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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Marcina Wieczynskiego pt.
,Charakterystyka wybranych izolatow grzyba Sclerotinia sclerotiorum

(Lib.) de Bary, sprawcy zgnilizny twardzikowej marchwi”

Praca wykonana w Katedrze Fitopatologii i Nasiennictwa na Wydziale Rolnictwa,
Ogrodnictwa i Biotechnologii, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

pod kierunkiem dr hab. inz. Tomasza Kosiady prof. UPP.

Podstawa opracowania recenzji

Niniejsza recenzje przygotowalem na podstawie pisma Pana prof. dr hab. Andrzeja
Blecharczyka, Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, datowanego 2 lipca 2024 r. i informujgcego o
powolaniu mnie, jako recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Marcina Wieczynskiego

uchwata Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo nr RNDRiO-32/4000/2024.

Zasadno$¢ podjecia tematu pracy doktorskiej

Grzyb Sclerotinia sclerotiorum zostal opisany po raz pierwszy juz w 1837 r. przez
Marie Anne Libert pod nazwg Peziza sclerotiorum, a ostateczng nazwe w 1884 r. zatwierdzil
Heinrich Anton de Bary. Jest to grzyb o bardzo szerokim zasiggu geograficznym, rozwijajacy
si¢ takze w szerokim zakresie temperatur od 0°C do powyzej 32°C. Jest grzybem uwazanym
za najbardziej niespecyficznym i polifagicznym, szybko rozwijajacym sie na terenach o
chlodnym i wilgotnym Kklimacie. Poraza ponad 400 gatunkow roslin, przede wszystkim
rosliny dwuliscienne, rzadko jednoliScienne. Najwicksze zagrozenie stanowi dla wigkszosci
upraw warzyw z roznych rodzin, zwlaszcza Apiaceae, Brassicaceae i Fabaceae, a takze dla
roslin przemystowych tj. burak, rzepak, soja, slonecznik i tyton. Wsrdéd warzyw

korzeniowych najwieksze straty w Polsce powoduje w uprawie pietruszki i marchwi. Patogen
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Podany rok wydania podrecznika pod redakejg Kryczyfiskiego i Webera jest biedny, powinien
byé rok 2011 a nie 2010. Podobnie pozycja Edelenbos i wsp. jest 2020, powinien by¢ rok
2010. Niepotrzebnie tu umieszezono szczegblowe informacje dotyczace sposobu kielkowania
sklerot, mozna je zamiescié w przegladzie literatury.

Cel pracy

Doktorant prawidtowo przedstawil cel pracy jak i cele szczegblowe. Hipoteza
badaweza zostala poprawnie sformulowana Nasuwa si¢ tylko jedno pytanie, jezeli Autor
badat patogenicznosé S. sclerotiorum wobec korzeni i siewek w fitotronie, to cenne bytyby
takze badania skutecznogci §rodkéw chemicznych w takich warunkach, a nie tylko in vitro.

Przeglad literatury

Autor przedstawit obszerny i wnikliwy przeglad literatury dotyczace; planowanych
do$wiadezeft w sposob, ktory sprawia, ze tak obszerne realizowane zagadnienie zostato
przedstawione bardzo przejrzyscie i zrozumiale dla czytajacego. Doktorant w tym rozdziale
omowit wszystkie aspekty prowadzonych badai wykorzystujge do tego celu krajowe i
swiatowe publikacje. Przeglad literatury oraz dyskusja zawieraja 171 pozycji literatury z
roznych oérodkéw naukowych nie tylko polskich ale i zagranicznych, a zdecydowana
wickszo$é z nich (130) zostala opublikowana po 2000 roku, a tylko 18 publikacji w jezyku
polskim.

Doktorant zaprezentowal rys historyezny 1 charakterystyke marchwi, jej znaczenie
gospodarcze oraz wartosei odzywee tego warzywa. Nastgpnie Doktorant oméwit objawy
chorobowe zgnilizny twardzikowej powodowanej przez Sclerofinia sclerotiorum na roznych
rodlinach. Bardzo istotne znaczenie ma opisanie etiologii i epidemiologii zgnilizny
twardzikowej, gdyz informacje te maja istotne znaczenie w planowaniu i przeprowadzeniu
badaf nad tym polifagicznym grzybem. W dalszej czedci Doktorant przedstawil szkodliwosd 1
znaczenie sprawcy zgnilizny twardzikowej na przykladzie marchwi w réznych okresach
uprawy jak i w trakcie przechowywania. Kolejno Autor oméwit zwalczanie S. sclerotiorum z
wykorzystaniem réznych metod, poczawszy od metody agrotechnicznej: dobdr odmian,
plodozmian, uprawa roli, nawozenie, zastosowanie roélin okrywowych. W metodzie
hodowlanej Autor zwrécit uwage na mechanjzmy odpornosciowe marchwi oraz na wdrozenie
inzynierii gemetycznej w celu uzyskania odpornodci rosliny uprawnej. W metodzie
biologicznej ochrony marchwi najbardziej rozpowszechnilo si¢ stosowanie srodkow opartych
na Coniothyrium minitans nadpasozycie sklerot patogena. Doktorant zwroci takze uwage na
inne pozyteczne mikroorganizmy wykorzystywane w ochronie upraw przed sprawcg

zgnilizny twardzikowej. Nalezaloby uzywa¢ pemych nazw $rodkow ochrony roélin, oraz
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zgodnie z zatozeniem celu pracy. Kolejnym etapem badan byl test oceny wzrostu lintowego
grzybni testowanych izolatow w réznych warunkach termicznych. Celem doswiadezenia bylo
okreslenie optymalngj temperatury dla wzrostu grzybni oraz wytwarzania sklerocjow.
Doktorant przeprowadzil takze badania nad zdolnoscig wytwarzania kwasu szczawiowego,
waznego zwigzku w patogenezie S. sclerotiorum. Zastosowane zostaly dwie metody: z
zastosowaniem indykatora kwasowosci oraz przy pomocy chromatografii cieczowej HPLC.
Autor przeprowadzit badania laboratoryjne nad wplywem wybranych fungicydow na wzrost
linjowy grzybni 9 izolatdw patogena. Szkoda, ze Doktorant nie podal autoréw metody
,.zatrutych podtozy” Kowalika i Krechniaka z 1961 r., oraz nie przeliczal stezen na fungicydy
a tylko na substancje aktywne. Zgodnie z aktualnie przyjetymi standardami przyjete jest
testowanie konkretnych srodkéw ochrony roélin, a nie tylko zawartych w nich substancji
aktywnych, wynika to z rdéznych formulacji preparatow, a zwlaszcza substancji
pomocniczych, ktore moga zawiera¢ nosniki, rozpuszezalniki, sejfnery, synergetyki czy
adiuwanty. Substancje pomocnicze mogg oddziatywaé synergistycznie na substancje
aktywne, przez co moga by¢ réznice w oddzistywaniu poszezegdlnych preparatow, ktbre
zawierajg te“same substancje aktywne w tym samym stezeniu Niestety szybkie zmiany w
doborze $rodkéw ochrony roélin dostepnych do stosowania w danym roku jest przyczyna, ze
niektore wybrane do testu $rodki sa aktualnie niedostepne. Iprodion wycofano do uzycia w
ochronie roslin w 2018 r., chlorotalonil zostal wycofany w 2019 r., bupirymat nie ma obecnie
rejestracji w ochronie warzyw korzeniowych, trifloksystrobina niedtugo bedzie wycofywania
z rynku. Dilatego tego typu testy wymagaja aktualizacji, zgodnie z doborem preparatow
aktualnie dostepnych w ochronie rodlin. Podczas badan z wykorzystaniem metody szeregdw
biotycznych testowano wplyw pozytecznego grzyba Trichoderma harzianum na 1ozwoj
testowanych 9 izolatow patogena. Z tym zagadnieniem wigze sie pytanie, czy nie mozna bylo
przetestowaé wiekszej ilosei pozytecznych mikroorganizmow, wnioskowanie byloby wtedy
petnicjsze. Podsumowaniem do$wiadezen byly testy wykonane w fitotronie. Oceniano
patogeniczno$¢ 9 izolatdw S. sclerotiorum na korzeniach uszkodzonych i nieuszkodzonych
marchwi, a takze szacowano patogenicznod$é sprawcey zgnilizny twardzikowe] dla siewek
marchwi.Przyjcte metody statystyczne opracowania uzyskanych wynikow nie budzg
zastrzezen,

Uwagi do rozdziatu:

Trzeba uzupetnié opis doswiadczenia ,,zatrutych podlozy” podajac autoréw Kowalika

i Krechniaka (1961} i umiesci¢ w spisie literatury.
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érodka Nimrod 250 EC (bupirymat), ktory nawet w najnizszym stgzeniu stymulowal rozwdj
mycelium niektérych izolatéw grzyba. Brakuje szczegdlowego opisu ryciny 12, wykresu
skutecznodcei zastosowanych preparatow dla 9 izolatdw patogena, trzeba dodaé, Ze sg tu
zawarte $rednie dla wszystkich preparatow. Umieszezone w tabelach 13-15 wyniki sg bardzie]
precyzyjne, podaja wyniki skutecznodei dla kazdego izolatu grzyba i dla kazdego srodka
osobno, tab. 13 dla stezenia 1 ppm, tab. 14 dla 5 ppm, a w tab. 15 dla stgzenia 10 ppm. Te
same uwagi mozna odnie$¢ do ryc. 13 i tabel 16-18 przedstawiajace wyniki analiz wptywu
wybranych fungicyddéw na ograniczanie wytwarzania sklerocjow przez badanego grzyba. W
podpisach tab. 13-18 lub w oméwieniu wynikéw nalezaloby przedstawié, ze zastosowano
analize statystyczng jednoczynnikowa osobno dla kazdego $rodka. Preparaty w najnizszym
stezeniu najstabiej oddziatywaty na ograniczanie wytwarzania sklerot przez testowane izolaty
patogena, niektore wrecz stymulowaly formowanie sklerot wsréd —niektorych badanych
izolatdw. W najwyzszym stezeniu Amistar Opti 480 SC, Signum 33 WG, Gwarant 500 SC
oraz Luna Experience 400 SC osiagaty 100 lub prawie 100 % skutecznos¢ wobec wszystkich
badanych izelatéw. Wyraznie stabiej oddziatywal Scorpion 325 SC, a Zato 50 WG wrgez
stymulowal niektére izolaty grzyba do produkeji sklerot, Podczas metody szeregow
biotycznych Autor wykazal, ze uzyty do testow izolat Trichoderma harzianum hamowal
wzrost grzybni na tym samym poziomie badanych izolatéw patogena - w zakresie 52,2 do
59,7%, a indywidualny efekt biotyczny wynosit od 7 do 8.

Wyniki badan w fitotronie nad oceng patogenicznosci 9 izolatow S. sclerotiorum
przedstawiono w tab. 20 i ryc. 16 i 17 dla korzeni nieuszkodzonych, a w tab. 21 oraz ryc. 18
19 dla korzeni z naktuciem. Nie uwzgledniono metody inokulacji w opisie zardwno tabel jak i
rycin, czy dane dotycza inokulacji korzeni nieuszkodzonych czy z nakluciem. W podpisie
tabel powinno byé uszczegblowienie, ze zastosowano analize statystyczna jednoczynnikowa,
osobno dla kazdej testowanej odmiany marchwi. W podpisie rycin powinno by¢ podane, ze sa
to wartodei $rednie odpowiednio dla izolatéw patogena czy dla odmian marchwi. Podczas
tych badaf stwierdzono, ze spos6b inokulacji korzeni marchwi nie ma istotnego wplywu na
patogeniczno$¢ testowanych izolatéw grzyba. Przy inokulacji nicuszkodzonych korzeni
marchwi najmniej wrazliwe na infekeje byly korzenie odmian Flakesse2 i Darina, najmniejsza
zdolnogé chorobotworeza wykazaly izolaty wyosobnione z pietruszki P21 i P1. Podczas
badat nad inokulacja korzeni naktutych stwierdzono, ze najmniej podatng odmiana byla
Sclara, a najbardziej Berlicum 2. Najwicksza zdolno$¢ chorobotworeza wykazal izolat S,
sclerotiorum wyosobniony z rzepaku M5RZE. Rezultaty oceny patogenicznosei 9 izolatow

patogena zamieszczono w tabeli 23 oraz rycinach 22-26. Doktorant stwierdzil, ze porazenie
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izolaty patogena. Pozwolilo to prawidtowo zréznicowaé poszezegélne izolaty, celem wyboru

ich mniejszej ilogci — 9 do dalszych badaf. Doktorant stwierdzit, ze jednak metoda oznaczania

ma wplyw na dokladno$é wynikow testoéw, zaznaczajac, ze wyniki uzyskane z

wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC sa bardzie] wiarygodne niz uzyskane w
metodzie z zastosowaniem indykatora kwasowodci. Moze by¢ to powodowane przez to, Ze
indykator uwzglednia pH srodowiska oraz wszystkie kwasy organiczne, ktére moze
wytworzy¢ grzyb, mie tylko sam kwas szczawiowy. Stwierdzenie to Autor omowil i
potwierdzit z danymi przedstawionymi przez innych, cytowanych badaczy.

Troche nickonsekwentnie Doktorant kolejno omoéwit wyniki doswiadezef nad
inokulacjami korzeni i siewek 7 odmian marchwi testowanymi 9 izolatami patogena w
fitotronie. Zgodnie z kolejnoseig przedstawionych doswiadezen wynikatoby, ze kolejnym
etapem byl ,test zatrutych podtozy”. Uzyskane w testach patogenicznodei wyniki Doktorant
prawidtowo zestawit i omowit z rezultatami innych badaczy we wczesniejszych
doéwiadezeniach. Autor zauwazyl, Ze istniejg r6znice migdzy odmianami w podatnosei na
infekcje S sclerotiorum, Stusznie stwierdzil, ze nie zawsze wyniki mozna jednoznacznie
zinterpretowaé, czasami opisowa charakierystyka odmian nie do konca odpowiada
rzeczywistosoi. Na to zréznicowanie w podatnosci na infekeje mogly wplywac rozne izolaty
orzyba, badania wykazaly, ze rosnily si¢ istotnie w zdolnosci do wywolania zmian
chorobowych na korzeniach. Nastgpnie Doktorant wlasciwie omowil wyniki patogenicznoscl
testowanych izolatow grzyba dla siewek 7 odmian marchwi, przedstawiajac opracowania
krajowe i zagraniczne poruszajgce to zagadnienie. Kolejno Autor oméwit wyniki analiz
statystycznych z wykorzystaniem korelacji migdzy zmiennymi cechami izolatow patogena a
patogenicznosciag wobec korzeni uszkodzonych i nieuszkodzonych marchwi, jak i siewek
marchwi. Nie wykazano korelagji istotnych statystycznie pomigdzy cechami morfologicznymi
izolatow S, sclerotiorum a patogenicznoscig wobec marchwi, co potwierdzaty wyniki innych
badaczy zacytowanych przez Doktoranta,

W testach nad fungicydami Autor dopiero w dyskusji podat, ze dobor 9 srodkow
chemicznych byt dokonany w 2016 r., ta informacja powinna by¢ w rozdziale Material 1
metody. Szkoda, Ze nie wykonano tych badan w pozniejszych latach, wyniki bylyby bardzicj
aktualne, z doborem dostepnych fungicydéw. Od tamtej pory wiele substancji aktywnych
zostato wycofanych z uzyeia, problem ten oméwiono wezesniej. Uzyskane wyniki z ,testu
zatrutych podtozy™ skutecznosel poszezegolnych preparatow jak iich wplyw na ograniczanie
wytwarzania sklerocjow przez S. sclerotiorum Doktorant wladciwie oméwil z rezultatami

badai wykonywanych przez innych autorow. Omawiajac ochrong biologiczng marchwi przed
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podawane skrétowo, czasem sg zamieszczone pelne nazwy. Strony podawane sa najczesciej
po dwukropku, czasem po przecinku. W spisie literatury jest 12 pozycji, ktére nie byty
cytowane w tekscie pracy: Billon-Grand i wsp. 2012; Boland Hall 1994; Foster i wsp. 2011;
Guimaraes i Stotz 2004; Hancoe 1966; Liang i wsp. 2015; Lumsden 1976; Molly 1 wsp. 2004;
Rana i wsp. 2022; Sharma i wsp. 2015; Sobolewski i wsp. 2006 oraz Xu i wsp. 2018.

Zamieszczone W recenzji uwagi nie umniejszaja wartosei przedstawionej do recenzji
pracy. Proponuje, aby Autor rozwazy! je przy przygotowywaniu prac naukowych z tego
zagadnienia do druku.

Za istotne osiagniecia mgr inz. Marcina Wieczyfiskiego mozna uwazal
wyosobnienie 62 izolatdw patogena z roznych rodlin, w tym z chwastow, ktére réwniez
odgrywajg istotng role stanowiae Zrodlo i biorac udzial w przenoszeniu agrofaga na plantacje
roglin uprawnych. Potwierdzenie identyfikacji mikroskopowej grzyba metodami biologii
molekularnej, w tym przypadku SCAR PCR. Wyznaczenie optymalnej temperatury 22,2 °C
dla wzrostu grzybni S. sclerotiorum, a 15,7 0C dla wytworzenia najwigkszej ilodci sklerocjow
w trakeie doéwiadczen nad wplywem temperatury na wzrost lintowy testowanych izolatow
patogena. Wykazanie znacznego zroznicowania pomiedzy izolatami w zdolno$ci wytwarzania
kwasu szezawiowego przez 62 testowane izolaty patogena, przy zastosowaniu indykatora
lewasowosci jak i z wykorzystaniem chromatografii cieczowej HPLC. Druga metoda okazala
sie dokladniejsza i bardziej wiarygodna w oznaczaniy tego parametru. W trakeie ,testu
zatrutych podlozy” stwierdzenie duzej skuteczno$ci wigkszosci badanych preparaiéw w
ograniczaniu wzrostu testowanych izolatow S. sclerotiorum, za wyjatkiem $rodka Nimrod 250
EC (bupirymat), Istotne znaczenie miato stgzenie, preparaty w najnizszym stezeniu najstabiej
oddziatywaly na ograniczanie wzrostu grzybni jak i wytwarzania sklerot przez sprawdzane
izolaty patogena. Wykazanie podczas metody szeregow biotycznych, ze testowany izolat
Trichoderma harzianum hamowal wzrost grzybni na tym samym poziomie u wszystkich
badanych izolatow patogena. Stwierdzenie podczas badan w fitotronie nad oceng
patogenicznosci 9 izolatow S. selerotiorum, ze sposob inokulacji korzeni 7 odmian marchwi
nie ma istotnego wplywu na patogenicznosé testowanych izolatéw grzyba. Okreslenie
podatnodci odmian marchwi mna inokulacje grzybnig patogena. Przy inokulacji
nieuszkodzonych korzeni marchwi najmniej wrazliwe na infekeje byty korzenie odmian
Tlakesse2 i Darina, a korzeni naklutych najmniej podaing odmiana byta Sclara, a najbardziej
Berlicum 2. Najwickszg zdolnos¢ chorobotworeza wykazal izolat S. sclerotiorum
wyosobniony z rzepaku M5SRZE a najmniejsza izolaty pozyskane z pietruszki P21 1 P1.

Stwierdzenie, podczas testéw patogenicznosei 9 izolatéw patogena na siewkach 7 odmian
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Krakow, 24.10.2024 1.

. Nonseos

dr hab. inz. Jacek Nawrocki
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