakcji dwoch opracowanych metod detekcji grzybowych patogenow
infekujgcych rosliny truskawek;

4) scharakteryzowanie i poréwnanie mykobioméw $rodowisk zainfekowanych grzybowymi
patogenami truskawek i $rodowisk niezainfekowanych tymi mikroorganizmami;

5) wykazanie réznic miedzy mykobiomem gleby i roslin na plantacjach porazonych i
niezainfekowanych patogenami (w tym réznice w a-réznorodnosci gleby i korzeniach oraz réznice

w stabilnosci sieci powigzan).

Doceniajgc duzg staranno$¢ i szczegotowose, z jaka Doktorantka przygotowata te rozprawe
doktorskg, mimo tego nie udato sie unikng¢ nielicznych niefortunnych sformutowan, ktére z
powinnosci recenzenta powinnam wymienié, takich jak: ,porazone prébki”’, ,zdrowe prébki’, ,chore
prébki ryzosfery”, ,plantacje zdrowe i chore”. W mojej ocenie bardziej adekwatne bytoby uzycie
okreslenia np. probki zawierajgce materiat roslinny zakazony Ilub niezakazony patogenami
grzybowymi, czy prébki gleby zawierajgce lub zainfekowane patogenami grzybowymi itp. Ta drobna
uwaga nie umniejsza w zadnym stopniu mojej bardzo wysokiej oceny rozprawy doktorskiej mgr inz.
Dominki Siegiedy.

Ponadto, chciatam podkresli¢ dodatkowa wyrdézniajaca sie aktywnosé naukowag Doktorantki i Jej
udziat w licznych konferencjach krajowych (6 wystgpien ustnych i 7 posteréw) i miedzynarodowych (5
wystgpien i 2 postery), szkoleniach, kursach oraz miedzynarodowym grancie H2020. Za swojg
aktywnos¢ byta kilkukrotnie nagrodzona na konferencjach naukowych (dwukrotnie w 2021) oraz przez
Dyrektora Instytutu Agrofizyki PAN (2018, 2021). Co godne docenienia, mgr inz. D. Siegieda pomimo
swojej duzej aktywnosci naukowej potrafita jeszcze znalezé czas na prowadzenie dodatkowej
dziatalno$ci organizacyjnej, biorgc udziat w pracach licznych komisji zwigzanych z dziataniem Studiow
Doktoranckich w Instytucie Agrofizyki PAN.
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Whniosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. inz.
Dominiki Siegiedy stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i rozwigzanie w zakresie
zastosowania wynikébw wiasnych badan naukowych w sferze gospodarczej, dotyczgcego
charakterystyki mykobioméw truskawek oraz molekularnych metod detekgcji i identyfikacji patogenéw
grzybowych infekujacych te wazng rosline uprawng. Rozprawa ta potwierdza ogdlng wiedze i
umiejetno$¢ prowadzenia badan przez Doktorantke na wysokim poziomie naukowym. Wyniki
uzyskane w ramach tej rozprawy doktorskiej przyczynity sie do istotnego pogtebienia wiedzy na temat
sktadu i bioréznorodno$ci mykobioméw gleb oraz roslin w nich uprawianych w warunkach
ekologicznych, jak tez efektywnej i szybkiej ich detekcji. W mojej ocenie, rozprawa ta spetnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 ze zm.). W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Rady
Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN w Lublinie z wnioskiem o przyjecie rozprawy

i dopuszczenie Pani mgr inz. Dominike Siegiede do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wyréznienie rozprawy doktorskiej

Jednoczesnie, biorgc pod uwage szeroki zakres prowadzonych badan, warto$¢ naukowg i
aplikacyjng uzyskanych wynikoéw, uzyskanie czterech patentéw oraz dwéch zgtoszen patentowych
dotyczgcych oryginalnych wiasnych opracowan metodyki diagnostycznej, jak tez opublikowanie
wiekszoéci uzyskanych wynikéw w trzech pracach, w ktérych mgr inz. Dominka Siegieda jest
pierwszym autorem, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN w
Lublinie o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda. W uzasadnieniu stwierdzam, ze wyniki uzyskane
przez mgr inz. Dominike Siegiede majg duzg warto$¢ naukows i aplikacyjng, co moze w przysztosci
przyczynié sie do lepszego zrozumienia funkcjonowania tej grupy grzybéw fitopatogenicznych i ich

monitorowania w srodowisku glebowym.
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