Prof. dr hab. Marek Korbas
Instytut Ochrony Roélin — Panstwowy Instytut Badawezy

ul. Wiadystawa Wegorka 20 : WPLYNELO
60-318 Poznan 25 09, 200
Zaklad Mykologii DZIEKANAT WRO

Recenzja pracy doktorskiej

Pana mgr inz. Marcina Wieczyiiskiego pt. ,,Charakterystyka wybranych izolatéw
grzyba Sclerotinia sclerotiorum (Libert) de Bary, sprawcy zgnilizny twardzikowej
marchwi,

Ogoéine omdéwienie pracy

Przedstawiona do recenzji praca obejmuje badania przeprowadzone na marchwi
(Daucus carota). Gatunek ten botanicznic nalezy do rodziny selerowatych (dpiaceae).
Caly cykl rozwojowy, ktéry koficzy si¢ wytworzeniem kwiatostanu w formic baldachu
z nasionami trwa dwa lata. W pierwszym roku uprawy marchew tworzy rozete ktorg
budujg pierzaste liscie, a w glebie tworzy korzen spichrzowy. Marchew uprawiana jest
w Europie, Azji i Afryce. Zapiski o marchwi jako ro$linie jadalnej datowane sg na okolo
dwa tysigce lat przed naszg erg. Korzenie r6znych odmian marchwi majg korzenie barwy
pomaranczowo-czerwonej, Ksztalt korzeni tez moze by¢ rézny, od kulistego, owalnego,
cylindrycznego do wrzecionowatego. Jest to gatunek o duzej wartosci biologicznej ze
wzgledu na wysoka zawarto$¢ karotenoidéw, cukrow, soli mineralnych itp. Ma duzg
wartos¢ spozywcezg dla ludzi i zwierzat. Spozywana jest na surowo i po ugotowaniu w
postaci sokéw i konserw. Cenny dodatek do suréwek i wielu dan obiadowych, Niestety
gatunek kiory badany byl przez doktoranta jest porazany przez rézne agrofagi
powodujgce choroby nadziemnej i podziemnej czesci marchwi. Korzenie ki6re stanowig
plon marchwi uzyskiwany w pierwszym roku uprawy porazany jest przez rézne gatunki
grzybow nalezgcych do réznych rodzajow. Szczegolne znaczenie dla marchwi, ktéra jest |

zebrana i przechowywana stanowi gatunek Sclerotinia sclerotiorum, ktéry powoduje



chorobe znang jako zgnilizna twardzikowa. Dla porzadku warto tez wskazaé na to, ze w
czasic wegetacji 1 przechowywania jednoczes$nie na korzeniach marchwi wystgpowaé
moze kilka waznych gatunkéw grzybow nalezacych m.in. do rodzaju Fusarium,
Alternaria, Botrytis itd. Zdarza si¢ tez porazenie korzeni przechowywanych przez
bakterie powodujace gnicie korzeni. Jak podano w pracy materiat badawczy w postaci
korzeni z objawami powodowanymi przez Sclerotinia sclerotiorum sprawcy zgnilizny
twardzikowej zbierano przez dwa lata 2015-2016. Przypuszczam, ze badania opisane w
doktoracie przeprowadzano przez kilka lat. Zakres badahn przedstawiony w
recenzowane] pracy jest szeroki. Obejmujg opis zebranych izolatow Sclerotinia
sclerotiorum na podstawic cech morfologicznych, molekularna identyfikacje
uzyskanych izolatéw oraz wplyw temperatury na zdolno$¢ wytwarzania przetrwalnikow
badanego gatunku oraz jego zdolno$¢ do wytwarzania kwasu szczawiowego. Okreslono
tez w badaniach laboratoryjnych skutecznosé¢ fungicydéw, na wzrost liniowy ww.
grzyba. Oceniono tez wplyw grzyba Trichoderma harzianum na wzrost Sclerotinia
sclerotiorum w warunkach in vitre na pozywce agarowo-glukozowo-ziemniaczanej
(AGZ). W warunkach dokladnie kontrolowanych w fitotronie oceniono patogenicznosé

sprawcy zgnilizny twardzikowej wobec siewek i korzeni marchwi.

Praca zostala napisana i zredagowana zgodnie z zasadami przyjetymi przy
opracowaniu doktoratu w formie monografii. Skiada si¢ na nig 11 rozdzialow. Z
licznymi podrozdziatami i pod podrozdziatami. Rozdzialy to wstep, cel pracy, przeglad
literatury, material i metoda, wyniki, dyskusja, podsumowanie, spis rycin, spis tabel,
literatura i streszczenie. Ryciny to réwniez fotografie obrazujace patogen. W pracy
umieszczono réwniez wykresy. Ogoélnie w pracy znajduje si¢ 27 rycin i 24 tabele. Prace
konczy spis literatury ze 170 pozycjami i netgrafig. Literatura to pozycje gléwnie z
pierwszej dekady roku 2000, ale s3 tez w niej nowe pozycje literaturowe - aktualne.

Zdecydowana wickszos¢ to literatura w jgzyku angielskim.
Uwagi recenzenta dotyczgce poszezegoinych rozdzialéw

Ivtul pracy: Moim zdaniem bardziej oddawalby tres¢ pracy i podnosit by range
prowadzonych badan tytul: Zmiennos¢ morfologiczna grzyba Sclerotinia sclerotiorum i

okreslenie patogenicznosci izolatéw dla siewek i korzeni marchwi, Sprawca zgnilizny



. twardzikowej jest polifagiem. Moze porazaé¢ setki gatunkow roélin. Nowych prac
dotyczacych marchwi brakuje, co obrazuje np. dotaczony przez doktoranta spis
literatury. Praca to. zajmujgca si¢ Sclerotinia sclerotiorum w uprawie i przechowywaniu

marchwi dostarczy wiele informacji potrzebnych praktyce ogrodniczej i rolniczej.

Przeglad literatury: Jest szeroki i dobrze charakteryzuje gatunek rosliny — marchew, a
w pelni podaje etiologie i epidemiologiq zgnilizny twardzikowej. Wlasciwie zostala
opisana przynaleznos$¢ systematyczna grzyba Sclerotinia sclerotiorum. Pozyteczne jest
tez podanie wielu nazw synoniméw gatunku Sclerotinia sclerotiorum. Autor nic
zapomnial o szkodliwosci dla marchwi badanego patogenu. Zaznaczyl, ze straty
podczas przechowywania wynosi¢ mogg nawet 30%. Jest to wielko$§¢ o znaczeniu
ekonomicznym. W rozdziale tym omodwione zostaly dostgpne metody zwalczania
grzyba Sclerotinia sclerotiorum. Przedstawione zostaly metody niechemiczne
(agrotechniczna, hodowlana, biologiczna) i chemiczna. Wskazano réwniez na rozwoj
grzyba i choroby w zaleznosci od warunkéw panujacych w przechowalni i stosowanej

ochrony w przechowalni.

Metodyka: Opisano szczegétowo metodyke badan laboratoryjnych i w warunkach
§cisle kontrolowanych w fitotronie (komorze wegetacyjnej).
Okreslono dokladnie korzystajagc z cech morfologicznych przynalezno$é zebranych
izolatéw do gatunku Sclerotinia sclerotiorum. Identyfikacja izolatdéw potwierdzona
zostata molekularnie z wykorzystaniem reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). Izolacje
wykonano wedlug protokolu producenta zestawu ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep
firmy Zymko Research. Dokladnie opisano metodyke wplywu temperatury na wzrost i
zdolno$¢ wytwarzania sklerocjow - przetrwalnikow grzyba Sclerotinia sclerotiorum
oraz zdolnos¢ badanego patogenu do wytwarzania kwasu szczawiowego przy uzyciu
wysokosprawne] chromatografii cieczowej HPLC 1 przy pomocy indykatora
kwasowodci (zielen bromokrezolowa). Oceng wplywu fungicydow na wzrost izolatow
wykonano stosujgc rézne izolaty pochodzace z marchwi, ale tez innych gatunkéw. Do
tego celu shuzyly standardowe metody stosowane w tego typu badaniach, ktére okreslaja
procent hamowania wzrostu grzybni lub wytwarzania (hamowania) sklerocjow.

Podobnie oceniono wplyw grzyba Trichoderma harzianum na wzrost grzybni



Seclerotinia sclerotiorum. Do oceny uzyto skali indywidualnego efektu biotycznego
(IEB) wedtug Manki oraz Goérskiego.

Wyniki uzyskane w pracy: Badania laboratoryjne pozwolity na zidentyfikowanie 62

izolatow grzyba Sclerotinia sclerotiorum pozyskanych z wielu roslin uprawnych
rolniczych i warzywnych w tym z marchwi, pietruszki, selera i innych. Z rzepaku
izolowano i identyfikowano najwigcej izolatow (22 izolaty). Identyfikacja potwierdzona
zostala po przeprowadzeniu badania metods molekularng za pomocg SCAR PCR.
Wszystkie  badane  izolaty  przynalezaly do  Sclerofinia  sclerotiorum.
Szeroko w tabeli 5 Autor przedstawia wyniki wzrostu grzyba sprawcy zgnilizny
twardzikowej w zaleznosci od temperatury. Podobnie jest w przypadku wytwarzania
przetrwalnikow. Za osiggnigcie tej pracy mozna zaliczy¢ wyznaczenie modelu regresji

dla wzrostu grzybni i wytwarzania przetrwalnikéw w zakresie temperatur 5-25°C (str.
25).

Interesujacym wynikiem jest okreslenie wspoélczynnika korelacji Pearsona —
$rednica kolonii Sclerotinia sclerotiorum do $rednicy przebarwien wywolywanych
przez indykator kwasowosci pokazujacy wynik wytwarzania kwasu szczawiowego.
Wspdtczynnik ten byt wysoki R=0,81. Potwierdzono, Ze niektére z uzytych substancji
czynnych skutecznie hamowaly wzrost grzybni w warunkach in vitro. Najwyzsza
skutecznos¢ uzyskano dodajge do pozywki boskalid + piraklostrobina oraz fluopyram -+
tebukonazol. Ta pierwsza para substancji czynnych wykazywala silne ograniczenie

produkeji sklerocjéw w stezeniu lppm i Sppm.

Ciekawym rezultatem badan jest okre§lenie hamowania grzybni przy uzyciu
innego grzyba, a mianowicic zbadanic hamowania wzrostu grzybni Sclerotinia
sclerotiorum przy uzyciu Trichoderma harzianum. Procent hamowania w tym badaniu
wynosil od 52,2% do 59,7%. Ta wielko$¢ hamowania w metodzie biologicznej jest do
zaakceptowania, Wazne informacje zawarte w doktoracie dotyczace zroéznicowania
podatnosci odmian marchwi (Flakkse F1 i Darina), pokazujg ktére odmiany moga
opiera¢ si¢ porazeniu przez Sclerotinia sclerotiorum w czasie przechowywania. W
zaleznosci od izolatu uzyskiwano rozng $miertelno$¢ siewek marchwi. Niskg

$miertelno$¢ uzyskiwano dla odmiany Darina, a wyzsza w odmianie Sclara.



Dyskusja wynikow powinna stuzy¢ konfrontacji wlasnych osiggnigé z rezultatami
badan wykonanych przez innych badaczy w kraju i za granicg. Jest ona obszerna,
obejmuje kilkanascie stron i odnosi si¢ do 170 pozycji literatury. Doktorant w umiejetny
sposOb porownywal uzyskane wilasne wyniki badafh z rezultatami innych autoréw
badajacych ten sam lub nieco r6znigcy si¢, poniewaz badanie wykonano w odniesieniu

do innego gatunku.

Dyskusja z wynikami innych autoréw prac nie jest tatwa, a doktorant w mojej
opinii dobrze poradzil sobie z tym problemem. Wynika to z tego, ze wykonal badania
zgodnie z planem i przy pomocy dostgpnych urzadzen i przyrzadéw. Bogata
dokumentacja fotograficzna utatwia zrozumienie uzyskanych wyniké4w. Pewnym
problemem jest w czesci dyskusji przedstawienie waznosci uzyskanych wynikéw dla
nauki i dla praktyki, a takie osiggniecia s w tej pracy. Przykladowo wzér regresji dla
wzrostu grzybni i wytwarzania sklerocjéw. Wytypowanie substancji czynnych
najskuteczniej hamujgcych wzrost grzybni, okredlenie ktére z odmian badanych

marchwi jest mniej podatna na porazenie.

Podsumowania sg dobrg metoda rekapitulacji wynikéw i w tym przypadku

zastapily wnioski. Do tego punktu nie mam uwag,.

Techniczne uwagi dotyczaee pracy: Na wsigpie recenzji miatem pewne uwagi

dotyczace tytulu i swoje zdanie podtrzymuje, ale wiem, ze tytul doktoratu ustalony
wcezesniej nie jest tatwy do zmienienia poniewaz wymaga procedury, ktéra nie utatwia

tego typu zmiany.

Szczegolowo opisano metody zwalczania Sclerotinia  sclerotiorum.
Zrezygnowalbym w spisie tresci z pod podpunktéw, ktére wymieniaja metody.
Zostawitbym  tyko podpunkt 3.5 Zwalczanie Sclerotinia  sclerotiorum.
W spisie tresci uzywa si¢ raz okreflenia wplyw fungicyddéw, wplyw preparatoéw
chemicznych, §rodkow chemicznych. Proponuje to ujednolici¢ na wplyw fungicydow,
a najlepiej wplyw substancji czynnych w fungicydach (str. 5, str. 28 — tabela 1)
Substancje czynne wymienione w tabeli juz nie sg zarejestrowane np. chlorotalonil,
iprodion. W czasie okresu badan byly one legalne. Pragne przypomnieé tylko obecne

migjsce tych substancji czynnych (str. 28 i inne).



Stwierdzam braki w cytowaniu literatury str, 28 Sallan i wsp 2009 i ten sam autor 2019.
Jest cytowany, a brakuje tego autora w spisie literatury. Sg to tylko niektére z drobnych
btedéw techmicznych. Ogolnie jezyk pracy jest dobry i tylko nieliczne szczegély
wystarczy poprawic.

Koncowe wnioski

Praca jest dobrze zaplanowana i napisana poprawnym jezykiem. Drobne zauwazone
niedociagnigcia i uZycié ujednolicenia formy powinno si¢ skorygowad, ale nie majg one
wplywu na wartoéé pracy. Odczuwam brak podania czasu trwania badan. Wprawdzie
podano czas 1 ilo$¢ izolatdw Sclerotinia sclerotiorum, ale nie mam orientacji jak dtugo

badano pozyskane gtzyby aby uzyska¢ podane wyniki.

Uzyskane wyniki wskazujg na to, ze zostal osiggnigty cel pracy, cele szczegoélowe
i zweryfikowano hipoteze badawcza. Utylitarne wyniki badan powinny zosta¢ wyraznie
wyeksponowane, bo stanowig duza warto$¢ tej pracy. Doktorant wykonatl wiele badan
ktére sg cennym wkiadem do nauki, ale nie jest to wyraZnie zaznaczone w tresci
wynikéw w dyskusji i w podsumowaniu. Skromno$¢ doktoranta nie powinna tutaj mie¢
miejsca. Autor recenzowangj pracy potwierdza, ze realizujac jej zatozenia wykazal, ze
potrafi korzysta¢ z metod badawczych, aby uzyska¢ odpowiedz dotyczgeg roli,

znaczenia i biologii sprawcy zgnilizny twardzikowej grzyba Sclerotinia sclerotiorum.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, iz rozprawa spelnia kryteria okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
(tj. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789 ze zm.) w zakresie sztuki, zgodnie z art. 179 ust. 1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajgce Ustawe Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 ze zm.) i w zwiazku z tym wnieskuje¢ o jej

dopuszezenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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