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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Siegiedy zatytutlowane;j:
»oOpracowanie metod detekcji wybranych patogenéw owocow miekkich
z wykorzystaniem biologii molekularnej” wykonanej w Instytucie
Agrofizyki PAN w Lublinie pod kierownictwem prof. dr hab. Magdaleny

Frac i drainz. Jacka Panka

Recenzowana praca doktorska sktada sie z dwoch opublikowanych prac
oryginalnych,  jednej opublikowanej pracy przeglgdowej oraz
nieopublikowanego manuskryptu (badania uzupetniajgce). Wszystkie trzy
artykuty zostaty opublikowane w czasopismach wydawnictwa MDPI, prace
oryginalne w International Journal of Molecular Science oraz Pathogens,
artykut przeglagdowy w Molecules. Wszystkie artykuty oraz nieopublikowany
manuskrypt stanowig spdjng tematycznie catos¢. Praca doktorska opatrzona
jest wstepem wprowadzajgcym czytelnika w zagadnienia poruszone w
artykutach, streszczeniem artykutéw w jezyku polskim, szczegétowym opisem
metod badawczych oraz wnioskami. Ostanie rozdziaty pracy obejmuja
bibliografie, protokoty badawcze, oswiadczenia wspotautoréw oraz zyciorys

naukowy Doktorantki.

Tematyka pracy doktorskiej jest niezwykle interesujgca i co
najwazniejsze, wychodzi naprzeciw zapotrzebowaniu spoteczenstwa, a takze

i zmieniajgcemu sie rolnictwu w Polsce i w Europie.

Rolnictwo ekologiczne jest najbardziej zrbwnowazong forma produkgc;ji

rolnej na swiecie. Wedtug planéw Komisji Europejskiej (strategia od Pola do
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Stotu oraz Na Rzecz Bior6znorodnosci) do 2030 r. az 25% produkc;ji rolnej
w Europie powinno pochodzi¢ z rolnictwa ekologicznego. Rolnictwo
ekologiczne, oprécz pozytywnego oddziatywania na srodowisko (korzysci
rolno-Srodowiskowe), wychodzi naprzeciw zmieniajgcej sie strukturze popytu i
zwiekszajgcych sie wymagan konsumenckich.

Popyt na zywnos¢ ekologiczng w UE przewyzsza podaz co, wraz ze
specyfikg produkcji, powoduje koniecznosé importu niektorych produktéow
spoza UE. Wedtug rozporzgdzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
2018/848, system importu produktéw ekologicznych z panstw trzecich oparty
o zasade réwnowaznosci bedzie wygaszany. Nalezy zatozy¢ wiec, ze
spowoduje to dodatkowe zwiekszenie popytu na surowce pochodzace z
upraw ekologicznych na rynku wewnetrznym Unii oraz zwiekszong wymiane
handlowg pomiedzy panstwami UE.

Produkcja rolna w Polsce stanowi wazny element gospodarki
narodowej. Wedtug danych Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi w okresie
od stycznia do wrzesnia 2020 r. wartos¢ eksportu artykutdw rolno-
spozywczych z Polski wyniosta 25 070 min EUR. Oznacza to wzrost o 6,7%
w stosunku do analogicznego okresu w 2019 roku.

Produkcja rolna, zaréwno w Polsce jak i Europie, wymaga
unowoczesnienia, dzieki ktoremu dostosowana zostanie jakos¢ produktu do
zwiekszonych wymagan konsumenckich oraz zaostrzanych regulaciji
Srodowiskowych. Implementacja zasad zintegrowanej ochrony roSlin -
ochrony roslin, w ktorej pierwszenstwo majg metody niechemiczne,
spowodowata konieczno$¢ poszukiwania agrotechnicznych, fizycznych i
biologicznych metod ochrony roslin. Obecnie na rynku europejskim obserwuje
sie wycofywanie kolejnych substancji czynnych, co wigze sie z ograniczaniem
mozliwosci stosowania tradycyjnych (chemicznych) metod ochrony upraw.
Jednym z waznych kierunkdw modernizacji rolnictwa jest zastosowanie
biopreparatéw na bazie mikroorganizmdw (bakterii i grzybéw) posiadajgcych
zdolnos¢ biotyzaciji roslin, tj. zwiekszenia przystosowania roslin do bytowania
w Srodowisku (agrocenozie) oraz biokontroli propagacji drobnoustrojow

chorobotworczych roslin.
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Odpowiednia diagnostyka upraw ma niezwykte znaczenie w kontroli
propagacji patogenow. Pozwala na optymalizacje strategii ochrony roslin z
uwzglednieniem ograniczen w stosowaniu chemicznych srodkow ochrony

roslin wynikajgcych ze zmieniajgcego sie ustawodawstwa.

Podczas swoich studiow doktorskich mgr Dominika Siegieda
opracowata metody detekcji drobnoustrojéw chorobotworczych: Botrytis
cinerea, Colletotrichum acutatum, Verticillium spp. oraz Phytophtora sp. w
owocach truskawki pochodzgcej z upraw ekologicznych w potudniowo-
wschodniej Polsce. W swojej pracy doktorskiej Autorka przedstawita
szczegotowe uzasadnienie celowosci podjetych dziatan, jak rowniez

szczegoty techniczne opracowanych technologii.

Pierwszym artykutem w cyklu jest praca przeglgdowa, w ktérej Autorka
charakteryzuje patogeny bedace przedmiotem kolejnych publikacji. Artykut
zatytutowany: “Alternative Molecular-Based Diagnostic Methods of Plant
Pathogenic Fungi Affecting Berry Crops—A Review” zostat opublikowany w
czasopiSmie Molecules. W pracy zostaly opisane i poréwnane dostepne
metody detekcji wybranych pasozytow, jak réwniez elementy biologii tych
mikroorganizméw. Zaréwno publikacja, jak i analogiczne tresci przedstawione
we wprowadzeniu, sg dobrym wstepem do pozostatych artykutéw z cyklu. Na

uwage zastuguje wysoka jako$¢ i przejrzystosé ilustracji we wprowadzeniu.

W artykule: “Triplex Real -Time PCR Approach for the Detection of
Crucial Fungal Berry Pathogens — Botrytis ssp., Colletotrichum ssp. and
Verticillium ssp. “ opublikowanym w International Journal of Molecular Science
Autorzy przedstawili metode symultanicznej detekcji trzech grzybowych
pasozytéw owocdéw miekkich. W tym miejscu chciatbym zwréci¢ uwage na
fakt wykorzystania technik biologii molekularnej w rolnictwie. W praktyce
rolniczej w Polsce, wykorzystanie tych technik jest niewystarczajgce.
Dziatania podjete przez Autorow pracy w ramach projektu Biostrateg
EcoFruits pod kierownictwem prof. dr hab. Magdaleny Frgc mogg przyczyni¢
sie do popularyzacji tych metod. Z duzym prawdopodobienstwem, zwiekszy to

potencjat i konkurencyjnosc polskiego rolnictwa. Opracowana metoda zostata
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pozytywnie zweryfikowana na roslinach i w glebie. Ponizej, moje uwagi do UNIWERii/\ll;-]f;}&)(\;\tfn}L()NSKI
tej czesci pracy:

1. Specyficznos¢ reakcji. Pomimo stwierdzenia, ze w reakcji amplifikowano
wytgcznie DNA okreslonego patogenu nie znalaztem wynikéw badan,
ktore by to potwierdzaty. W moim przekonaniu, aby jednoznacznie
wykazaé specyficznos¢ zaprojektowanej reakcji nalezato wykonac¢ analize

krzywej topnienia produktéw reakcji PCR (ang. melting curve).

Alternatywg jest sekwencjonowanie produktow reakcji. Dotyczy to reakcji Mﬁtﬁﬁg'ﬁﬂ“
amplifikacji pojedynczych markerdw, a nie reakcji multiplex. BIOTECHNOLOGII

2. Str. 91 rysunek 2d. Krzywe przyrostu fluorescencji (ang. amplification
curves) dla niektérych sond wskazujg na bardzo stabag
amplifikacje/fluorescencje, na rycinach (wszystkich) nie uwzgledniono

progu detekgcji (ang. Ct threshold value).

3. W procesie optymalizacji reakcji sprawdzano zaleznos¢ pomiedzy
stezeniem sond oraz starteréw a wartoscig Cq i na tej podstawie dobrano
optymalne ich stezenia. Przedstawione w tabeli wyniki swiadczg raczej o
braku zaleznosci. Nie rozumiem zatem na jakiej podstawie ustalono sktad

mieszaniny reakcyjne;.

4. Okreslenie limitu detekcji reakcji. Dla przejrzystosci procedury, zawsze
warto w takich badaniach uwzgledni¢ kontrole negatywng (ang. NTC — no
template control).

5. Nie zbadano wydajnosci reakcji amplifikacji. Jest to niezbedne przy
analizach ilosciowych. Z tresci publikacji wnioskuje, ze celem Autorow
byto opracowanie metody detekcji, a nie kwantyfikacji zawartosci DNA
grzybowego w roslinach i glebie. Nie zmienia to faktu, Ze okre$lenie
wydajnosci reakcji pozwala oszacowaé btgd amplifikacji i zweryfikowaé
stechiometrie reakcji. Z danych przedstawionych w artykule (tabela 3 str.
96) wnosze, ze w zakresie stezen uzytych w doswiadczeniu reakcja nie
zachodzi z wydajnoscig bliskg 100%. Mozna to wyttumaczy¢ niskimi
stezeniami DNA uzytymi w reakcji. Przedstawienie wydajnosci reakcji dla
poszczegodlnych par sond (standardowa procedura przy optymalizacji

reakcji PCR) zwiekszytaby przejrzystos¢ przedstawionych wynikow.
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6. Na czym polega nowatorstwo przedstawionej techniki? Czym rozni sie
od innych, podobnych dostepnych na rynku? Mys$le, ze taka dyskusja

zwiekszytaby wartos¢ przedstawionych wynikow.

W kolejnej publikacji z cyklu: ,,Shinning a Lamp” (Loop-mediated
Isothermal Amplification) on The molecular detection of Phytopathogens
Phytophtora ssp and Phytophtora cactorum in Strawberry Fields”,
opublikowanej w Pathogens Autorzy opracowali metode detekcji legniowcow z
rodzaju Phytophtora w oparciu o metode LAMP. Detekcja fitopatogendéw w
oparciu o te technike ma szereg przewag nad detekcjg przy pomocy PCR (ma
réwniez wady). Zalety te zostaty opisane i wnikliwie przedyskutowane w pracy
doktorskiej. W moim przekonaniu fatwosé zastosowania tej metody czyni jg

szczegolnie wazng z punktu widzenia mozliwosci zastosowania w rolnictwie.

Ostatnim z cyklu prac wchodzacych w sktad dysertacji doktorskiej mgr
Dominiki Siegiedy jest manuskrypt artykutu: “Plant and soil health in organic
plantations of strawberry — mycobiome biodiversity, fungal trophic modes and
networks”. W manuskrypcie opisano strukture spotecznosci grzybéw epi- i
endofitycznych truskawek oraz gleb upraw ekologicznych w potudniowe;j
Polsce. Manuskrypt jest przygotowany poprawnie, cel badah dobrze
uzasadniony. Na uwage zastuguje fakt skupienia sie w pracy na analizie
mykobiomu. Nasza wiedza na temat struktury spotecznosci grzybow
zasiedlajgcych dane srodowisko jest bardzo niewielka; wiekszo$¢
prowadzonych badah ogranicza sie do analizy sktadu bakterii zasiedlajgcych
rosline/glebe. W zwigzku z czym, przedstawione wyniki stanowig istotny wkfad

w rozumieniu zaleznosci pomiedzy organizmami w Srodowisku.

Moje uwagi:

1. Czy na etapie przygotowania bibliotek z prébek roslin podjeto prébe
eliminacji/ograniczenia amplifikacji roslinnego DNA? Czy taki zabieg jest
celowy? Jezeli nie, to jaki procent uzyskanych sekwencji byt pochodzenia

roslinnego?

2. Czy podczas przygotowania bibliotek z probek glebowych podjeto probe

eliminacji reliktowego DNA? Co Autorka mysli o takim zabiegu?
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Brakuje uzasadnienia doboru kryteriéw kwalifikacji ASV do mykobiomu
rdzeniowego. Zastosowane kryteria sg mato rygorystyczne. Dotyczy to

szczegolnie kryterium wzglednej obfitosci danego ASV w populacji (0.1%)

Rysunek 7a str 50 (jak réwniez ten sam rysunek na str. 206). Z tresci
artykutu nie jest dla mnie jasne co oznacza n. Schematyczne

przedstawienie uktadu eksperymentalnego utatwi percepcje manuskryptu.

Na stronie 50 Autorka pisze: ,...Nastepnie wykonano wykresy PCoA dla
kazdego typu prébki indywidualnie, wedtug stanu zdrowia. Analiza
PERMANOVA wykazata, ze we wszystkich grupach prébek - w glebie
ryzosferowej,  czesciach  nadziemnych, korzeniach i  glebie
pozaryzosferowej, sktad zbiorowiska grzyboéw réznit sie pomiedzy
zdrowymi i porazonymi prébkami i wyjasniat odpowiednio 4,7%, 4,9%,
3,6% i 5,2% zmiennosci probki. Jednak tylko probki peddéw i korzeni
wykazywaly jednorodne dyspersje grupowe pomiedzy stanem
zdrowotnym (Rysunek 7D)...” 5% zmiennosci to jest bardzo mato. Jestem
zaskoczony tak matg zmiennos$cia, jak rowniez stosunkowo niewielkg
liczbg grzybow wchodzacych w sktad mikrobioméw rdzeniowych.
Rozumiem, Zze w Kkolejnych analizach opisano réznice pomiedzy
zbiorowiskami. Dodatkowo, wykonano analize PCoA, ktérg zilustrowano
na wykresach — styl.

Jakie sg ograniczenia metody uzytej do analizy struktury spotecznosci
mikroorganizméw w $rodowisku? Prosze o przedyskutowanie podczas

obrony.

Podsumowujac: dysertacja doktorska mgr Dominiki Siegiedy jest

dobrze przygotowana i spojna tematycznie. Nieliczne kolokwializmy, skréty
myslowe i uproszczenia nie rzutujg na wartos¢ i jakos¢ przedstawionych
wynikow.

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia
wszystkie wymagania art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.) i
wnosze do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzarskiego

PAN o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Podpisany elektronicznie przez
Piotr Dominik Rozpadek
18.11.2022
14:12:54 +01'00°
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