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Patogeny nalezace do rodzaju Phytophthora stanowia zagrozenie dla biordznorodnosci i
zrobwnowazonego rozwoju ekosysteméw lesnych na $wiecie. Obecnie, opisano ponad 120
gatunkow rodzaju Phytophthora, z ktérych wigkszos¢ to patogeny roslin. Porazaja rosliny
uprawne (ziemniak), ozdobne (rézanecznik) oraz drzewa lesne (dab szyputkowy, olsza
czarna). Nazwa rodzajowa patogenu, wywiedziona z greki, oznacza ,,zabojce ros$lin”, co
dokladnie oddaje strategie zyciowa tych organizméw. W historii ludzkosci szczegolnie
niechlubnie zapisal si¢ gatunek P. infestans, wywolujacy zaraze ziemniaka, sprawca kleski
glodu w Irlandii w XIX w. Inne grozne gatunki, powodujace duze straty w uprawach
rolniczych i w lasach to m.in. P. cinnamomi i P. ramorum. Rozprzestrzenianiu si¢ patogenéw
sprzyja wzrost $wiatowego handlu i turystyka oraz niekontrolowany obrot materiatem
roslinnym. O randze problemu w le$nictwie wskutek strat powodowanych przez
Phytophthora moze $wiadczy¢ powstanie nowego czasopisma naukowego - ,on line”,
zatytutowanego ,,Forest Phytophthoras”. W te] sytuacji dysponowanie technikami oraz
umiejetnosciami pozwalajacymi na zidentyfikowanie zrodet zakazen (roslin-gospodarzy,
gleby, wody) jest niezwykle istotne, aby ograniczac porazenie i zwalcza¢ choroby roslin.
Zastosowanie technik molekularnych zwieksza mozliwosci okreslenia tozsamosci patogenow,
a w przypadku Phviophthora zapewnilo wzrost tempa wykrywania nowych gatunkéw.
Opracowanie metody identyfikacji gatunkow Phythophiora, bedace] jednoczesnie
szybka, skuteczng i wydajng jest obecnie kluczowym czynnikiem w zapobieganiu dyspersji
infekcji. W niniejszej pracy, przedstawiono wyniki badan skutecznosci metody opartej na
analizie DNA przy zastosowaniu sond ligacyjnych, nazywanych w j. angielskim ,padlock
probes”. Wykazanie przez autorke mozliwosci multipleksowej identyfikacji patogenicznych
gatunkow Phythophtora, zarébwno z probek glebowych, jak 1 roslinnych jest istotnym

uzupetnieniem wiedzy nt. identyfikacji organizmow chorobotworczych. Daje rowniez



mozliwos¢ szerokiego wykorzystania metody w diagnostyce materialu sadzeniowego w

szkotkach lesnych i roslin ozdobnych.

Ocena formy pracy

Praca liczy 105 stron, z czego pierwsza czes¢ (94 strony) to wiasciwy tekst pracy. Pozostate
11 stron to wykaz rycin i tabel zamieszczonych w pracy ze wskazaniem numeru strony oraz
zalaczniki w postaci tabel, zawierajacych wykaz badanych izolatow Phythophtora,
charakterystyke sond PLP i sekwencji DNA wzorcowych izolatow Phythophtora. Na
ostatniej stronie (105) zamieszczono streszczenie pracy w j. polskim oraz j. angielskim.

Uktad pracy jest standardowy, rozpoczyna ja 3. stronicowa czgs¢ wstepna oraz 15.
stronicowy przeglad literatury. Kolejny rozdziat jest po§wigcony celom i zakresowi pracy. Cel
pracy zostal sformulowany w sposéb precyzyjny — opracowanie niezawodnej techniki,
umozliwiajgcej wczesne wykrywanie fytoftoroz oraz gatunkows identyfikacje patogenow,
przy jednoczesnym niskim nakladzie pracy i prostocie wykonania. Rozdzial poswigcony
materialom i metodom badan obejmuje szeroki zakres zagadnien, w zwiazku z czym zostat
podzielony na 5 podrozdzialow. Podrozdzial pierwszy, zaznaczony jako 4.1. zawiera
charakterystyke badanych izolatow, pochodzacych z banku i kolekcji kultur (Holandia i
Polska) oraz charakterystyke prob srodowiskowych. W kolejnym rozdziale, 4.2, opisano
proces izolacji DNA z czystych kultur, prob srodowiskowych i prob glebowych. W rozdziale
4.3 przedstawiono analize sekwencji fragmentu genu matej podjednostki rybosomowej w celu
identytikacji izolatow na podstawie sekwencji DNA. W rozdziale 4.4 obszernie opisano
proces identyfikacji gatunkow Phythophtora przy zastosowaniu sond PLP. Ostatni
podrozdziat, 4.5. zawiera opis stosowanych analiz statystycznych. Rozdzial wyniki badan
liczy 27 stron i podzielony zostat na podrozdziaty odnoszace si¢ do zadan wykonywanych w
trakcie izolacji, amplifikacji i sekwencjonowania DNA z materialu stanowigcego przedmiot
badan. Wyniki, szczegdlnie te odnoszace si¢ do identyfikacji wzorcowych i polskich izolatow
Phytophthora, zostaly przedstawione bardzo czytelnie i precyzyjnie. Kolejny rozdzial to
dyskusja wynikow, ktora przeprowadzono na 12. stronach. Rozdzialy koncowe to
podsumowanie i wnioski oraz wykaz pi$miennictwa. Liczba wykorzystanych i przytoczonych
w pracy publikacji wynosi 172 pozycje, co w znaczacym stopniu wydaje si¢ wyczerpywac

literature przedmiotu. Zdecydowana wigkszo$¢ to wspotczesne prace obcojezyczne.
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Ocena merytoryczna

Doktorantka w czesci wstepnej przedstawita dokladny przeglad pismiennictwa na
temat Phytophthora w Europie i1 na $wiecie. Autorka w jasny sposob przedstawita miejsce
organizmow w spirali czynnikow prowadzacych do zamierania drzew lesnych, ré6znorodnosé
gatunkowa rodzaju, warunki sprzyjajace infekcji oraz szeroki wachlarz roslin, porazanych
przez patogeny. W rozdziale tym w przystepny dla czytelnika sposob przedstawiono przeglad
metod stosowanych w identyfikacji i analizie populacji Phytophthora, poczawszy od analizy
izoenzyméw, przez reakcje fancuchowej polimerazy- PCR, analize polimorfizmu dlugosci
amplifikowanych fragmentow DNA-AFLP, metod¢ losowe] amplifikacji polimorficznych
fragmentow DNA (RAPD) czy analize polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych
(RFLP), sekwencjonowanie Sagnera oraz zastosowanie sond ligacyjnych.

Z zadan wymienionych w celach pracy, Doktorantka wywigzata si¢ bardzo dobrze.
Uznanie budzi wykonanie duzej ilosci izolacji DNA z roznorodnego materiatu biologicznego,
znajomos¢ detali waznych dla usprawnienia reakcji chemicznych, a tym samym
przeprowadzenia z sukcesem realizowanych analiz 1 metod genetycznych. Widoczna jest
rowniez sprawnos¢ w postugiwaniu si¢ algorytmami, umozliwiajacymi badanie
pokrewienstwa gatunkow Phviophthora. Autorka zastosowala algorytm najwigkszej
wiarygodnosci (ang. Maximum likelihood).

Doktorantka wybrata 22 gatunki Phyviophthora, powodujace najwigksze straty w
lesnictwie i rolnictwie. Wykazata, ze identyfikacja patogenéw w oparciu o analize
rybosomalnego DNA, obejmujacego region ITS1 z wykorzystaniem sond ligacyjnych typu
»padlock probs” moze by¢ z powodzeniem stosowana do identyfikacji najczesciej
wystepujagcych w Polsce gatunkow Phvtophthora. Zaprojektowany zestaw sond nie sprawdzi
sie w identyfikacji tyko trzech gatunkow, takich jak: P. gallica, P. polonica i P. quercina.
Natomiast region ITS1 jako marker genetyczny okazal sie niewystarczajacy w identyfikacji
blisko spokrewnionych gatunkow, jak np. P. andina i P. infestans.

Analize statystyczng wynikow autorka przeprowadzila testem Fischera i RIR
Tukey'a. Ponadto umiejetnie zastosowata macierz podstawiania nukleotydéw za pomoca
programu BioEdit w celu pordéwnywania podobienstwa sekwencji ITS1 badanych gatunkow
Phytophthora.

Swoja pracg doktorskg Autorka wiaczyla sie w interesujacy 1 wazny nurt badan
prowadzonych obecnie na $wiecie, dotyczacy opracowania i1 wykorzystania metod

usprawniajacych identyfikacje organizmow, powodujacych straty w lesnictwie i rolnictwie.
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Dyskusja zostata przeprowadzona w sposob profesjonalny i wnikliwy, poruszajgcy
szeroka game probleméw zwigzanych z stosowaniem metody PLP, z powotaniem si¢ na wiele
wspoétczesnych prac naukowych. Autorka zwrocita uwage na szereg czynnikoOw majacych
wplyw na wydajnosé ekstrakcji DNA. Podkresli¢ nalezy jedna z istotnych wlasciwosci tej
pracy, a tym samym umiejetnosci Doktorantki, mianowicie - kompleksowego przedstawienia
badanej metody, z wszystkimi jej zaletami i ograniczeniami.

Przeprowadzone badania i1 ich przedstawienie $wiadcza o opanowaniu przez
Doktorantke zasad 1 metod naukowego poznania, ich racjonalnego wykorzystania oraz
zastosowania w praktycznym dziataniu. Potwierdzeniem tej oceny sa roéwniez publikacje
Autorki, w tym w czasopismie z listy JCR (Phytopathology), powstatle we wspotpracy z

naukowcami z renomowanych osrodkow naukowych.

Uwagi krytyczne

Jak niemal w kazdej pracy, takze 1 w tej znalazto si¢ pare réznego typu usterek. W
Wynikach niepotrzebnie zalazl si¢ komentarz (str. 44) z powotaniem si¢ na dane literaturowe.
Ten fragment jest wiasciwy dla rozdzialu Dyskusja. Ostatni rozdzial rozprawy nazwano
,Omowienie wynikow 1 dyskusja”, zamiast po prostu ,,Dyskusja”. Taka konstrukcja to
pleonazm, podobnie jak okreslenie ,,rok czasu”, na stronie 14.

Na stronie 40, w rozdziale analizy statystyczne test Tukey’a nalezatoby oznaczy¢ po
polsku jako RIR (Rozsadnej Istotnej Réznicy).

Wiekszos¢ usterek ma charakter stylistyczny. I tak, na stronie nr 5 autorka pisze o
zarazie ziemniaczanej, racze] nalezato uzy¢ okreslenia zaraza ziemniaka. Gatunki
Phytophthora sa niekiedy wzmiankowane w tekscie, w rodzaju zenskim np. P. ramorum na
str. 13., czy P. alni subsp. P. alni (str.15). Wydaje sie to niepoprawne, gdyz w sytuacji kiedy
mowa o gatunku mamy w jezyku polskim do czynienia z rodzajem meskim.

Zamiast o deszczowaniu lepiej byloby napisa¢ o nawadnianiu lub podlewaniu, jako ze zabieg
jest wykonywany przez czlowieka.

Niepoprawne wydaje sie okreslenie ,adaptacja do porazania”, nalezalo raczej napisa¢ o
zdolnosci do porazania, zas o adaptacji do warunkow srodowiskowych, strona 14. Piszac o

funkcjonowaniu 10 kladow lepiej bytoby zaznaczy¢, ze je wyodrebniono (str. 21).



Drobnych lapsusow  jezykowych jest w pracy wigcej i wydaje sig, ze wynikajg z
bezposrednich tlumaczen z jezyka angielskiego. Literowki i brakujace znaki przestankowe
oraz niepoprawne formy stylistyczne zaznaczono w tekscie.

Przytoczone uwagi natury redakcyjnej nie podwazaja wysokiej wartosci ocenianej pracy.
Ocena koncowa

Podsumowujac ocene pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Sikory stwierdzam, ze Autorka
zrealizowata zamierzony cel Przedstawiona rozprawa jest opracowaniem oryginalnym I
zawiera istotne ,,novum" w postaci rozwiazania problemu naukowego, jakim jest opracowanie
metody opartej na analizie DNA. usprawniajacej identyfikacje patogenow Phytophthora.
Ponadto rozprawa ujawnia ogodlna wiedze Doktorantki w zakresie fitopatologii i biologii
molekularnej, wskazuje na Jej umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukow ych, a
takze jest rzetelnie uzasadniona zrodtowo i poprawnie napisana.

Uznaje oceniang prace za spelniajaca wymogi stawiane rozprawom doktorskim i stosownie do
odpowiednich przepisow ,. Ustawy o stopriach naukowych i (ytule naukowym " wnioskuje do
Wysokiej Rady Instytutu Badawczego Lesnictwa o dopuszczenie Pani mgr inz Katarzyny
Sikory do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony

Jednoczeénie, z uwagi na wysokie walory merytoryczne rozprawy doktorskiej wnioskuje¢ o

wyrdznienie pracy stosowng nagroda.
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