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Recenzja pracy doktorskiej mgr Agnicszki Zwolinskiej pt. ,,Wystgpowanie
i charakterystyka fitoplazm na wybranych roslinach rolniczych™.

Przedstawiona do recenzii rozprawa doktorska mgr Agnieszki Zwolinskie] zostala wykonuana
w Zakladzic Wirnsologii 1 Bakteriologii Instytutu Ochrony Roshin-Panstwowego Instytutu
Badawezego w Poznaniu pod kicrunkiem dr hab. Nataszy Borodynko-Filas, prof. nadzw.
IOR-PIB jako promotora oraz dr Krzvsziofa Krawceevka, Klory pelnil tunkeje promotora
pomocniczego.

Podjecic tematyki badawezej dotyezace] oplazm roznych patunkow roshin uprawnych 1
drikorosnacych uwazam za sluszne i uzasadnione. Patogeny te, sa problemem w produkei
rodlinnej szezegdlnie w krajach poludniowe) buropy, lecz coraz czgdcie] wykrywane sy
rowniez w roznveh patunkach roglin w Polsce. Ma to zwiazek nie Lylko ze¢ amianami
klimatveznymi i nieu$wiadomionym sprowadzaniem 7 zagranicy materialu roslinnego
porazoncpo przez fitoplazmy. ale rowniez 2 coraz powsszechnicjszym wykorzystywaniem
czulych metod diagnostycznyeh.

Fitoplazmy 7e wzgledu na swoja szkodliwosé stanowiy powazne zagrozenie w nasadzeniach
wielu gatunkow roslin uprawnych, w tym waznych gospodarczo dla nickiorych rejonow
$winta, Przykladem moze by¢ epidemicene wystepowanie *Candidatus Phytoplasma palmae’
w uprawach palm kokosowych w krajach afrvkanskich lub na Karaibach, bedace przyczyna
ogromnych stral ekonomicenych. W Europie. 7 kolei. problemem sa fitoplazmy wystgpujace
w uprawach winorodli, w tym kwarantannowa [itoplazma wywolujgea chorobg flavescence
dorée lub tez epidemicsnic wystepujace ogniska fitoplazmatycznego zamierania gruszy 1
proliferac)i jabloni.

Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Zwolifiskiej obejmuje 185 stron i zawicra bardzo
nhszerna dokumentacje skladajacy si¢ 2 35 rycin (w tym rysunki, wykresy. dendrogramy), 13
[otografii oraz 15 tabel. Praca zostala podzielona na rowdzialy: wsigp. cele pracy. przeglad
literatury, materialy. metody. wyniki, dyskusja. wnioski, literatura, streszczenie w jgzvku

polskim i angielskim oraz zawiera jeden zalacanik.

‘Tvtul rozprawy jest niezbyt zrecznie sformulowany (Lwybrane rosliny” zamiast ,,wybrane

galunki roslin™). Ponadto sugeruje. 7e praca dotyezy tylko fitoplazm porazujucych gatunki
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rodlin rolniczych, a nic uwzglednia chwastow, ktore réwnicz byly obickicm badan. ‘Tyviul
mogtby brzmie¢: ..Wystepowanie 1 charakterystyka fitoplazm porazajacyvch wybrane gatunki

roslin uprawnych 1 dziko rosnacych™,

We wstepie, w oparciu o literaturg, Doktorantka krotke  przedstawila najwazniejsze
zagadnienma dotyczace biologn [toplazm, wch wystepowania 1 szkodliwoser oraz metodach

wykrywania i identyfikacj.

Celem badawerym pracy byly:

o ocena wystegpowanmia fitoplazm na wybranych roshnach rolniczych uprawianyeh w
Polsee:

» identyhikacia i charakierystyka molekulama wykrytych tzolatow Atoplazm;

e dentylikacja gatunkow chwastow mogacyeh byé recerwuarami Doplazsm:

o opuena  skulecznosc oEraniczania wyslepowania fvllodiozy rzepaku
w integrowane] ochronie rosling

o ocena wirnlenegi fitoplazm  porazajacych  rzepak na  podstawic  wyslgpowania
I zroznicowania genu SAPS4 R,

= opracowanic metody wykrywania ssczepow  Gloplaem wywolujacveh  fyllodioze

rzepaku ozimego.

Przeglad literatury swiadezy o bardzo dobrej /majomosel zagadnienia oraz, umicjetnosci
precdstawienia preey Doktorantke najwaznicjszych wynikow  badan  prezenlowanveh w
pismiennictwie. Mgr A. Zwolinska zaprezentowala obszemny przeglad literatury dotyezacej
fitoplazm rzepaku. marchwi, buraka cukrowego, zicmniaka 1 kukurydzy oraz krotko
przedstawila doniesienia na temat tych patogenéw porazajacych inne gatunki rodlin
(porezyea, kalafior, bab, groch, hubin, lucema, pszenica). ktare byly badanc w te] pracy na
obecnosé  ltoplazm. W roedaiale tvm Dokiorantka  uwzglednita rowniez  fitoplazmy
wystepujgee m.in. na brokule 1 koniczynie. kidre nie hyly przedmiotem badan
zaprezentowanyceh w pracy doktorskic). ponunela jednak mlormacie dolyezgee wystepowania
1 charakterystvki fitoplazm porazajacych aksamitke 1 jalowiec. ktore wykryla fitoplazmy w

czasic realizacji prezentowanyeh badan,

W podrozdziale 3.6, nalerato podkreshié. ¥e fitoplazmy przenoszone sa przede wszystkim
podezas wegelatywnego rozmpazania porazonveh rosling Informacia laka znajduje sie w

czedel 3.0.4., ale dotvezy przenoszemia fitoplazm w warinkach in vitro,

Rozdrial Materialy zostal opisany krdtko i dotyezyl zardwno materialu roslinnego. szezepow

referencyjnyeh wykorzystanyeh w analizach porownawezyeh, szceepu bakteryinego uzylego

do klonowania, oraz odczynnikow chemicznych. enzyvmow, mieszanin  reakeyjnych,

gotowyeh  zestawdw  do  badan molekulamych, wzorcow mas. skladnikow  podlozy

hodowlanych, zelu do elektroforezy, rozlworow 1 buforow oraz oligonukleotydow. W
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rozdeiale tym, Doktorantka wymienila réwnicz bazy danyeh i programy bicinformatyesne, z

ktéryeh korzystata prey analizowaniu uzyskanych wynikdw hadan.

Mam drobna uwage do punkiu 4.2, w ktorym powinny by¢ rownier uwzglednione szezepy
refereneyjne  fitoplazm  z  podprupy  16560-B.  edve bvly  one  prezedmiotem  analiz
filogenetyeznych (ryciny 22, 33 - szezep HMS61990).

Roedzial Metody zostal opisany w 20 podrozdzialach obepmujacych muin.: 2bior prob do
badan, izolacje catkowitego DNA z zebranych prob roslinnych, amplifikacje INA fitoplazm
w dwuctapowe) reakeji PCR, analize sckweneji uzyskanyeh [ragmentow genomu (gen 165
rRNA, a w przypadku rzepaku rowniez gen fuf). analize filogenetyczna, a dla genu 168 rRNA
rownier wirtualng analize polimortizmu dlugoser fragmentow restriykeyjnyeh (RFLP), W
rozdziale tym, Doklorantka rownier szezegdlowo opisata metodyke amplifikacyi nieznanyceh
sekwenei genomowego DNA fitoplazm oraz ocene zrodnicowania genu SAPS4 RP izolatiw
litoplazmy  wykrvle] w recpaku. Porza badaniami  laboratoryvinymi, mgr A, Zwolinska
wykonala doswiadezema polowe majgee na celu oceng wplywu zmianowania i agrotechniki
na  wystgpowanic  ltoplazm  w uprawie rzepaku ozdmego, Rozdeial  Metody™ zostat

zilustrowany schematami i fotografiami pol. z ktorych pobierano préby do badan.

Do teeo rozdeiatu pracy doktorskic) mam kilka uwag.

Ani w podrozdeiale 4.1,  Material roslinny™, ani w rozdziale _Metody™ w czedei opisanej w
punkeie 5.1.3. niec s wymienione gatunki roslin uprawnych oraz chwastow, » ktorych
pubicrano proby do badan. Takie informacje znajduja sie dopiero w rozdziale Wyniki'.
Mozna byloby te dane prredstawié w tabeli (tabelach) 1 zamieseié je w czesel 4.1, Material
roslinny™, uwzgledniajge polskie 1 facinskie narwy gatunkowe roslin (nie trzeba byloby
podawaé tacmskich nazw w kolejnyeh tabelach np. tab. 13, 5. 123 1 tab. 14, & 125), ich
previaleznose do rodziny botaniczne], micjsce zbioru proby, liczbe pobranveh prob. W
rozdziale ..Wyniki” z kolel, tabele takie moglyby zawierad polskie nazwy porazonych roslin,
nazwe izolahl, obserwowane objawy, liczbe prob pobranyeh i tych, w kioryeh wykryvilo
lloplazme, klasylikacyi wykrytej floplazmy do grupy 16Sr oraz numery dostepu sekwenc
zgtoszone] do GenBank (czesciowo na wzor tabeh 9).

Nasuwa si¢ pytanic ezy proby do badan na obecnosé [loplaem w marchwi pobierano w
kazdym z pieciu terminow z tvch samvych 30 roslin (dwa lidcie, 7z dwoch roslin w jednym
punkeie) rosnacych na plantacji w okolicach Srody Wiclkopolskic) (podrozdziat 5.1.2.. s. 60-
6137

Nie jest wyjasnione skad w badaniach wzigly si¢ matryee DNA do amplilikacji homologa
biatck SAP54/ PHYLI (tabele 4, 51 8, 5. 76, 77, 81). Czy wszystkie wymienione tam izolaty
fitoplazm (7 roshin i skoerkdw) byly wykryte w ramach prezentowanych badan? Jaka metode

zastosowano do olac DNA z owadow?




Tabele 4, 5 1 8 zamieszezone w metodyee, nie powinny zawicraé wynikéw dotyczacych
identyfikacji szczepow. kiore uzyskano w trakcie prowadzonych badan. Nie jest jasne, czy
wszystkie wymienione w tych tabelach izolaty byvly pozyvskane w trakcic prezentowanych

badan. czy tez byly preedmiolem wezesniejszych prac.

W rozdziale Wyniki, Doklorantka szezegolowo opisala i zilustrowala przy pomocy fotografii.
tabel 1 wykresdw rezultaty swoich badan. Ich zakres byt bardzo szeroki 1 obejmowal szercp
dodwiadezen. Badania wykazaly, ze Srednio ok. 0.1% rodlin reepaku na 79 lustrowanych
plantacjach wykazywaty objawy fyllodiozy. Chociaz trudno w tym preypadku wininskowaé o
eprdemicenym wyslepowaniu choroby, W jednak 2wazywszy na obecnosc skoczkow, klore sa
wektorami fitoplazm 7 grupy #ohaczki astra, 1stmieje zagrodene dalszepo rozprzestrzeniania
choroby, a co za tym idzie, znaczenic pospodarcze tych patogenow w uprawach recpaku mozg
wzrastaé. W probach zebranveh z choryeh roshin rzepaku, Doktorantka identyfikowata
'Candidatus Phytoplasma astens’, kiore zaklasyhikowala do dwoch podgrup 165r1-B 1 165r1-
(B/L)L. Ta ostatnia podgrupa litoplasm nie bvla dotvchezas opisywana jako patogeny
porazajacy rzepak, Uzyskane wyniki wnoszg wige nowg wartosé do wicdey dotvezgey)
zikresu roslin zywicielskich litoplazm 2 podgrupy (B/LYL grupy zoltaczki astra. Mgr Al
Zwalinska, badajae zaleznosé miedzy zroznicowaniem genetycznym fitoplazm porazajacych
rzepak a typem Ivllodiow rozwijajgeveh sig na choryeh roslinach, nie stwierdzila 2wigzku
miedzy tymi czynnikami.

Przedmiotem wnikliwyeh i cickawyeh badan byl zidentylikowany prece Doktorantke pen
SAP54_RIP' kodujgey biatko homologiczne do bialek efektorowych SAP34 1 PHYLL. ktdre
prawdopodobnie maja zwiazek z tworzeniem si¢ roznepo rodzaju tyvllodiow o recpaku. Mpr
Agnieszka Zwolinska zaprojektowala specylicene do tego regionu startery 1 wykazala ich
prevdamosdé do odrézniama 1zolatdéw patogenicznych 1 miepatogenicznych dla rzepaku. 2 prab
pobranych z¢ zdrowych roslin reepaku, nie byl amplilikowany len [ragment DNA, za$ jeso
obecnos¢  stwierdzano w niektorveh (lecz nie we wszystkich badanych) rodlinach
wykazujgeveh objawy stasmicnia pedow,

Obecnost genu o identycznej sekwencjl, Doktorantka wykryvia rowniez analizujac fragment
genomu fitoplazmy znalezione] w marchwi, aksamitce i skoczku szesciorku, ktory jest
wektorem “Cl. Phytoplasma asteris™. Na podstawie wykonanyeh analiz poréwnawezych, mgr
AL Zwolinska nie stwierdzila zalernoser sekwengji nukleotydow genu SAPS4 RP od patunku
rosliny 1 rejonu geograficznego, z kidrezo pochodzily wyvkryvie loplazmy. Ponadio, wykazata
brak zwigzku pomiedzy grupowaniem homologow SAP34/PHYL| réznych fitoplazm. a
przynaleznoscia tych patogenow do okreslonveh prup rvbosomalnyeh (165r),

Dogwiadezenia polowe majace na celu ocene wplywu zmianowania i agrotechniki na

wystepowanie fnoplarm wykazaly, 7e uprawa rzepaku ozimego w systemic orkowym 2

poploncm gorczyey 1 wigezeniem roshin struczkowych do zmianowania, w istotny sposdb




obnizala wystapicnic fitoplazm. Jest to cenna wskazdwka dla praktyki, szezegolnie w
rejonach zagrozonych wystapieniem fitoplasm w uprawach recpaku.

Badania innyveh gatunkow rodlin uprawnych wniosty nowe, dotvchezas nie publikowane w
literaturze swiatowej informacje v wyslepowaniu fitoplazm z grupy zoltaczki astra, padgrupy
168rl-B w kalafiorze, gorezyey. grochu i tubinie oraz podgrupy 16Srl-L w buraku cukrowym,
grochu 1 kukurydzy. Rosliny tveh gatunkow wykazywaly objawy charakierystyczne dla
chordh wywolywanych przez fitoplazmy. Pomimo #¢ nie obserwowano cadnyeh symptomow
chorobowych na roslinach pszenicy, Dokworantka zidentyfikowata w niektorych 7 badanych
prab fitoplazme 7 podgrupy 16Srl-B, co  rowniez stanowi nowy warlos¢ naukowy. Mgr A
Zwolinska wykryla rownicz *Condidatus Phytoplasma asteris’ z poderupy 16SrI-(B/1)1. w
aksamitce rozpierzchle] oruz fitopluzme 2 podgrupy 16Srl-B w jaloweu 1, w swoich
rogwaeaniach zasuperowala, e gatunki tych rodlin moga hyé rezerwuarem fitoplazm.
Analizujac region 168 tDNA litoplazm, Doktorantka wykazala zrdznicowanie genetycrne
pomigdzy dwoma operonami rybosomalnymi w badanych izolatach wykrytych w marchwi i
buraku cukrowym. Stwicrdzila obeenose czterech roznych wariantow genu 165 rRNA tyeh
izolatdw, co wskazuje na mieszana infekeje fitoplazm posiadajaeyeh helerogeniczne operony
rlRNA,

Porumo. ze analiza genu g kodujacego czynnik elongacji Tu, zaewyeza) umozliwia
dokladnicisze zroznicowanie izolatow fitoplazm. niz analiza genu 168 rRNA, Doktorantka
stwierdzila, ze sekwencje genu fuf byly identyeene, niczalesznic od ego do Ktorey podperupy
168r zaklasyfikowano wykryte izolaty *Ca. Phytoplasma asteris’.

Mer Agnieszka Zwolinska w swoich badaniach wykazala  znaczenic chwastow  jako
potencjalnego srodia infekeji fitoplazmaryeznyeh. Na podstawie wynikow analizy sekweneii
nukleotydow genu 165 rRNA, Doklorantka, po mez pierwszy w Polsce zidentyfikowata
fitoplazmy w 16 gatunkach roslin dzikorosnacych, do kidrych nalezaly: rdest plasi, stulisz
lekarski, powdj polny. chwastnica jednostronna. kupkowka pospolita, miotha #zhorowa, perz
whasciwy, wiechlina roczna, zvcica trwala, lolek polny, bodeziszck drobny, chaber blawatck,
pwiazdnica pospohta. maruna berwonna. mak polny oraz  rumianek bezlodygowy., W
deziesicciu 2 nich (chwasinicy jednostronnej, Zyeicy trwalc), rdescie ptasim, stuliszu
lekarskim, fiolku polnym. marunie bezwonnej. rumianku bezlodvgowvm, powoju polnym,
uwiazdnicy pospolite] oraz maku polnym) wykryla fitoplazmy 2 podgrup 165:T-B 1 165r]-
(B/1.)1., ktore wystepowaly w roslinach rzepaku ozimego, co posrednio dowodzi roli tych
chwastow jako rezerwuardw fitoplazm. Ponadto. Doktorantka zidentyfikowala fitoplazmy z
innvch podgrup grupy  #ohaceki asira: 165r1-C w wicchlinic roczng) 1 chwastnicy
jednostronnej oraz. 16SrI-1. w chabrze blawatku. wiechlinie rocznej. miotle zbozowej, fiotku
polnym, stuliszu lekarskim. zyeiey trwale), perzu wiasciwym | rdescie ptasim. Cickawym
wynikiem uzyskanym przez Doktorantke byvlo zidentviikowanie litoplazmy z grupy stolburu.
podgrupy 165rX11-H, *Ca. Phytaplasma convolvuli” w powaoju palnym.




Na wiclu gatunkach chwastow, a takee na roslinach marchwi, reepaku i pszenicy porazonych
fitoplazmami nie wysiepowaly ohjawy chorobowe. co. wedhug Doktorantki, moze byc
swldsane 7 wyslgpowanicm w mickiorveh 2 tveh roshin izolatow, ktore nic posiadaja penu

SAP4 RP przypuszczalnie zwiazanego 7 wirulencja.
Do tej ezeser doktoratu mam pewne uwagi.

7. informacji zawartych w tabeli 9 (s. 82 i 90) wynika. 7e zsekwencjonowano 12 izolatdw
fitoplazm wykrviyeh w roslinach rzepaku ozimego. Czy kiorad z odezyvtanych sckwengii
zostala zgloszona do bazy danych? Co o¥nacza ukosna kreska ( / ) w kolumnie . Fenotyp™ tej
tabeli? W legendzic oznaczenie to wyjasnione jest okresleniem ,.nie badano™, lecz nie jest ono
zrozumiale w kontekscie rodieaju objawdw obserwowianveh na chorveh roglinach.

W tabeli 12, powinny si¢ znalezé nazwy izolatow fitoplazm wykrvtyeh w probach pobranych
£ wymicnonych gatunkow roslin uprawnyeh, co znacenie ulatwiloby sledizenie trese pracy
her koniecrnodei wyszukiwania tyeh danyeh w innyeh miejscach rovprawy. W jednej # rodlin
kukurydey (lokalizacja Skoreewo) wykrvio litoplazme (wynik (estu 1 poeylywna sposrod 4
testowanych). lecz nie podano jaka fitoplazme zidentyfikowano w badanej probie.

Wyniki preedstawione na ryeinic 17 sg powtorzeniem tyeh enajdujacych sic w tabeli 12, Na
stronie 108 blednie podane jest odniesienie do ryciny 8 w zdaniu dotyezacym zmiennodei
sekwenc)i w poryvejach 177, 267 1 1259 penu 168 rRNA.

Rycina 21 preedstawia wyniki analizy gendéw 165 tRNA szczepow litoplazm z podgrupy
165r1-H 1 blisko 7 mia spokréewnionyeh pochodrzacyeh 7 bazy danyeh, Analiza ta nie dotyezyla
jednak zadnego 2 wykrytych w Polsce izolatow, dlatego nie powinna by¢ zamieszezona w
rozdziale . \Wyniki”, a jedynie moze stanowic¢ haze do dyskusji wynikow,

W opisic ryciny 22 nalczy wyjasmié co vznaczaig kody GAA, GAG, GCG, AAG, ACA i
ACG.

W lependzie ryein 22, 23, 24, 25 nalezaloby zaznaczyé czepo dotyezy dendropram
{zenu/biatka jakich organizmow?),

W metodyee nie ma informacyi o analizie in silico sekwencji nukleotyddw (210 pz) genu fuf
(s. 116, podrozdzial 6.1.2.4.). Jakic narz¢dzic bioinformatyezne stuzylo temu celowi?
Przedstawione na rycinie 24 drzewo filogenetvezme skonstruowano na podstawie sekwencji
nukleotydow 367 pz tepo geny, Czy roznica w dlugosel analizowane schwenepi wynikala «
dopasowania dlugosci sekwencji genu fuf polskich izolatéw do analogicznych sekwencji
szezepow zdeponowanych w GenBank?

W podrozdaale 6.1.2.5.  _Momitoring  porazenia  [toplazmami  uprawy marchwi™
przedstawione sg wyniki reakeji PCR dotyverace wykrywania fitoplazm w marchwi, zatem
tvtul tego podrozdzialu nie jest adckwatny do jego tresei.

W legendzie ryciny 28 przedstawiajace] mape oznaczono lokalizacje. 7 ktorveh pobierano

proby 7 roshn wykazujacyeh objawy chorobowe (0) 1 nie wykazujacych zadnych symptomow




(b). Jednak na mapie nie ma tvch oznaczen. nie jest tez zrozumiale, co oznaczaja liczby w
nawiasach,

Macreeo w labeli 14 Gtoplazma porazajaca kupkdwke pospolila zostala zaklasyiikowana do
podgrupy [65r1-B, skoro analiza genu 165 rRNA wskazywala na jej blizsze pokrewiefistwo 7
filoplazmami « podgrupy 165r1-P7

W tekscie, Autorka operuje nazwami polskimi roslin, podezas gdy w tabeli czesto prezeniuje
lacinskic ich nazwy (s. 126, 128 - polskic. a tab. 15 — lacinskic nazwy chwastow), Aby
sprawdzic tozsamosc tveh nazw trzeba cofac sie do tabeli 13,5, 123, co jest klopotliwe,

W oopisie ryein 33 1 34 brakuje informacji, jaki gen byl analizowany. Na ryeinie 33
zamieszezone 53 Wylko izolaty ¢ roznych podgrup grupy 16Srl, nie zas "roznych grup
rvbosomalnych”,  jak  w  legendzie zarnaczyla Doktorantka.  Brakuje te? szerepow
relerencyjnych 2 grupy 165rXI1L chociazs w opisic sa wymicnione. /£ kolel, lezenda do ryeiny

34 nie jest kompletna  brakuje objasnienia oznaczen figur geometrycznyeh i kolorow.

Powyzsze uwagl nie umniejszaja wartosel merytoryezne) przeprowadzonych badan, ktorg

ocenim wysoko, lecz wymagajg wyjasnicnia lub vzupelnienia,

Dyskusja jest bardzo dobrec przeprowadzona 1 swiadezy o gruntowne]  znajomosci
problemdw badawcezyeh dotyezacyeh wystepowania 1 charakterystyki molekularme) fitoplazm
wystepujacyeh na wieln gatunkach roslin. Mgr A. Zwolinska wykorzystala posiadang wicdzg
przy  szezegdlowej unalizie uzyskanveh wynikow w o zestawieniu z dostepna literatury
przedmiotu. Na szezegolna uwage zastuguja rozwazania Doktorantki dotyvezace penu SAP54-
RI* swigraneso ¢ wirulenciy szczepow loplasm. Duzo miejsca w dyskusji Doktorantka
poswiecila rownie? zagadnieniom wystepowania wariantow genetyeznyveh penu 165 rRNA |
ich znaczenia widentylikacy 1 klasyvlikacji oplaem,

Do tej czedel pracy nie mam zastrzeZen meryviorycznveh, a jedynie uwagi dotvezace drugiegn
akapitu na stronie 137. w ktorym przedstawiono opis objawow na roslinach rzepaku z
odniesieniem do fotograln. Te informacje sa juz zamieszczone w rozdziale ..Wyniki” i nie
powinny byé zamieszezone w ..Dyskus)ji”. Tylko ostatme zdanie # tego akapitu moze zostac

wlaczone do tego rozdzialu.

Na zakofiezenic rozprawy, mor A Zwolinska sformulowala 20 waioskdw wynikajgeveh 2

przeprowadzonych badan. Niektore z nich wymagaja poprawy.

We wniosku 5. Doktorantka stwierdzita, Ze rosliny marchwi porazone przez titoplazmy nie
wykazywaly objawow. Jak podano na stronie 61 (5, Metody, 5.1, Zbior probek, 5.1.2. lunc
rosliny rolnicze). podczas lusiracii prowadzonveh na polu marchwi w okolicach Srody
Wiclkopolskie] rzeczywiscie nie obserwowano symptomow, ktore wskazywalyby na
porazenic pracz oplazmy. Jednak wymiki przedstawione na rycinie 16 C 1 16 I oraz w tabeli

12 wskazuja. 7e na trzech poraronych przez fitoplazmy rodlinach tego gatunku obserwowano
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objawy chorobowe (zdrobnienie liscei, zolkmigcie 1 nadmiemy rozwd]  korzeni
przybyszowych).

W prevpadku  tepo wniosku oraz owniosku 4, zamiast stowa  jest”  (LPszenica  jost
hezohjawowao zasiedlana przez fitoplazmy...”) lub .sa”. lepiej byloby uzy¢ stow .moga byc”
lub po prostu Jbyly™. W rzeczywistosci bowiem nie wiemy. czy marchew | pszenica sg tylko |
wylacznie porazane _bezobjawowo™ przez fitoplazmy.

Z kolei, we wniosku 6 Doktorantka wyraza opimig, ze rosliny buraka, marchwi 1 hubinu
porazane sy przez kompleks heterogenicenveh  szczepow  “Ca. Phytoplasma astents”
posiadajaeych nieidentyezne geny 168 rRNA, a prreciez nie morna 7 cala pewnodeiy
stwierdzic, ze gatunki te nie sa zasiedlane rownicz prece inne szczepy, 2y wrecz inne galunki
fitoplazm. Podobnie. nalezatoby przeformulowaé wniosek 7 dotyczacy porazenia rzepaku
psimero precs seczepy CCa, Phytoplasma astenis’ zaklasylikowanyeh do dwoch podgrup:
16S1-I3 1 (VL)L orae wniosek 16, bo preeciez nie jest wiadomo, czy rosliny le nie $a

rospodarzami rownier innych, niz wykryte preez Doktorantke fitoplazm.

Wickszose sposrod 323 pozyep zamicszezonych w spisie literatury stanowig publikagje
opracowane w ostatnich 10 latach, w  przewazajace) wigkszoscl anglojgzyezne.  Spis
samieszezonych w pracy cytowani dwiadezy o doskonalym 1 rzetelnym przygotowaniu pani
mer Agnicszki Zwolinskic) do podjgcia temalyvki swoje) pracy doktorskiej.

Niektdre z pozyeji wymienione sa dwukrotnie w spisie literatury (Bertaccini i in. 2002, Chen 1

in., 2015, Filippin i . 2009, Kovacevie 1 2014, Zwolinska i in. 2016).

W koncowe) czesel pracy, Doktorantka zamicseila Streszezenie w jezyku polskim i
angielskim zawierajgee skrécony opis tez badawcezyeh oraz wynikdw przeprowadzonyeh

badarn.

La najwazniejsze osiggniecia naukowe przedstawionyeh w rozprawie doktlorskic] pant mgr

Agnieszki Zwolinskie) uwazam:

o zidentvfikowanie po raz pierwszy w swiecie “('a. Phvtoplasma asteris’ z podgrup:
o 16Srl-(B/L)L w rzepaku, marchwi i tubinie oraz chwastach: fiotka polnego. stulisza
lekarskiego. gwiazdnicy pospolite]. powoju polnym 1 Zycicy trwalej
o 168rl-B w grochu. gorczvey uprawne]. kalatiorze 1 fubinie oraz chwastach: bodziszku
drobnym, rumianku bezlodveowym i marunie wonnej
i 165r1-C w wiechlinie roczng) | chwastnicy Jednostronne)
o 165r]-L w buraku cukrowym. grochu i kukurvdzy oraz w chabrze blawatku, fiotku
polnym 1 stuliszu lekarskim
o “Ca. Phytoplasma convolvuli” 2 podgrupy 165rX11-11 w powoju polnym:
e wykryeie, po raz pierwszy w Polsce, "Ca. Phyloplasma asteris™. podgrupy 165r1-B w

pszenicy:




e zidentvlikowanic Gloplazmy 2 grupy 16801 w kupkdwee pospolite] i zaklasyfikowanie jej
na podstawie wynikoéw analizy restrvkeyjnej (RILP). do nowej podgrupy w obrebie
gatunku *Ca. Phytoplasma asteris’

o zidentyfikowanic penu SAP54 RP kodujacepo biatko homologiczne do efektordw SAPS4
i PHYL] oraz okreslenie jego potencjalnego zmaczenia dla wirulencji szezepow “Ca.
Phytoplasma astens’ porazajacych roshiny rzepaku;

o opracowanic metody PCR. 7 wykorzystaniem  starterdw  specyficenych dla genu
SAPS4 RP, umosliwiajace) odroznienic seczepow litoplazm zwinzanych 2 powstawanicm
fyllodiow od szezepdw nie wywolujneyeh objawdw na rodlinach rzepaku;

e wykrycie erterech roznych wariantdw  genetyernych w obrgbie genu 168 rRNA
heteropenicznych 1zolatow litoplazm 2z marchwi (38-1) 1 buraka cukrowego (38-4), co
wedhug Doktorantki moze by¢ wynikiem wystapienia kompleksu roznych szezepow
litoplazm posiadajacych rozne operony rRNA;

e scharakleryzowanic fitoplazm wystepujacych w chwastach stanowigeyeh potencjalne

srodio infekep dla upraw rzepaku.

Podezas czytania preedstawione) do oceny pracy nasunglo sie kilka dodatkowych uwag:

- czy labela | byla preygotowana na podslawie danych 2 literatury? - brakuje odniesienia do
publikacji.

- prevnaleznose taksonomiczna lloplasm opisana jest dwukrotnic (s, 1415, 15),

- nalezy podaé pelne nazwy lacinskie M. guadrilineatus (s. 19) oraz R. panzeri (s. 37), gdyz
na pudanyeh stronach sy one wzyle po praz plerwszy w pracy.

- eytowanie niektorych publikacii jest nieprawidiowe np.: 5. 9: llogenhout i in., 2008 - to nie
byla pierwsza publikacja . w ktore] opisano system klasyfikacji fitoplazm oparty na
sekwenejl nukleotydow genu 168 rRNA; s. 23 1 41: Kaminska, 2004 — w tym migjscu
nalezaloby powolaé sie na orvginalne publikacje. gdv? eytowana publikacja jest praca
przegladows.

- brak jest cytowania pracy dotvczacej wykryeia fitoplazm z grupy 165rlll w malino-jezynie
{s.23)

- w tekscie, na stronach 25, 28-30 oraz 36 pomylone 53 numery fotografii.

- brak jest w tekscie odniesienia do Fot. 3 H. 1, L. M, N, O, P.

- brak jest odniesienia do publikacy, w kiore) prezentowano badania dotyvezace zastosowania
tetracvklin w zwalezaniu fitoplazm porazajacvch drzewa pestkowe (5. 49).

Doktorantka nie ustrzegla sie usterek o charakterze redakeyjnym oraz uzywania skrotow
myslowych  lub  blednic  uzviveh pojeé np: werost pojawien  floplazmy (s, 99,
Lhtoplazmy...moga... ujawniac sie w postaci charakterystveznych deformacji (s, 10),

wybrane rogliny rolnicze (zamiast . wybrane gatunki roshn”, s, 11), chorob wirusopodobnyeh

]




(zamiast ,.chorob wirozopodobnyeh”, s. 22-23), pokazaly silne utrwalenie choroby (5. 25),
wyksztalcito objawy chorobowe (5. 32), obecnosc pigeiu grup rybosomalnych htoplazm na
polach (s. 33). chloroz na lidciach przypominajacych naturalne starzenie si¢ roslin (s. 34).
najistotniejsza ekonvmicenie choroba (5. 34), wektorami choroby sg owady (s, 36). poziom
porazenia pola rzepakowego (s. 63). przetestowanie hipotezy (s. 74), na matrycach
rzepakowyeh (5. 79), emieksztaleone w lisciaste fyllodia kwiatostany (s. 82), w micjscu 1259
wystapito A (zamiast .nukleotyd A™, 5. 110).

Wskazane w recenzji komentarze 1 uwagi krytyczne nie maja wplywu na merylorycang oceny
pracy 1 nic obnizajg jej walorow naukowych, lecz moga by¢ wzigto pod uwage podezas
przygotowywania publikacji naukowych. Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Zwolinskie
zawicra wiele cennych danych 1 wskazuje na dobrze opanowany warsztat naukowy
Doktloraniki, Uzyskane wyniki wnoszg nowe warlosei w daredzing wicdzy zawigzane) »
fitoplazmami, ich wykrywaniem i charakterystyka wlasciwosct molekularnyeh. Obok aspektu
poZnaweZe o, niewalpliwic majy one rownicz znaczenie utylitarne 1 dajg mozliwosé dalszepo
udoskonalania metod  diagnostyeznych  stosowanych  w badaniach  nad  chorobami
litoplazmatycznymi. Doktorantka wykazala si¢ dojrzalodeia nankowa | umigjetnodeia analizy
i interpretacyi uzyskanych wynikow, a takze dowiodla sngjomodel technik badawczych i

programow bioinformatycznych wykorzystywanyeh w nowoczesnej fitopatologii.
Wniosek koncowy

Stwicrdezam, #¢ przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia wymopi zawarte w
ustawie # dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowveh 1 tytule navkowym oraz o
stopniach 1 tytale w zakresie sztuki (Dz U, z 2003 r., Nr 63, poz. 595 z paZn. zm.) |
wiioskuje do Rady Navkowey Instyvtotu Ochrony Roslin - Panstwowego  lnstytutu
Badawezego w Pornaniu o dopuszezenie pani mer Agnieszki Zwolinskiej do dalszych etapow

przewodu doklorskicgo.
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