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Whprowadzenie

Legniowce z rodzaju Phytophthora, chociaz znane byty jako grozne patogeny roslin
uprawnych juz w XIX wieku, staly si¢ w ostatnich 10-15 latach olbrzymim zagrozeniem
réwniez dla roslin ozdobnych, a takze drzew lesnych, w roznym wieku. Obecnie wiadomo, ze
mamy do czynienia z inwazyjng grupa czynnikow chorobotworczych, bardzo plastycznych,
przystosowujacych si¢ do lokalnych warunkéw, zajmujacych nowe nisze 1 poszerzajacych
zakres swoich ro$lin zywicielskich. Przyszte niebezpieczenstwo moze by¢ zwigzane rowniez
z powstawaniem nowych gatunkow  Phytophthora. W efekcie hybrydyzacji
mi¢dzygatunkowej, somatycznej fuzji lub rekombinacji genéw moga tworzyé si¢ nowe
organizmy bardziej zjadliwe niz ich rodzice.

Stale zwigkszajgca si¢ liczba opisanych gatunkow z rodzaju Phytophthora, ich
polimorfizm i tworzenie hybryd, z jednej strony oraz rozwoj badan struktury DNA i metod
opartych na reakcji tancuchowej polimerazy, z drugiej strony, spowodowato, ze tradycyjne
metody identyfikacji gatunku polegajace na analizie biometrycznej cech morfologicznych,
jako czasami malo skuteczne, zastepowane sg metodami opartymi o wlasciwosci materiatu
genetycznego.

Tak, wiec podjecie przez Autorke badan dotyczacych opracowania prostej i szybkiej
metody identyfikacji gatunkéw Phytophthora, waznych z punktu widzenia fitopatologii
le$nej, uwazam za celowe i w pelni uzasadnione zar6wno od strony poznawczej jak i

praktycznej.



Ocena pracy

Przedtozona do recenzji praca doktorska liczy 105 ponumerowanych stron. W tekscie
znajduje si¢ 12 tabel 1 30 rycin. Wlasciwy tekst, bez stron tytulowych, spisow: tresci,
literatury, tabel i rycin, stowniczka, streszczenia oraz zalgcznikow liczy 75 stron. Jest to, wigc
objetos¢ typowa dla prac doktorskich. Wskazuje na umiej¢tnos¢ zwigzlego i precyzyjnego
prezentowania wynikow badan naukowych oraz wlasciwego oceniania wagi zamieszczanych
informacji.

Praca posiada klasyczny uktad tekstu. Sktada si¢ z 12 ponumerowanych czesci, z
ktérych czesci 1-7 nalezy traktowaé jako rozdzialty. W spisie treSci brakuje czesSci 6smej —
,Literatura”. Prace konczy czgs¢ 12 — ,,Streszczenie”. Wydaje mi si¢, ze korzystniej byloby
umiesci¢ streszczenie na poczatku pracy, oraz doda¢ stowa kluczowe. Jest to jednak
subiektywna ocena recenzenta. Spis literatury zawiera 175 pozycji, w tym trzy odestania do
strony internetowej. Wigkszo$¢ cytowanych prac zostata napisana w jezyku angielskim (160).
Literatura polska to 12 pozycji. Ponad 30% stanowig prace napisane po roku 2000. Na tej
podstawie mozna wnioskowaé, ze Autorka ma bardzo dobrg znajomos¢ literatury dotyczacej
zarowno rodzaju Phytophthora, jak i zagadnien zwigzanych analizag DNA.

Obszar badan Doktorantki dotyczacy analizy materialu genetycznego Phytophthora,
powoduje, ze praca nie jest tatwa w studiowaniu, szczegolnie dla czytelnika nie zajmujacego
si¢ na co dzien badaniami molekularnymi. Autorka dotozyta jednak wielu staran, aby praca
byta zrozumiata rowniez dla takiego odbiorcy. Dobrym pomystem jest umieszczenie
stowniczka na poczatku pracy. Znacznie wazniejsze jest jednak jasne precyzowanie mysli i
wyjasnianie wielu uzywanych terminow. Dla mnie szczegdlnie pomocne okazaly si¢
opracowane przez Autorke barwne schematy ilustrujace np. hybrydyzacje sondy ligacyjnej do
specyficznego fragmentu DNA (ryc. 5), czy przebieg metody identyfikacji gatunkow
Phytophthora za pomocg sond PLP (ryc. 6).

Pod wzglgdem redakcyjnym i stylistycznym praca zostata przygotowana bardzo
starannie. W tekscie jest niewiele usterek. W kilku miejscach Autorce nie udato si¢ unikngé
,,skrotow myslowych” np. str. 79 ,,...precyzyjna identyfikacja organizmoéw kwarantannowych,
takich jak P. ramorum, ktora uniemozliwi rozprzestrzenianie si¢ chorob wraz zainfekowanym
materialem ro$linnym...”

Rozdzial pierwszy ,,Wstep” wprowadza w problematyke zagrozenia drzew lesnych ze
strony Phytophthora. Autorka trafnie wskazuje potrzebe opracowania skutecznej,
multipleksowej metody identyfikacji gatunkéw Phytophthora z réznych srodowisk, dajacej

mozliwo$¢ wczesnego, szybkiego i w miar¢ prostego diagnozowania zagrozenia.



Nastepny rozdziat — ,Przeglad literatury” podzielony zostal na trzy cze$ci. W
pierwszej czytelnik poznaje charakterystyke gatunkoéw z rodzaju Phytophthora, historig ich
odkry¢, rozmiary strat, jakie powoduja, a takze klasyczne metody oznaczania gatunkoéw
oparte na analizie cech budowy morfologicznej. W tej cze$ci przegladu literatury znalazty sie
cytowania z okresu prawie 150 lat, czyli od momentu odkrycia pierwszego gatunku z tego
rodzaju — P. infestans. Te cze$¢ ,,Przegladu literatury” konczy rycina 3, przedstawiajaca
tempo odkry¢ nowych gatunkow Phytophthora, pomytkowo oznaczona przez Autorke jako
pierwsza. Na osi rzednych tej ryciny powinno by¢ napisane ,liczba” a nie ,,ilos¢ gatunkow
Phytophthora”. Dwie pozostate czesci ,,Przegladu literatury” pokrotce przedstawiajg, obecnie
juz calkiem liczne, metody molekularne identyfikacji gatunkéw Phytophthora. Natomiast
doktadniej Autorka charakteryzuje sondy molekularne, w tym sondy ligacyjne, ktore
zastosowata w swoich badaniach. Omawiany rozdzial w jasny 1 wyczerpujacy sposob
wprowadza czytelnika w problematyke badan.

Cel pracy zostal przedstawiony w trzeciej, jednostronicowej czesci, zatytulowanej
,Cel 1 zakres pracy”. Autorka sprecyzowala tu cel nadrzedny i dwa cele okreslone jako
pomocnicze oraz przedstawila przyjeta hipoteze badawcza. Z rozdziatu tego jasno wynika, ze
Doktorantka podjeta si¢ ambitnego 1 nietatwego zadania opracowania i walidacji
multipleksowej metody, wykorzystujace sondy ligacyjne typu padlock probes, do
identyfikacji legniowcoéw z rodzaju Phytophthora.

Rozdziat ,,Materialty 1 metody”, liczacy 14 stron, zostal podzielony na osiemnascie
podrozdziatow drugiego, trzeciego i czwartego rzgdu. Taka organizacja wewngtrzna tej czesci
pracy w zasadniczy sposéb utatwia studiowanie, podobnie jak schematy pokazujace przebieg
procesOw czy tez sposOb dzialania urzadzen. Nalezy zaznaczy¢, Ze ryciny objasniajace
kolejne etapy realizacji prac zostaty samodzielnie opracowane przez Autorke. Rozdzial ten
Doktorantka rozpoczgta od charakterystyki badanych izolatow Phytophthora, a takze izolatow
blisko spokrewnionego rodzaju Pythium i Phytopytium oraz opisu izolacji DNA z czystych
kultur 1 prob srodowiskowych: zainfekowanych tkanek, lisci putapkowych 1 gleby. Podczas
studiowania tej cze$ci pracy nasung¢lo mi si¢ pytanie. Jaki byl powdd uzycia réznych
zestawoéw do izolacji DNA dla probek pochodzacych z kolekcji IBL i probek z kolekcji
holenderskich CBS i PRI. W kolejnych podrozdziatach zostaty opisane procedury zwigzane z
analizg sekwencji fragmentu genu matej podjednostki rybosomowej oraz identyfikacji
gatunkéw za pomocg sond PLP wraz z wizualizacja wynikoéw dwoma metodami: analizy

kolorymetrycznej mikromacierzy i fluorymetrycznej z wykorzystaniem cytometru



przeplywowego Luminex xMAP. Rozdziat ten konczy opis, poprawnie dobranych, analiz
statystycznych.

Podsumowujac, rozdziat ,,Materiaty i metody” ma dobrze zaprojektowana strukturg.
Zaplanowane do przeprowadzenia procedury badawcze zostaly opisane jasno i wyczerpujaco,
umozliwiajac powtorzenie badan przez innych autorow.

Rozdziat ,,Wyniki” najobszerniejszy w opracowaniu, liczy 26 stron. Najwarto$ciowsze
wyniki uzyskane przez Autorke odnosza si¢, po pierwsze, do optymalizacji metody
identyfikacji Phytophthora. Wysoka specyficzno$¢ i czulo$¢ metody uzyskano poprzez
optymalizacje stezenia: sond PLP, genomowego DNA jak i produktu amplifikacji regionu
ITS1 ulegajacego hybrydyzacji z sondami. Redukcja cykli ligacji do 10 skrocita o potowe
czas hybrydyzacji sond bez straty wydajnosci, co przektada si¢ rowniez na koszty. Z kolei
redukcja liczby cykli amplifikacji sond (do 20) spowodowata eliminacj¢ niespecyficznych,
falszywie pozytywnych wynikdw. Wazng cze$cia metody jest wizualizacja wynikow,
szczegolnie mozliwos¢ zastosowania mikromacierzy opisana, przez Autorke, w
prezentowanej formie po raz pierwszy. Roéwnie waznym wynikiem jest wykazanie
przydatnosci zaprojektowanej metody do analizy prob DNA bedacych mieszaning materiatu
genetycznego roznych gatunkéw mikroorganizméw, w tym nalezacych do rodzaju
Phytophthora, a takze wykazanie, ze stosowanie jedynie sekwencji ITS1, jako markera do
identyfikacji blisko spokrewnionych ze sobg gatunkow, jest niewystarczajace.

Tabele i ryciny w tej czgsci pracy sa odpowiedniej wielko$ci, dobrze skomponowane i
zrozumiate. Drobny blad wystapil w numeracji tabel. Tabela na stronie 47 powinna mie¢
numer 7 a nie 1. Wyniki podane sg w sposob uporzadkowany, jednoznaczny i potwierdzaja
uzyskanie przez Doktorantke postawionych celow.

Rozdziat szosty ,,Omowienie wynikdéw 1 dyskusja” stanowi bardzo wazng cze$¢ pracy,
swiadczaca z jednej strony o znajomosci literatury zwigzanej z tematem rozprawy, a z drugiej
pokazuje umiejetno$¢ krytycznej oceny uzyskanych wynikow jako konkluzji do
formutowania wnioskéw. Pani mgr inz. Katarzyna Sikora wrgcz wzorcowo opracowata ten
rozdziat. Przedstawita kolejne reakcje biochemiczne sktadajace si¢ na opracowang przez nig
metode¢ identyfikacji Phytophthora, réwniez w aspekcie jej optymalizacji i walidacji, na tle
wynikéw uzyskiwanych przez innych autorow. Wskazata wtasne rozwigzania zastosowane w
metodzie oraz ograniczenia w jej zastosowaniu. Z przeprowadzonej dyskusji jasno wynika, ze
Autorka ma petng §wiadomos¢ ztozonosci czynnikow wptywajacych na uzyskiwane wyniki w

reakcjach biochemicznych skladajacych si¢ na opracowang metode identyfikacji



Phytophthora. Na koniec drobna uwaga edytorska. Zamieszczona w tym rozdziale rycina
powinna mie¢ numer 30, a nie 1, a w jej podpisie zastosowano niewtasciwy przypadek.

Prace konczy dwustronicowy rozdziat siodmy — ,,Podsumowanie i wnioski”. Autorka
zamieScita tu 5 logicznych, dobrze skonstruowanych wnioskéw. Tre$¢ poszczegodlnych
wnioskow jest wynikiem przeprowadzonych badan i wskazuje zarowno na przydatnosé

metody identyfikacji Phytophthora za pomoca sond PLP jak i jej ograniczenia.

Whiosek koncowy

Uwazam, ze praca mgr inz. Katarzyny Sikory, przedstawiona jako praca doktorska
stanowi samodzielny dorobek naukowy z zakresu lesnictwa. Doktorantka poprawnie
przedstawila problem badawczy, zaprojektowala i zrealizowata badania, wykazala si¢
umiejetnoscia interpretacji otrzymanych wynikow i znajomoscia literatury. Zrealizowanie
badan $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym jak réwniez posiadaniu
kwalifikacji praktycznych wymaganych do prowadzenia badan naukowych.

Przedstawione w recenzji drobne usterki, w wigkszosci, majg charakter edytorski i
mozna je bez trudu usungé. Nie wplywaja one na wysoka ocen¢ recenzowanej pracy.
Samodzielnym osiggnigciem naukowym Autorki jest opracowanie techniki, wykorzystujacej
sondy ligacyjne, do wczesnego wykrywania Phytophthora w probach srodowiskowych i
identyfikacji gatunkow, jej optymalizacja i walidacja oraz zastosowanie metody odczytu
wyniku na ptytce mikromacierzy unikatowej pod wzgledem wykorzystanych materiatow.

Stwierdzam, ze przediozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny
Sikory ,,Identyfikacja patogenéw z rodzaju Phytophthora na podstawie analiz DNA” spetnia
wymagania obowigzujacych przepisow i1 wnosze 0 dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na kompleksowo$¢ opracowania
oraz osiggni¢cie wynikow badan waznych z poznawczego punktu widzenia jak i dla praktyki

le$nej stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.



