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Recenzja rozprawy doktforskiej mgr inz. Marty Jurgi pt.: ,,Charakterystyka fitoplazm

obecnych w pszenicy i kukurydzy oraz w potencjalnych wektorach”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana i napisana
w Zakladzie Fitopatologii i Mykologii, w katedrze Ochrony Ro$lin na Wydziale Przyrodniczo-
Technologicznym Uniwersytety Przyrodniczego we Wroctawiu, pod kierunkiem dr. hab. inz.
Krzysztofa Matkowskiego, profesora uczelni. Promotorem pomocniczym w przewodzie byla
dr Agnieszka Zwolifiska z Zakladu Wirusologii i Bakteriologii Instytutu Ochrony Roslin-
Paristwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu. Opracowanie liczy 111 stron, w tym 24
ryciny, 13 tabel i 8 wykresow. Na calo$é dysertacji skladajg sig: Wstgp, Cel pracy i hipoteza
badawcze, Przeglad literatury, Materialy i metody badan, Wyniki i dyskusja oraz Wnioski.
Dodatkowo w pracy zawarto cztery nienumerowane rozdzialy, sa to: Streszczenia, Literatura,
Wykaz skr6téw oraz Spis wykres6w, tabel i rycin. Poszczeg6lne rozdzialy zostaly w sposob
wlasciwy pod wzgledem merytorycznym podzielone na podrozdziaty, a uktad pracy jest zgodny
z ogblnie przyjetym dla rozpraw naukowych, W numeracji poszczegéinych podrozdzialéw
wkradt si¢ drobny blad. Do tych samych numeréw rozdzialéw przypisane zostaly rézne ich
tytuhu,
Rozdziat 4.1. Material ro§linny str. 20, a nastgpnie rozdzial 4.1, Izolacja DNA str. 23.
Rozdziat 4.2 Owady str. 22 i ponownie rozdziat 4.2. spektrofotometryczny pomiar stgzenia oraz
czystosci DNA str. 24.

Fitoplazmy to pozbawione scian komérkowych bakterie, kiére sg sprawcami choréb
licznych roélin. Dotychczasowe badania pokazujs, ze moga wysiepowaé we wszystkich
strefach klimatycznych, porazajac ponad 1000 gatunkéw roslin, rosliny jednoroczne, jak
i wieloletnie, w tym ro§liny wazne gospodarczo oraz chwasty. Rola chwastéw nie pozostaje
bez znaczenia w epidemiologii wszystkich choréb. Roéliny dziko rosngce moga byé

rezerwuarem wszelkich patogenéw, ktore sg z przenoszone przez wektory, mechanicznie czy
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w trakcie zabiegbw wykonywanych na polu, na rofliny uprawne. Obecnos¢ fitoplazm
potwierdzono miedzy innymi w uprawach rzepaku, winoroéli czy palmy kokosowej; porazajq
one liczne warzywa, roéliny sadownicze i ozdobne. Fitoplazmy nie przenoszs si¢ mechanicznie,
a najefektywniej rozprzestrzeniajg si¢ poprzez wektory — owady z rzedu piewikow.

Doktorantka podjeta si¢ bardzo trudnego, a jednoczesnie mato rozpoznanego zadania,
majgcego na celu scharakteryzowanie populacji fitoplazm zasiedlajacych pszenicg, kukurydze
oraz wektory owadzie. Wybdr tematyki wydaje si¢ jak najbardziej stuszny, poniewaz choroby
powodowane przez fitoplazmy przyczyniaja si¢ do strat w plonach. Omawiane patogeny
stanowig problem w produkcji roélinnej szczeg6lnie w krajach Europy poludniowej, chociaz
coraz czesciej wykrywane sa rowniez w Polsce, gdzie mogg np. obniza¢ liczbg wydawanych
przez ro$ling nasion czy znieksztalca¢ powstajgce owoce. Nasilenie wystgpowania fitoplazm
w ostatnich latach jest zapewne istotnie zwigzane ze zmianami klimatycznymi, ktére
obserwujemy (ciepla i dluga jesiefi sprzyjajaca zerowaniu owadéw), ale moze byé réwniez
powodowane mniej lub bardziej §wiadomym sprowadzaniem z zagranicy materiatu roslinnego
porazonego przez patogeny. Nie bez znaczenia pozostaje tez fakt, ze wykorzystywanie
w badaniach diagnostycznych coraz czulszych technik przyczynia si¢ do identyfikacji
patogenéw wystepujacych w ro§linach w skrajnie niskich koncentracjach.

Po krétkim wstepie przedstawiajacym najwazniejsze zagadnienia dotyczace biologii
fitoplazm, znaczenia patogena w epidemiologii choréb roélin oraz ich wystepowania w Polsce,
Autorka przedstawia cel badafi oraz hipotezy badawcze. Celem badan byla ocena zagrozenia
przez fitoplazmy dla dwéch upraw (pszenicy i kukurydzy) oraz wskazanie potencjalnych
wektordw. Przedstawione hipotezy stanowia, ze: (1) fitoplazmy mogg by¢ zagrozeniem dla
wymienionych dwéch upraw; (2) podatnosé tychze upraw na zainfekowanie fitoplazmami jest
zroznicowana; (3) reakcje odmian na zakazenie sg zréznicowane; (4) skoczek szesciorek oraz
zglobik smuzkowany sa wektorami fitoplazm w pszenicy i kukurydzy.

Kolejnym stosunkowo obszernym rozdzialem liczacym 13 stron jest przeglad literatury,
ktéry w spos6b wlasciwy podzielony zostat przez Doktorantke na 7 podrozdziatéw, w ktérych
opisana zostata m.in. klasyfikacja patogena, jego przenoszenie, wystgpowanie czy wykrywanie.
Doktorantka w rozdziatach Przeglad literatury oraz Wyniki i dyskusja powolata si¢ 248 pozycji
literatury, zaréwno starszych, jak i tych najnowszych. Odwolata sie réwniez do 3 stron
internetowych. Znakomita wigkszo$é publikacji jest anglojezyczna, a tylko pojedyncze
polskojezyczne pochodzg z nielicznych oérodkéw naukowych zajmujgcych si¢ badaniami nad
fitoplazmami, takich jak Instytut Ogrodnictwa-PIB oraz Instytut Ochrony Roslin-PIB. Mozna

wiec uznaé, ze zebrano cale najwazniejsze krajowe i $wiatowe piSmiennictwo zwigzane



z tematykg badan. Przeglad literatury $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnienia oraz
umiejetnosci zaprezentowania przez Doktorantke najwazniejszych wynikéw badan uzyskanych
i zaprezentowanych przez innych naukowcéw. W rozdziale tym mgr Marta Jurga w sposéb
szczegélowy przedstawila klasyfikacje fitoplazm oraz ich wplyw na rosling zywicielska.
Wskazata jako objawy charakterystyczne dla tych patogenéw przeksztalcenie kwiatostanu
w lifciaste struktury zwane fyllodiami, zdrobnienie i stamienie lodyg oraz zmiany
zabarwienia. Nastgpnie przedstawila wyniki najnowszych badai naukowych dotyczacych
efektoréw i ich wptywu na rosling zywicielskg po porazeniu przez fitoplazmy oraz przedstawita
sposoby przenoszenia patogena wykazujac jako najwazniejsze przenoszenie przez owady.
Waznym i szeroko opisanym rozdziatem jest ten dotyczacy wykrywania fitoplazm, wskazujgcy
rozwdj technik diagnostycznych, poczawszy od symptomatologii poprzez mikroskopig
elektronows i metode serologiczna az po techniki biologii molekularnej takie jak qPCR czy
szeroko stosowana w ostatnich latach amplifikacja izotermiczna (LAMP) pozwalajaca na
wykrycie patogenéw roslin w bardzo krétkim czasie i bez koniecznosci posiadania i stosowania
specjalistycznych sprzetéw.

Kolejny rozdzial - Materialy i metody, zostal opisany w 24 podrozdziatach
obejmujgcych: zbiér materiatu roslinnego, zbiér wektoréw, izolacjg, synteze DNA
w dwuetapowej reakcji PCR, klonowanie i analize sekwencji uzyskanych fragmentéw genomu
oraz analize polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych. Przedstawiony w ten sposéb
caly cykl do$wiadczen wskazuje na szeroki warsztat badawczy Doktorantki. Czgsé
eksperymentalna pracy zostata zaplanowana w sposéb logiczny, a przyjete metody badawcze
pozwalajace na identyfikacje fitoplazm w badanych prébkach nie budzg najmniejszych
watpliwosci. Sg obecnie powszechnie stosowane w identyfikacji tego patogena, jak réwniez
w okre$laniu wystepowania patogenow roélin w ogdle i zostaly wlasciwie dobrane do realizacji

celéw, ktére wytyczyla sobie pani magister.

Z obowigzku recenzenta chciatam w tym miejscu wyrazié kilka watpliwodci i pytafi, o ktérych
wyjasnienie bede prosita Doktorantke w trakcie publicznej obrony:

1. w opisie zbieranego materialu brakuje informacji, czy rosliny pobrane do badati miaty
objawy porazenia czy tez nie? Jesli tak, to jakie. Jeéli nie — na jakiej zasadzie wytypowano
fragmenty powierzchni p6l uprawnych z ktorych prbki byly pobierane. By¢ moze w ogéle nie
brano pod uwage wystepowania objawéw chorobowych na roslinach. Informacje o mozliwych
wystepujgcych objawach znajduja si¢ dopiero w wynikach. A tak naprawdg nie s wynikiem,
poniewaz celem badan nie bylo ustalenie zmian powodowanych przez fitoplazmy na roslinach;
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2. moim zdaniem, punkt 4.5 , Rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym” powinien by¢
umieszczony po rozdziale 4.3 ,,Synteza DNA”, jako logiczna calos¢;

3. podrozdziat 4.3.1 wydaje si¢ zbedny jako jedyny w rozdziale 4.3;

4, mam réwniez zastrzeZenia co do wyboru ,,pochodzenia” zbieranych owadéw, w celu
stwierdzenia wystepowania w nich fitoplazm. Jak podaje sama Doktorantka, owady odfowiono
w okolicach Poznania. Wydaje sie¢ logiczne, ze badane powinny byé¢ owady z okolic Polski
poludniowo-zachodniej, z ktérej pobierano do badafh pszenice i kukurydze. Automatycznie
rodzi si¢ kolejna watpliwo$é, dlaczego nie badano pszenicy i kukurydzy rosnacych w miejscach
skad pobierano owady? Prosze o wyjasnienie.

5. strona 23 rozdziat 4.2.2.3. Do izolatora z rzepakiem ozimym (....) dolozono mlode, zdrowe
roliny jeczmienia (...) *. Dlaczego z rzepakiem i dlaczego jeczmieni a nie badane zboza?

Wysoko oceniam kolejny rozdziat zatytutowany Wyniki i dyskusja. Takie podejscie nie
jest standardowe, zwykle dyskusja nastepuje po rozdziale wyniki, ale uwazam, ze Pani Marta
Jurga bardzo dobrze poradzita sobie taczgc wyniki wlasne z tymi opublikowanymi w literaturze
krajowej i §wiatowej. Przeprowadzona dyskusja wskazuje na dojrzatosé naukows Doktorantki
oraz umieje¢tnosé wiasciwej analizy uzyskanych wynikéw.

Wilasciwe zaplanowanie i staranne przeprowadzenie doswiadczefi zaowocowato uzyskaniem
licznych i waznych wynikéw, ktére poszerzajg dotychczasows wiedze na temat fitoplazm i ich
wystepowania w §rodowisku rolniczym. W rozdziale tym, na 44 strona Autorka przy pomocy
fotografii, tabel i rycin szczegélowo opisala i zaprezentowala rezultaty swoich badan oraz
skonfrontowala je z wynikami uzyskanymi przez naukowcow na $wiecie. Tak przeprowadzona
dyskusja §wiadczy takze o dobrej znajomosci probleméw badawczych dotyczacych zaréwno
wystgpowania fitoplazm, jak i ich przenoszenia przez wektory.

W trakcie badarh prowadzonych w ramach niniejszej dysertacji Doktorantka zidentyfikowala
obecnos¢ fitoplazm w 4 z 200 przebadanych roélin pszenicy oraz w 4 z 200 testowanych ro$lin
kukurydzy:

- w pszenicy potwierdzita obecnosé fitoplazm z dwéch podgrup: 16SrI-R i 1681]-S (dotychczas
w uprawie tej rosliny stwierdzano obecnosé patogena z podgrup: 16S11-B, 168rI-C i 16SrXI-
B)

- w kukurydzy potwierdzita obecnoéé fitoplazm z dwéch podgrup: 16SrI-R i 16SrV-C.
Analiza poréwnawcza uzyskanych sekwencji 2z  wykorzystaniem programéw
bioinformatycznych wykazala wysokie podobiefistwo do tych dostgpnych w Banku Gendw,

Heo

a pochodzacych z r6znych roflin oraz regionéw swiata.



Badajac przenoszenie przez owady Doktorantka przetestowata 276 osobnikéw odlowionych
w uprawie pszenicy oraz 275 w kukurydzy, z czego obecno$¢ fitoplazm potwierdzita
odpowiednio w 29 i 4 osobnikach. Przeprowadzone analizy sekwencji potwierdzily, ze
fitoplazmy wyizolowane z owadéw sg bardzo podobne do tych uzyskanych z wektoréw, co
potwierdza udzial owadéw w przenoszeniu patogena pomig¢dzy poszezeg6lnymi roslinami czy
uprawami. W kukurydzy dominujagcym gatunkiem byl skoczek kukurydziany, ktérego
obecnosé w Polsce wykazano po raz pierwszy w 1906 roku. W niniejszej pracy, w latach
prowadzenia badafi, wykazano po pierwsze jego masowe wyst¢powanie, a po drugie,
stwierdzono, ze jest on wektorem fitoplazmy z podgrupy 16SrV-C. Jest to pierwsze doniesienie
o roli tego owada w przenoszeniu fitoplazm z tej podgrupy.

Badania wykazaly, Zze fitoplazmy zar6wno w pszenicy, jak i w kukurydzy wystgpujg
sporadycznie, w zwigzku z ¢zym nie mozna mowié o epidemicznym wystgpowaniu choroby.
Jednak jesli wziaé pod uwage obecno$¢ wektoréw owadzich i procent ich zainfekowania przez
patogena nalezy rozwazyé mozliwo$¢ dalszego rozprzestrzeniania sie¢ choroby. Jednoczesnie
mozna zalozy€, e na przestrzeni lat znaczenie gospodarcze fitoplazm w uprawach zb6z czy
traw bedzie wzrastaé.

Nie do kofica sg dla mnie jasne wyniki dotyczace wystepowania fitoplazm przy ich
przenoszeniu w warunkach konirolowanych. Na str. 67 znajdujemy informacjg, ze 20%
testowanych roélin pszenicy odmiany Tytanika wykazywalo objawy chorobowe (jasne
przebarwienia). Takich zmian nie stwierdzono ani na rosélinach pszenicy odmiany Hondia ani
na kukurydzy. Nastepnie na str. 70 mamy informacje, ze rosliny odmiany Tytanika ulegly
porazeniu w 66,7% a Odmiany Hondia — 3,3%. Zabraklo mi dyskusji nad korelacja badz jej
brakiem migdzy obserwowanymi objawami a potwierdzonymi infekcjami. Nie znalazlam tez
informacji w metodyce, jak w testowanych roslinach potwierdzano badZ wykluczano obecnosé
fitoplazm. Jest jedynie informacja o tym, ze izolowano DNA. Zabraklo kolejnej, do czego
otrzymane DNA. wykorzystywano (PCR? RFLP?).

Otrzymane wyniki pozwolily na wyciggniecie 9 wnioskéw. Sg one zwiezle i stanowig
w miar¢ dobre podsumowanie pracy. Moim zdaniem jednak Doktorantka zbyt skromnie
przedstawila swoje osiagnigcia, unikajac zwrotéw typu ,,po raz pierwszy wykazano”. Ponadto,
zmienitabym kolejno$é wnioskéw uznajgc za najwazniejsze te, ktére pozwolily na identyfikacje

nowej choroby czy nowego wektora
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Dlatego tez, za duze osiggni¢cie naukowe uwazam:

(1) wykazanie po raz pierwszy w Polsce i Europie obecnosci sprawcy blgkitnej kartowatosci
pszenicy (Wheat blue dwarf);

(2) wykazanie po raz w Polsce i na §wiecie, ze Arthaldeus striifrons 1 Empoasca pteridis sq
potencjalnymi wektorami fitoplazmy z podgrupy 16SrI-F;

(3) stwierdzenie, ze kukurydza moze by¢ infekowana przez fitoplazmy z podgrupy 16Srl-R
oraz 16SrV-C, ktérych obecnosci dotychczas nie notowano w Polsce;

(4) stwierdzenie, ze skoczek kukurydziany jest wektorem fitoplazmy z podgrupy 165rV-C;
(5) wykazanie po raz pierwszy zdolnosci przenoszenia fitoplazm przez poszczegélne gatunki
owad6w, zarbwno w uprawie pszenicy, jak i kukurydzy;

(6) potwierdzenie wystepowania fitoplazm w uprawach pszenicy i kukwydzy, réwniez
w formie utajone;j;

Wedlug mnie zabraklo wniosku méwigcego o tym, ze wystepowanie fitoplazm w omawianych
uprawach jest na dzien dzisiejszy niewielkie. Podobnie, jak zabraklo zdania stwierdzajacego
czy podsumowujacego calosé badan, 2e coraz cz¢stsze wystgpowanie fitoplazm na réznych
gatunkach roélin wskazuje na fakt, ze ich znaczenie w epidemiologii roélin bgdzie coraz
wiecksze. Badz jakie sa zagrozenia ze strony fitoplazm biorac pod uwage zmiany klimatyczne,
Calo$¢ pracy zamyka umieszczone na koricu krotkie streszczenie, w jezyku polskim
i angielskim, podsumowujace uzyskane wyniki.

W trakcie pisania pracy Autorka nie unikneta drobnych usterek jezykowych:

- str. 23: jest ,,catkowite DNA ro§linne” powinno by¢ ,,catkowity DNA roslinny”

- str. 30: jest ,,Po przeprowadzeniu reakcji polimerazy...” Brakuje stowa laficuchowej

- str. 40 jest ,,analiza sekwencji nukleotydowej” powinno by¢ analiza sekwencji nukleotydéw
- czesé zdjed/fotografii podpisana zostala jako ryciny. Rycina kojarzy si¢ bardziej z grafiks.

- str. 51 jest ,.izolat $9.205 uzyskat najwyzsze podobiefistwo (...)” lepiej brzmi: wykazat

- str. 52 jest: Izolat $9.323 pozyskany od Euscelis incisus (...)” powinno by¢ wyizolowany z.
To samo dotyczy np. ryciny 13 na stronie 56: ,,sekwencje izolatéw uzyskanych od nosicieli
fitoplazm” czy ,.sekwencje uzyskane od pszenicy™.

- str. 53 ,,Profil (...) zakwalifikowat fitoplazme jako czlonka grupy (...)”. Powinno byé: na
podstawie uzyskanego profilu fitoplazmeg zakwalifikowano do grupy.



Jednak jak wspomniatam wyzej, sg to pojedyncze drobne potknigcia. Prace czyta si¢ dobrze,
zostala napisana poprawng polszczyzng, jezykiem zrozumialym i przejrzystym, a drobne biedy
pozostaja bez wplywu na jej warto$¢ naukows.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze praca zostata zaplanowana, wykonana i opisana w sposéb
wlasciwy dla tego typu rozpraw. Dokumentuje ona zaréwno szeroka wiedz¢ Doktorantki, jak
i bardzo dobre opanowanie warsztatu badawczego. Jednoczesnie uwazam, ze oceniana praca
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a uwagi zawarte w recenzji nie rzutuja
na pozytywng ocen¢ merytoryczng pracy.

Reasumujac potwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Marty Jurgi
pt. ,,Charakterystyka fitoplazm obecnych w pszenicy i kukurydzy oraz w potencjalnych
wektorach” pod wzgledem formalnym, metodycznym i merytorycznym spelnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim okre§lone w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
,»0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz.U.
2003 nr 65 poz. 595 wraz z pbézniejszymi zmianami; Dz.U. 2017 poz. 1789). W oparciu
0 przedstawiona opinic wnioskuje do Rady Wydzialu Przyrodniczo-Technologicznego
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu o dopuszczenie Pani mgr inz. Marty Jurgi do
dalszych etapow ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora.
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