Poznan 19.03.2019.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Zwolinskiej pt.:
»WYSTEPOWANIE I CHARAKTERYSTYKA FITOPLAZM NA WYBRANYCH
ROSLINACH ROLNICZYCH”

Rozprawa doktorska zostata wykonana w Zakladzie Wirusologii i Bakteriologii
Instytutu Ochrony Ro$lin — Panstwowego Instytutu Badawczego pod kierunkiem: prof. IOR-
PIB dr hab. Nataszy Borodynko-Filas, oraz promotora pomocniczego: dr Krzysztofa
Krawczyka.

Doktorantka podjeta si¢ trudnego zadania polegajacego na scharakteryzowaniu pod
wzgledem genetycznym populacji fitoplazm z wybranych miejscowosci zachodniej Polski.
Poza badaniami patogena wykazata jego szkodliwo$¢ na wielu roslinach rolniczych, waznych
gospodarczo.

Bakterie fitopatogeniczne — fitoplazmy sa niewielkich rozmiar6w, namnazaja sig
w tyku ro$lin, a takze w hemolimfie owadoéw, ktore sa ich wektorami. Dotyczy to gléwnie
skoczkow, owadow z rzedu piewikow.

Poniewaz choroba powodowana przez fitoplazmy corocznie przyczynia si¢ do strat
w plonie nasion, w warunkach Polski, stad slusznie doktorantka podj¢ta badania nad
patogenem w polskim srodowisku rolniczym.

Ponadto, jak podaje doktorantka, doniesienia o nasileniu wystgpowania chorob
fitoplazmatycznych w Europie poludniowej 1 zachodniej oraz przypadki infekcji
obserwowane na grochu i rzepaku w Polsce, byly przyczyna do podjecia badan
uwzgledniajacych naturalne rezerwuary patogena — chwasty. Doktorantka podjela takze
badania zroznicowania oraz przynaleznosci taksonomicznej fitoplazm.

Materiat badawczy obejmowal glownie rosliny rolnicze z objawami infekcji
fitoplazmatycznych, z wyrdznieniem: fyllodiow, stasmien, zotknigcia, zaczerwienienia,
karlowatego wzrostu, rosliny pokroju miotlastego, a takze zwartego pokroju z gestym
ulistnieniem.

Material roslinny stanowily zebrane podczas obserwacji polowych egzemplarze
rzepaku, pszenicy oraz marchwi bez objawow porazenia fitoplazmami, a takze rosliny dziko
rosngce w otoczeniu pol B. napus z objawami lub bez widocznych objawow chorobowych.

Fitoplazmy badano gtownie przy pomocy metod wykorzystujacych techniki
molekularne.

Identyfikacje i ich charakterystyke przeprowadzono wg schematu: izolacja catkowite
DNA roslin porazonych oraz kontrolnych, amplifikacja DNA z zastosowaniem specyficznych
starterow, sekwencjonowanie uzyskanych fragmentow, poréwnanie otrzymanych sekwencji
z sekwencjami zapisanymi w Banku Genow.

Zaszeregowanie fitoplazm, na podstawie grup rybosomalnych okreslono po analizie
restrykcyjnej genu kodujacego 16S rRNA.

Ponadto charakterystyke izolatow z rzepaku przeprowadzono w oparciu o gen
kodujacy biatko homologiczne do biatek efektorowych SAP54 1 PHYLI, biatek
odpowiedzialnych za powstawanie fyllodiow.



Identyfikowano takze izolaty z pozostatych roslin rolniczych namnazajac gen tuf
kodujacy czynnik elongacji Tu.

Po przeprowadzonych badaniach na 79 polach rzepaku ozimego w zachodniej Polsce
stwierdzono, ze nasilenie wystepowania fyllodiozy na B. napus wynosi okoto 0,1%. W
wigkszosci przypadkéw czynnikiem sprawczym choroby byly fitoplazmy nalezace do
gatunku ‘Ca. Phytoplasma asteris’, podgrupy 16Srl-B, chociaz stwierdzono takze porazenia
szczepem 16Srl-(B/L)L, wczesniej nie opisanego jako patogen B. napus.

Obserwowano rowniez objawy stasmionych pedoéw, ale nie zawsze identyfikowano
w nich fitoplazmy, odnotowano to w wigkszosci przypadkow. W pracy udokumentowano
brak dodatniej korelacji dla podanej cechy.

Po analizach sekwencji genu kodujacego 16S rRNA izolatow fitoplazm z rzepaku,
wykazano obecno$¢ zmiennych nukleotydow w pozycjach 948, 969 1 1176 fragmentu P1/P7,
ale nie odnotowano dodatniej korelacji pomiedzy tymi substytucjami dla fenotypowych
typow fyllodiow.

Po reakcji PCR z zaprojektowanymi przez autorke starterami, w genomie fitoplazmy
fyllodiozy rzepaku (RP, izolat RzZW14) zidentyfikowano gen SAP54 RP kodujacy biatko
homologiczne do efektorow SAP54 i PHYLI. Obecno$¢ genu o identycznej sekwencji
potwierdzono réwniez w chromosomie fitoplazmy pochodzacej z marchwi, aksamitki
I skoczka szesciorka.

Genotypowanie kolekcji izolatow z rzepaku ozimego z objawami fyllodiow ze
starterami komplementarnymi do rejonow oskrzydlajacych gen SAP54 RP wykazato, ze
ro$liny pochodzace z r6znych rejonow Wielkopolski porazone byly zawsze przez fitoplazme
posiadajaca wspomniany gen, niezaleznie od typu wywotywanych fyllodiow.

Natomiast fitoplazmy zasiedlajace B. napus bezobjawowo nie posiadaty tego genu.

Autorka udowodnita, ze sekwencja nukleotydow SAP54 RP byta w 100% zgodna
z homologiczng sekwencja efektora szczepu AY2192, z Niemiec. Sekwencje aminokwasow
SAP54 RP wydzielanej czesci peptydu byta identyczna z sekwencja bialek szczepow ‘Ca.
Phytoplasma asteris’, a takze roznila si¢ jednym aminokwasem w przypadku szczepu ‘Ca.
Phytoplasma pruni’ lub dwoma aminokwasami w przypadku szczepu ‘Ca. Phytoplasma
phoenicium’ (PEY) czy fitoplazmy ‘Ca. Phytoplasma asteris’ infekujacej rzepak w Kanadzie.

Autorka wykazata takze na podstawie uktadu drzewa filogenetycznego rozejscie
ewolucyjne homologicznych biatek spokrewnionych szczepoéw grupy 16SrI do pigciu réznych
klastrow, a otrzymane wyniki wskazuja, ze grupowanie homologow SAP54/PHYL1 jest
niezalezne od grupy rybosomalnej, do jakiej naleza dane szczepy patogena.

Przeprowadzone doswiadczenia potwierdzily skutecznos$¢ zaprojektowanych starterow
w powielaniu genu biatka SAP54 RP, pozwalajagc na stwierdzenie obecnosci
przypuszczalnego genu wirulencji w izolatach fitoplazm. Zaprojektowane przez autorke
startery pozwalaja na odrdznienie patogenicznych od niepatogenicznych szczepoéw fitoplazm
wobec rzepaku.

Praca obejmowata takze obserwacje w do$wiadczeniach polowych wskazujac, ze
porazenie fitoplazmami upraw B. napus moze sigga¢ 0,28 % w systemie bezorkowym. Z kolei
w systemie orkowym z poplonem gorczycy i roslinami stragczkowymi, mozna w istotny
sposob obnizy¢ wystapienie patogena.



W ramach badan, po raz pierwszy na $wiecie, zidentyfikowano fitoplazme ‘Ca.
Phytoplasma asteris’, podgrupy 16SrI-B na kalafiorze, gorczycy, grochu i tubinie oraz
fitoplazm¢ ‘Ca. Phytoplasma asteris’, podgrupy 16Srl-L na buraku cukrowym, grochu
I kukurydzy.

Wykazano takze, ze uprawy pszenicy moga by¢ bezobjawowo zasiedlane przez
fitoplazmy. Autorka rozprawy po raz pierwszy w Polsce wykryla fitoplazme ‘Ca.
Phytoplasma asteris’ 16SrI-B na pszenicy i marchwi w Polsce, oznaczyta takze patogena
W roslinach ozdobnych.

Analiza wariantow genetycznych 16S rDNA fitoplazm infekujacych marchew i buraki
cukrowe wykazata zmienno$¢ pomigdzy dwoma operonami rybosomalnymi w badanych
izolatach. Zarowno izolaty z marchwi, jak i buraka posiadaty cztery warianty genu 16S
rRNA, co wskazuje na mieszang infekcje fitoplazm posiadajacych heterogeniczne operony
rRNA.

Przeprowadzone przez doktorantk¢ badania dowiodly, ze na utrwalenie populacji
fitoplazm w agrocenozie B. napus moga mie¢ duzy wplyw chwasty z okolicznych upraw.

Fitoplazmy nalezagce do podgrup 16Srl-B i 16Srl-(B/L)L, ktore powszechnie
wystepuja na rzepaku ozimym, zidentyfikowano u dziesigciu gatunkach chwastow:

1/ chwastnicy jednostronnej,

2/ zycicy trwalej,

3/ rdescie ptasim,

4/ stuliszu lekarskim,

5/ fiotku polnym,

6/ marunie bezwonnej,

7/ rumianku beztodygowym,

8/ powoju polnym,

9/ gwiazdnicy pospolitej

10/ maku polnym.

Po wykonaniu analiz molekularnych wykazano, ze fitoplazmy byly obecne w okoto
22% testowanych ros$lin dziko rosngcych, a ponad 35% chwastow byto nosicielami patogena
bez widocznych objawow infekcji fitoplazmatycznej.

Na wspomnianych chwastach wykryto fitoplazmy nalezace do trzech blisko
spokrewnionych podgrup.

W badaniach, po raz pierwszy w Polsce, zidentyfikowano fitoplazmy na nastgpujacych
roslinach dziko rosnacych: rdest ptasi, stulisz lekarski, powdj polny, chwastnica jednostronna,
kupkéwka pospolita, miotla zbozowa, perz wiasciwy, wiechlina roczna, zycica trwata, fiotek
polny, bodziszek drobny, chaber btawatek, gwiazdnica pospolita, maruna bezwonna, mak
polny oraz rumianek beztodygowy.

W Dactylis glomerata L. wykryto nowa podgrupe rybosomalng fitoplazm w obrebie
taksonu ‘Ca. Phytoplasma asteris’, rdznigcg sie profilem restrykcyjnym (powyzej 9%
zréznicowania).

Na podstawie otrzymanych wynikéw bezobjawowych infekcji rzepaku, marchwi,
pszenicy oraz licznych gatunkéw chwastéw mozna stwierdzi¢, ze fitoplazmy sa znacznie
bardziej rozpowszechnione srodowisku rolniczym w Polsce niz dotychczas sadzono.



Autorka w swojej bardzo obszernej dysertacji doktorskiej (185 str.), prawidlowo
zapisata wszystkie rozdziaty wymagane dla tego typu opracowan.

Wszystkie powyzsze problemy zostalty przez doktorantke wzorowo opracowane
poczawszy od wstepu, poprzez: postawione cele, obszerny przeglad literatury (328 pozycji W
tym dwie pozycje powtdrzono 326), materialy, metody oraz wyniki. Nast¢pne rozdziaty:
dyskusja, wnioski, wspomniana bogata literatura i streszczenie, rowniez opracowano bardzo
dobrze.

Przy tak obszernej pracy, o czym wspomniano, trudno o uniknigcie bledéw, ktorych
oproécz pomylek literowych i interpunkcyjnych bylo i tak bardzo malo.
Niektore z nich przedstawiam:

Str. 13. Fot. 1. Jensen S. G. i in. 2009, brak w spisie literatury.

Str. 14. Brak autora ,,Ryciny 1.”

Str. 21. Brak autora Fot. 2.

Str. 25. Brak opisu fotografii (Fot. 2 A, B, C)

Autorka podaje, ze cyt. ,,W toku wczesniejszych badan wlasnych wykazano, ze
fitoplazmy wykrywa si¢ zarowno w ro$linach z catkowitym przeksztalceniem kwiatow w
fyllodia, prowadzacym do niezawigzywania tuszczyn, jak i w roslinach wykazujacych
deformacje typu stasmien. W pierwszym przypadku DNA fitoplazmatyczne wykrywano
w blisko 100% badanych roslin, natomiast tylko w 30% roslin z objawami stasmienia.
Dodatkowo w drugim przypadku wymagana bylta czulsza metoda detekcji oparta o dwie
rundy reakcji PCR (zagniezdzony-PCR). Oznacza to, ze komorki fitoplazm bywaja rowniez
obecne w stasmieniach, jednakze w mniejszych ilosciach, stad potrzeba zastosowania
czulszych metod diagnostycznych (Zwolinska i in., 2011b).”

Prosz¢ o komentarz do stwierdzonej sytuacji i wytlumaczenie, dlaczego mozna
uzdrowié¢ porazone rosliny rzepaku in vitro stosujac antybiotyki, a stasmione pozostaja
staSmione.

Oraz czy doktorantka posiada wiedze na temat dziedziczenia staSmien u ro$lin
rzepaku?

Str. 35. Fot. D. Przedstawione sta§mienia to nie efekt zmian fenotypowych rzepaku

charakterystycznych dla porazen fitoplazmami. Wymaga weryfikacji.

Str. 45. Kto wykonat schemat przedstawiajacy fragment operonu rybosomalnego....

podac autora.

Str. 58. Prosze =zdecydowaé: czy poda¢ autorow opracowania programow

komputerowych, czy strony www. W dobie dostepnosci programéw informatycznych

pewniejsza droga jest podanie stron internetowych.

Str. 59. W pracy podano cyt. ,.Lacznie przeprowadzono lustracje 79 po6l z uprawa

rzepaku 1 zebrano 70 probek roslin. Ocene¢ nasilenia wystgpowania fitoplazm na

uprawach rzepaku prowadzono w oparciu o zliczanie widocznych, chorych roslin,

w trzech prostokatach o wymiarach 10 x 50 m i wyliczenie $redniej arytmetyczne;j.

A jak postegpowano w sytuacji, kiedy fitoplazmy wystepowaly miejscowo -

placowo?



Str.79. cyt. ,,Podobienstwo sekwencji z sekwencjami homologicznymi badano
stosujgc program BLAST oraz analiz¢ filogenetyczng. Dopasowanie sekwencji utworzono
w programie ClustalW, a nast¢gpnie uzyto je do budowy drzewa w programie MEGA7
stosujgc algorytm Neighbour-Joining.

Sekwencje nukleotydow genu SAP54 RP uzyskang z izolatu Rz.W14 przepisano na
sekwencje aminokwasow w programie ExPASy i wytypowano rejon peptydu sygnalnego za
pomoca SignalP 3.0 stosujac model sieci neuronowych oraz ukryte modele Markowa (ang.
Neural networks, Hidden Markov models). Badang sekwencj¢ zestawiono z sekwencjami
aminokwasow biatek homologicznych w programie BioEdit, w celu oceny ich zr6znicowania.

Uzyskane sekwencje nukleotydéw biatka homologicznego wzgledem SAP54/PHYLI1
i rejonow oskrzydlajacych, postuzyly do zaprojektowania starterow umozliwiajacych
przeprowadzenie genotypowania izolatdow rzepakowych pod katem wystepowania
1 zro6znicowania genu SAP54 RP

Prosz¢ o komentarz do wuzytych SSN (sztuczne sieci neuronowe) w celu
wytypowania peptydu sygnalnego. (np.: uczenie Kohonena czy sie¢ z nauczycielem lub
bez lub uzycie sieci warstwowej)

W spisie literatury w dwoch miejscach literatura zostata powtorzona (ten sam zapis)
Poz. 126 i 128 oraz poz. 159 i 160.
Str. 147 Lee i in. 1998 nie zapisano czy chodzi o pozycje ,,a” czy ,,b”.

Whioski koncowe
Drobne bledy zaznaczono w rozprawie. l1os¢ i ich jakos¢ w zaden sposob nie moze
mie¢ wpltywu na ostateczng oceng catej pracy, ktora jest bardzo dobra.

Oryginalno$¢, wiedza teoretyczna, samodzielnoS¢ 1 umiejetnoSci  wykonawcze
doktorantki, wskazuja na jej duza dojrzato$¢ naukowa. Stwierdzam, ze przedstawiona do
oceny rozprawa doktorska uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk
rolniczych w dyscyplinie agronomia. Powyzsza ocena w_pelni odpowiada wymogom
stawianym przez USTAWE z dnia 18 marca 2011r., Art. 13. 1., o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Ponadto za wzorowe opracowanie przez Pania mgr Agnieszke Zwolinska
rozprawy doktorskiej, ktora w pelni spelnia warunki nowatorstwa, stawiam wniosek do
Rady Naukowej IOR-PIB 0 jej wyréznienie i dopuszczenie mgr Agnieszki Zwolinskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Prof. IHAR PIB dr hab. inz. Michat Starzycki



(Wybrane cyt. USTAWA z dnia 18 marca 2011r., Art. 13. 1. Rozprawa doktorska,
przygotowywana pod opieka promotora albo pod opieka promotora i promotora
pomocniczego, o ktorym mowa w art. 20 ust. 7, powinna stanowi¢ oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego lub oryginalne dokonanie artystyczne oraz wykazywac ogolng wiedze¢
teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie naukowej lub artystycznej oraz umiej¢tnose
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej. 2. Rozprawa doktorska moze
mie¢ form¢ maszynopisu ksiazki, ksigzki wydanej lub spojnego tematycznie zbioru
rozdzialow w ksigzkach wydanych, spdjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
lub przyjetych do druku w czasopismach naukowych, okreslonych przez ministra wlasciwego
do spraw nauki na podstawie przepiséw dotyczacych finansowania nauki, jezeli odpowiada
warunkom okreslonym w ust. 1.).



