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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Maciejewskiej
,Analiza zmiennoéci wybranych izolatow z populacji bakterii
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

(Spieckermann & Kotthoff) Davis i in.”

Przedstawiong do recenzji rozprawe doktorskg zrealizowano w Instytucie

Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - Panstwowym Instytucie Badawczym w Radzikowie
pod kierunkiem prof. dr hab. Edwarda Arseniuka. Promotorem pomocniczym byt dr
hab. Aleksander Masny.
Praca obejmuje formalnie wymagane rozdzialy tj. przeglad literatury, a w jego
ramach wstep, zalozenia i cel pracy, materiat i metody, analize wynikow, dyskusje,
podsumowanie, wnioski, literature, aneks, zatgczniki i skiad buforow. Dysertacja
zawiera 5 tabel, 14 rysunkéw, 15 fotografii w tekécie pracy i 160 w zatgczniku nr 8,
do jej opracowania Autorka wykorzystala wg zatgczonego spisu 181 publikacji
naukowych a cato$¢ zawarla na 159 stronach.

W rozdziale zatozenia i cel pracy jako cel glowny postawiono zbadanie
zakresu zmiennosci genetycznej jak i cech chorobotwérczych izolatéw Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus zebranych w réznych regionach geograficznych
Polski i odniesienie uzyskanych wynikow do danych ze Swiatowe] literatury.

W celu realizacji tego celu Autorka dodatkowo wyroznit zadania szczegotowe:
e zalozenie kolekcji roboczej z izolatéw bakterii Cms pozyskanych z plantacii
ziemniakdw na terenie kraju,
s okreslenie zréznicowania patogenicznosci zebranych izolatébw Cms w
stosunku do roslin baktazana,
o okreslenie zakresu zmiennosci zebrane] w Polsce populacji izolatéw bakterii

Cms z wykorzystaniem:



biotestéw na patogenicznosé izolatéw Cms, testow biochemicznych,

testéw molekularnych na bazie PCR (fancuchowej reakcji polimerazy)

Zarowno temat rozprawy doktorskiej jak i jej cele wpisujg sie w bardzo aktualny |
nader potrzebny zakres badan w obrebie wspodiczesnej fitopatologii a zwlaszcza
metody ochrony roélin jakg jest kawarantanna. Bakteria Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus z pewno$cig zajmuje specjalny status wsréd bakterii
kwarantannowych ze wzgledu na mozliwos¢ latentnego 1. bezobjawowego
porazenia ziemniakéw. Zdarza sie, ze partie sprawdzonego, kwalifikowanego
materiatu sadzeniakowego znajdujgcego sie w obrocie handlowym sg wycofywane z
powodu ujawnienia zakazenia przez sprawce bakteriozy pierscieniowe] ziemniaka.
To pokazuje ja wielkim problemem jest identyfikacja patogena w materiale roslinnym
a co za tym idzie jak trudne jest wyeliminowanie choroby. Z jednej strony wydaje sig
to prostg sprawa, jako ze w okresie wegetacji patogen moze rozprzestrzenic sig w
bardzo ograniczonym zakresie a wiec konsekwentne niszczenie porazonych
sadzeniakow w przeciagu paru lat powinno przynies¢ sukces. A jednak tak sig nie
dzieje, pomimo wieloletniego statusu patogena kwarantannowego. Ambitne
zatozenie Doktorantki znalezienie zmiennosci genetycznej wéréd krajowych izolatow
bakterii Cms z pewnoécig ufatwitoby opracowanie skutecznych metod identyfikacii,
usprawnifoby prace nad epidemiologia bakteriozy pierScieniowe] ziemniaka jak i

hodowle odmian odpornych ziemniaka.

Przeglad literatury, przedstawiony na 30 stronach, obejmuje 12
podrozdziatow, w ktérych, obok wstepu, zawarto informacje dotyczace zarowno
patogeniczne] bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus jak i
powodowanej przez nig choroby poczawszy od zasiggu geograficznego
wystepowania bakterii, objawéw choroby, rozprzestrzeniania si¢ patogena,
znaczenia gospodarczego choroby,” statusu prawnego patogena, taksonomii i
charakterystyki bakterii, metod stuzacych do wykrywania i identyfikacji patogena,
czynnikow warunkujgcych jego patogenicznos¢ oraz metod zwalczania.

Rzecz, na ktérg w tym momencie chciatabym zwrécié uwage to wielokrotne uzywanie
przez Doktorantke okreslenia choroba kwarantannowa i to poczawszy od wstepu.
Takie pojecie nie istnieje, chociaz w jezyku potocznym bywa biednie uzywane,

gidwnie w celu ominiecia facinskiej nazwy patogena. Rowniez biad powtarzajacy sie
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w podrozdziatach przegladu literatuty to uzywanie liczby mnogiej w odniesieniu do
nazwy podgatunku bakterii. Uzycie w tekscie stéw ...bakterie Cms wywoluja.. czy
bakterie Cms majq ksztalt... jest bledne, w pierwszym przypadku nalezy uzy¢ liczby
pojedynczej, a w drugim - komaorki bakteryjne z pominieciem nazwy wiasnej bakterii
lub dodaniem ...podgatunku Cms.

Szkoda, ze w podrozdziale 1.2 ‘Zasieg geograficzny wystepowania bakteriozy
pierscieniowej ziemniaka' Doktorantka nie pokusita sie o chronologiczne
przedstawienie danych dotyczacych wystepowania choroby w poszczegolnych
krajach co pokazatoby tempo i kierunki jej rozprzestrzeniania.

W przegladzie literatury na podkresienie zastuguje przedstawienie metod wykrywania
a zwilaszcza wyczerpujgcy opis metod: PCR MP (PCR meliing profile) oraz analizy
sekwenciji VNTR (zmiennej liczby tandemowych powtorzen)

Rozdziat materiat i metody to 20 stron, gdzie w kolejnych 5-ciu podrozdziatach
Doktorantka przedstawita metody pozyskiwania izolatdw bakterii, opis testow
stuzacych do ich charakterystyki jak posredniej immunofluorescenciji, opis procedury
zwiazanej z charakterystykg molekularng izolatéw Cms czyli opis reakci PCR ze
specyficznymi starterami PSA-1 i PSA-R, opis reakcji PCR MP z réznymi zestawami
enzymow restiykcyjnych, opis analizy VNTR. W jednym z podrozdziatow wymienione
zostaly testy biochemiczne. W ramach opisu testu biclogicznego podane zostaty
warunki uprawy oberzyny, przygotowanie inokulum, metody inokulacji roslin i
przedstawione na zdjeciach skale oceny porazenia. Podane zostaly takze
zastosowane przy analizie wynikéw testu biologicznego metody statystyczne.
Zastosowane metody badawcze sg zasadniczo zgodne z zasadami i nie budza
wiekszych zastrzezen, chociaz tradycyjnie w ramach tego rozdziatu zamieszcza sie
opisy procedur testow biochemicznych. Takze operowanie liczbg uzyskanych
izolatéw bakteryjnych jest odwotywaniem sie do uzyskanych wynikow. Dosyc
tajemniczo brzmi okreslenie ekstrakty bakterii, ktére Doktorantka dostawafa z
WIORIN. Dlaczego nasiona baklazana zaprawiano Miedzianem 50 WP?

Analize wynikéw przedstawiono w 4 podrozdziatach na 23 stronach. Kolejno$¢
ich opisywania nie odpowiada kolejnosci opiséw w rozdziale materiat | metody.

W celach czastkowych sformutowanych w celu pracy bylo zatozenie kolekcji roboczej
izolatdw Cms. W wynikach brak jest opisu zebranej kolekcji. chociazby danych na
temat frekwencji uzyskiwanych izolatéw w kolejnych latach. Adnotacja, ze spis
kolekcji umieszczony zostat jako zatgcznik 1 znajduje sig w rozdziale materiat i



metody. A swojg drogg co decydowato o kolejnosci izolatdw na liscie, bo nie byt to
rok izolacji?

Pierwszy podrozdziat analizy wynikow to wyniki identyfikacji izolatow z zebranej
kolekcji bakterii przy uzyciu testéw posredniej immunofluorescencji z zastosowaniem
przeciwcial poliklonalnych i monoklonalnych, gatunkowo specyficznego PCR ze
starterami PSA-1 i PSA-R oraz testu patogenicznodci na roslinach bakiazana.
Wszystkie te testy wykonano dla 200 izolatow a uzyskane wyniki potwierdzity ich
przynalezno$¢ do podgatunku sepedonicum. Uzyskane wyniki poddano analizie
statystycznej, ktéra pokazala istotne roznice w patogenicznosci miedzy
poszczegdlnymi izolatami. Takze struktura kolonii testowanych izolatow miata istotne
znaczenie przy ocenie stopnia porazenia baklazana.

Dla okreslenia cech biochemicznych izolatéw Cms wykonano 11 testow, kidrych opis
podano wraz z wynikami. Wyniki przedstawiono w postaci fotografii prezentujgcych
pozytywny i negatywny wynik. Analize binarng wynikow dla 50 wybranych izolatow
przedstawiono na mato czytelnym rysunku. Szkoda, ze w przypadku samych testow
jak i zamieszczonych w zatgczniku podiozy brak jest miarodajnych odnoénikéw
zrodtowych.

Uzycie kazdego z pieciu enzymoéw w metodzie PCR MP pozwolito okreslic
zréznicowanie badanych izolatow bakteryjnych, wykazaé ich zmienno$¢ genetyczna |
pogrupowa¢ w rézna liczbe klasteréw co zobrazowano niezte] jakosci
dendrogramami.

Dyskusja zostala przedstawiona na 9 stronach, gdzie Doktorantka w
wywarzony sposéb odniosta sie do uzyskanych wynikow odnosnie identyfikacji
bakterii Cms i molekularnego zréznicowania izolatéw tej bakterii w kontekscie
literatuty $wiatowej. Pomimo, ze i w tym przypadku mozna napotkac w tekscie pewne -
lapsusy, to w moim odczuciu jest to nalepsza czes¢ dysertacji. Zwykle na podstawie
sposobu w jaki przeprowadzona jest dyskusja wynikoéw ocenia sig dojrzatlosé

naukowg Autora, co w tym przypadku dobrze rokuje na przyszio$¢ Doktorantce.

W trakcie recenzowania poszczegoblnych rozdziatow pracy zwracaiam uwage na
istotniejsze bledy, niescistoéci. Dodatkowe uwagi szczegotowe:

str. 5 EPPO pominieto Europejska

str. 5, 29, 33 HR to reakcja nadwrazliwosci



str. 35 cyt... Zasady skutecznej kontroli bakteryjnych patogendw i chordéb powinny byc
oparte na spetnieniu postulatéw Roberta Kocha...?
str. 56 roéliny hodowano w fitotronie?
str. 58 w zasadzie okreslenia skala objawbw i skala wiedniecia sprowadzajg sie do
tego samego, gdyz wiedniecie jest typem objawu
str. 69 co oznacza probowki otwarte | zamkniete przy tescie OfF
Aneks — Ranking 50 wybranych izolatéw Cms o zréznicowanej wirulencji
wirulencja izolatéw w bialych, niezabarwionych kratkach ?

Zalgcznik 8 izolaty ¢ réznym stopniu patogenicznosci?

Zatacznik 9 Ocena fotograficzna porazenia roslin baktazana przez 50 izolatéw Cms w

trzech terminach. Stowa uznania za jako$¢ prezentowanych 160 fotografii

Przedstawiony do recenzji doktorat mozna by uznac za bardzo dobry, gdyby nie Zle
napisany tekst i fatalnie przedstawiona literatura. W tego typu pracy nie moze
wystepowac sytuacja, gdy ok. 13 prac podanych w spisie nie jest cytowanych w
tekscie a ok. 18 cytowanych w tekécie nie ma w spisie. Pisze okofo bo ze wzgledu na
zte cytowanié (ledno nazwiako gdy paru autoréw itp.) utrudniona jest ich
identyfikacja.

Doktorantke czeka sporo pracy przy przygotowywaniu artykutdw z doktoratu ale
warto, bo biorgc pod uwage uzyskane wyniki, zwiaszcza te z wykorzystaniem metody
PCR MP, majg one szanse by¢ opublikowane w renomowanych, europejskich

czasopismach.

Whniosek koncowy

Uwazam, ze przedstawiona dé recenzji praca speinia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacii
Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Radzikowie o dopuszczenie Pani

magister Agnieszki Maciejak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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