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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Elzbiety Starzyckiej-Korbas pt: ,,Charakterystyka
wybranych populacji Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary i ocena odpornosci réznych

typow odmian rzepaku ozimego (Brassica napus L.) na tego patogena”.

Rzepak ozimy w Polsce jest najwazniejsza ro$ling oleista uprawiang na duzej
powierzchni gruntéw ornych. Z tego wzgledu, ze uprawa rzepaku ma duze znaczenie
gospodarcze jest tez przedmiotem intensywnych prac hodowlanych. Dzieki temu rejestrowane
odmiany sg coraz ‘pardziej doskonate. Ta doskonato$¢ to nie tylko poprawa takich cech jak
plennos¢ i jakos¢ nasion, ale réwniez postep w poprawie tak waznych ze wzgledu na jakogé
plonu nasion jak: zawarto$¢ i sktad kwasow ttuszczowych oraz zawarto$é biatka i thuszezu.

Od roku 2014 w Polsce oraz w catej Unii Europejskiej obowigzuje dyrektywa
dotyczaca konieczno$ci wprowadzenia do uprawy roslin zasad integrowanej ochrony roslin.
Ma to na celu zmniejszenie stosowania srodkéw ochrony rodlin w technologii uprawy
uzywanych w produkeji gatunkéw. W integrowanej ochronie ro$lin mozna to osiagnaé
zastgpujgc  ograniczanie lub zwalczanie agrofagéw poprzez stosowanie metod
niechemicznych. Wazna metoda, ktéra pozwala na ograniczanie stosowania $rodkéw
chemicznych jest hodowla odmian odpornych na porazanie przez patogeny powodujace
choroby. Dzigki dhugoletniej pracy prowadzonej przez hodowcéw w Krajowym Rejestrze
mozna znalez¢ odmiany odporne na kite kapusty (Alasco, Archimedes, Angusta, DK
Platinium, Mentor, SY Alibaba, SY Alister), na suchg zgnilizne kapustnych determinowang
przez obecno$¢ genu Rlm7 lub innymi genami. Przyklady odmian zawierajacych gen RIm7 to
Absolut, Acapulco, Alvaro KWS, Amazon, Archimedes, DK Exotter, DK Exstorm, Barroco,
ES Cesario, ES Imperio, Sergio KWS.

Rolnicy uprawiajacy rzepak moga uprawiaé odmiany rzepaku ozimego o genetycznej

odpornosei na wirusa zottaczki rzepy (TuYV) wpisane do K.R. (np. Absolut, Albrecht,



Architekt, Chopin, Prince, Ragnar, Szmaragd). Do tej pory brakuje odmian zarejestrowanych
o wysokiej lub calkowitej odpornodci na zgnilizne twardzikows i kilka innych waznych
chorob w uprawie rzepaku. Podobnie brakuje odmian odpornych na uszkodzenia przez
szkodniki, ktore licznie wystepuja w uprawie rzepaku ozimego. Problematyka, jaka zajeta sie
w tej pracy doktorantka jest bardzo potrzebna i aktualna, poniewaz istnieje potrzeba
wprowadzenia do uprawy odmian odpornych na porazenie przez grzyb Sclerotinia
sclerotiorum powodujacy zgnilizng twardzikowa.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem
prof. dr hab. Zbigniewa Webera emerytowanego profesora Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu w Zakladzie Genetyki i Hodowli Roslin Oleistych Instytutu Hodowli
i Aklimatyzacji Rolin Panstwowego Instytutu Badawczego. Promotorem pomocniczym
w omawianym doktoracie byl dr Marcin Matuszczak, ktéry pomagal w opracowaniu
wynikow z zakresu badan molekularnych.

Opracowanie liczy 107 stron, 3 fotografie, 32 tabele i 32 ryciny (np. dendrogram
podobiefistwa i rozdziat elektroforetyczny izolatow S. sclerotiorum). Rozprawa zostata
podzielona na nastgpujace rozdziaty: Wstep, Cel pracy, Metody, Dane meteorologiczne,
Wyniki, Dyskusja,fPodsumowanie 1 Wnioski, Streszczenie, Literatura. Zawiera zatgczniki 1,
2, 3 (Wyniki sekwencji ITS badanych 7 izolatow S. sclerotiorum, rozdziaty elektroforetyczne
DNA  izolatow S. sclerotiorum oraz rozdzialy fragmentéw DNA dla markeréw
mikrosatelitarnych). Przedstawiony uktad pracy jest zgodny z ogélnie przyjetymi zasadami
przedstawiania przyrodniczo-rolniczych prac doktorskich.

We wstgpie doktadnie i wyczerpujaco opisano pochodzenie i systematyke rzepaku
oraz miedzy innymi kierunki hodowli rzepaku. W tej czesci pracy zostata opisana choroba,
ktorg powoduje Sclerotinia sclerotiorum grzyb, ktory jest polifagiem, moze on porazaé setki
roslin w tym wiele z rodziny kapustowatych i innych gatunkéw z innych rodzin nalezacych
do dwulisciennych i wystepuje rowniez na niektérych gatunkach nalezacych do
Jednolisciennych.

Na pochwale zastuguje w mojej ocenie wybor tematyki badawczej dotychezas w Polsce stabo
rozpoznanej i w perspektywie pozwoli rozwigzaé problem uzyskania odmian odpornych na
porazenie przez S. sclerotiorum.

Cel pracy badawczej zostal wnikliwie i precyzyjnie zrealizowany miedzy innymi
dzigki wykonaniu licznych badan molekularnych. Charakterystyka wybranych populacii
S. sclerotiorum zostata wnikliwie i trafnie wykonana i opracowana w odniesieniu do rzepaku,

ktory jest waznym zywicielem dla tego patogena. Doktorantka opisata patogena przy pomocy



badan molekularnych, ktére pozwolity grzyb S. sclerotiorum wystepujacy na rzepaku
rosngcym w réznych rejonach jego uprawy doktadnie scharakteryzowaé. Jak podkreslano
S. sclerotiorum moze poraza¢ ok. 400 gatunkéw roslin dwulisciennych w tym B. napus.
Stanowi on obiekt wielu badan majacych na celu doktadne rozpoznanie patogenezy, a takze
zroznicowania fenotypowego i genetycznego grzyba. Autorka zaznaczyta w swojej dysertacji,
ze pod wzgledem genetycznym grzyb S. sclerotiorum jest bardzo zréznicowany. W pracy
wykorzystata dwie odrgbne analizy DNA patogena, wskazujgce na jego polimorfizm. Uzyta
techniki RAPD, w ktorej wykorzystata amplifikacje losowych fragmentéw genomowego
DNA stosujgc startery o dlugosci 10 par zasad. Dzieki tej metodzie uzyskala zestaw
amplikon6w na zelu agarozowym odpowiedni dla danego genotypu, ktére pozwolil na
wskazanie r6znic na poziomie DNA miedzy poszczegdlnymi obiektami.

Nalezy podkresli¢, ze na $wiecie podejmowane proby badafi populacji S. sclerotiorum przy
pomocy analizy RAPD najczesciej ukazujg tylko duze zroznicowanie izolatéw patogena
z brakiem powigzania z konkretng cecha, takg jak pochodzenie, czy patogenicznogé. Opisane
wyniki na podstawie wspdtczynnika podobienstwa o zakresie 0,18 - 0,87 stworzono
dendrogram z gléwnymi czterema klastrami.

Bardzo zblizone wyniki wspotczynnika podobienstw wg Nei & Li otrzymano w oceniane;j
pracy, ktory ksztai‘éoweﬁ si¢ na poziomie 0,2- 0,9 dla izolatow z lat 2012 i 2013 oraz 0,1 — 0,9
dla izolatdw z 2014 roku. Stosujac corocznie startery RAPD w pracy stwierdzano duze
zroznicowanie izolatoéw S. sclerotiorum, a dalsza analiza podobienstw wedlug Nei & Li
pozwolifa na pogrupowanie populacji patogena izolowanego z rzepaku zgodnie z jego
pochodzeniem. W przedstawionej pracy autorka przy wykorzystaniu analizy AMOVA
wykazata bardzo duze zréznicowanie wewnatrz populacji z danej miejscowosci na poziomie
87% w2012 r., 96% w 2013 1.1 93% w 2014 r., a miedzy populacjami z danych miejscowosci
tylko odpowiednio na poziomie 13%, 4% i 7%.

Nastepng metodg badain molekularnych, ktora zastala uzyta w pracy, to analiza
z wykorzystaniem markeréw mikrosatelitarnych (SSR). DNA mikrosatelitarne odznaczajg si¢
wystepowaniem krotkich sekwencji nukleotydéw o powtdrzeniach tandemowych, a markery
takie sa z reguly specyficzne dla danego gatunku. Analiza ta poprzez dobor odpowiednich
starterow pozwala nie tylko na oceng zréznicowania badanych populacji grzyba

S. sclerotiorum, ale takze umozliwia odszukanie zwigzku z innymi cechami patogena.



W przedstawionej pracy, podobnie jak w pracach innych autoréw (np. Atallah i in., 2004 oraz
Attanayake i in., 2012) wykorzystano markery mikrosatelitarne opracowane wczesniej przez
Sirjusingh i Kohn w 2001.

OkreSlona przez tych autorow duza liczba haplotypéw S sclerotiorum, po analizie
statystycznej] AMOVA, odpowiadata w 92% zmiennosci populacji patogena. Podobnie wyniki
otrzymano w ocenianej pracy z izolatami S. sclerotiorum pochodzgcymi z rzepaku ozimego,
ztrzech wojewddztw, w ktorej uzyskano wiele haplotypow bez zwigzku z miejscem
pochodzenia, czy produkcjg kwasu szczawiowego. Ponadto polimorfizm w obrebie populaciji
grzyba z danej miejscowosci wynidst 100% (tab. 23). Doktorantka jak wspomniano wezesniej
bardzo dobrze przebadata i naukowo udokumentowata w Polsce odporno$é kilkunastu odmian
rzepaku ozimego na porazenie powodowane przez S. sclerotiorum.

Uprawiane odmiany rzepaku ozimego sa podwdjnie ulepszone iw wiekszosci
pochodzg z tych samych form wyjsciowych, co skutkuje zawezeniem puli genowej gatunku.
Z wyzej podanego powodu trudno jest odnalezé zrodta odpornodci u B. napus na porazenie
przez S. sclerotiorum.

W zwigzku z obecnym ograniczaniem liczby substancji biologicznie czynnych chemicznych
Srodkow ochrony: roslin istnieje pilna potrzeba zidentyfikowania skutecznych zrodet
odpornosci rodlin B. napus na tego patogena.

Do obecnego czasu w rzepaku rozpoznano tylko cze$ciowa odporno$é na S. sclerotiorum.
Potwierdza to wiele prowadzonych badan (Baswana 1991; Delourme 2011) prowadzonych na
catym $wiecie facznie z wynikiem ocenianej pracy, w ktorej tylko kilka odmian wykazywato
catkowita odporno$¢ na dany izolat S. sclerotiorum, niestety bez powtarzalnoéci w kolejnych
latach.

Autorka w 2012 roku stwierdzita, ze najodporniejszymi odmianami byty: Poznaniak,
ktory wykazywal catkowita odporno$é wobec izolatow 31MAL/09 i 05BAK/09 oraz DK
Example z catkowita odpornoscig na izolat 0SBAK/09. W nastepnym roku catkowitg
odpornoscig na izolat 31MAL/09 charakteryzowaty si¢ odmiany: Poznaniak, Gladius, Vectra,
Cabriolet, Monolit i Adriana, a takze Bogart, DK Example i Monolit na porazenie przez izolat
S.s.-3 (Srednio patogeniczny wzorzec S. sclerotiorum) oraz odmiana Bogart na izolat
24BAK/09. W 2014 roku catkowicie odpornymi tylko na izolat 31MAL/09 byty odmiany:
Vectra i Adriana. Warto zwrdci¢ uwage, ze dziesigé badanych odmian byto w najmniejszym
stopniu  porazanych przez izolat 31MAL/09, ktéry réwnoczesnie charakteryzowat sie

najstabszg produkcja kwasu szczawiowego.



Doktorantka w innych dwuletnich badaniach (2008-2009) na terenie zachodniej Polski
stwierdzifa tylko czesciowg odpornos¢ odmian rzepaku ozimego na pojedynczy izolat
S. sclerotiorum (S.s.-3) . Najnizszymi indeksami porazenia B. napus (IP =0, 55-0,62)
charakteryzowaty sie takie odmiany, jak: Taurus, Libomir, Toccata i Hycolor.

Jak bardzo trudne sa tego typu badania, $wiadcza o tym dane literaturowe. W badaniach
odporno$ci odmian obserwowane sa czgsto sprzeczne wyniki. Przyktadem moze byé odmiana
Mystic, ktéra w jednym tescie byta czesciowo odporna, a w innym podatna (Uloth 2013;

Taylor 2015).

Wydaje sig, ze gtdwna przyczyng takiej sytuacji moze byé brak standaryzacji miedzy
badaniami, a takze réznice techniczne zwiazane zinokulacjg roslin rzepaku. Testy
odpornosciowe roslin czgsto ograniczajg si¢ do inokulacji pojedynczym izolatem, co moze
przektada¢ si¢ na rozne wyniki. Jak potwierdzono w ocenianej pracy istnieje wiele genotypow
S. sclerotiorum o réznym stopniu patogenicznosei, dlatego badania odpornosci oparte na
jednym patotypie czgsto nie koreluja ze stopniem odpornosci rolin w warunkach polowych,
gdzie wystepuje wiele izolatow patogena nalezgcych do réznych patotypow.

Autorka na kor’lcu: rozprawy stwierdza, ze stosunkowo niewielki postep w hodowli
odpornosciowej rzepaku na S. sclerotiorum jest spowodowany nie tylko brakiem zrédet
odpornosci, ale takze wystandaryzowanych metod selekcji. Ponadto stwierdza, ze otrzymane
wyniki badan powinny zosta¢ uzupelione w przysziosci poprzez dodatkowe badania (cyt):
stworzenia populacji mapujacej dla wygenerowania loci QTL i opracowania markerow
molekularnych specyficznych lub sprzezonych z cechg odpornoscei;

poszukiwania markeréw fenotypowych dla genotypéw posiadajacych podwyzszong
odpornosé;

wytwarzanie linii syntetycznych lub pét syntetycznych dla wprowadzenia genéw z gatunkow
ancestralnych lub innych gatunkéw pokrewnych;

zastosowania metody piramidyzacji genéw odpornosci pochodzacych z réznych zrédet.

Pod koniec rozprawy autorka umieécita dane meteorologicZﬁe, ktére miaty duzy
wplyw na porazenie rzepaku przez S. sclerotiorum podczas prowadzonych badan. Stwierdzita,
ze na stopiefi odpornosci roslin rzepaku miaty duzy wplyw: sumy opadéw i temperatury
w okresie siedmiu dni po inokulacji. Analiza korelacji wykazala bardzo wysokg dodatnig
zalezno$¢ miedzy $rednig indeksow porazenia inokulowanych roslin rzepaku wszystkich

badanych odmian z sumg siedmiodniowych opadéw (r = 0,79). Natomiast w przypadku



zwigzku Srednich tygodniowych temperatur (od momentu inokulacji) ze $rednig indekséw
porazenia uzyskano ujemna, niemal petna korelacje (r = -0,98), co oznaczalo, ze im wyzsza
temperatura tym wystepowat nizszy indeks porazenia.

W siédmym punkcie rozprawy doktorskiej autorka w rozdziale Podsumowanie
i wnioski zawarta w 10 nienumerowanych punktach podsumowania wykonanych wynikéw
badan. W czedci tego rozdzialu wystepuja stwierdzenia podsumowujace wyniki badan,
aczgs¢ z nich mialo charakter wnioskow dotyczacych konkretnych badan. Catosciowo,
logicznie i poprawnie zostal wykonany i przedstawiony ten punkt. Literatura bardzo liczna
(165 pozycji), odpowiednio wybrana i odpowiadajagca tematyce doktoratu. Ponad 60%
cytowanych pozycji literaturowych to pozycje z lat 2000-2016. Do niewatpliwych osiagnieé
Autorki nalezy zaliczy¢ stwierdzenie istotnych rdznic miedzy izolatami pod wzgledem
wytwarzania kwasu szczawiowego przez izobaty S. sclerotiorum. Po raz pierwszy
stwierdzono bardzo wysoka korelacj¢ Pearsona pomiedzy wielkoscig $rednicy 48 godzinnych
koloni izolatow S. sclerotiorum (z roku 2014) i powstajacych przebarwien pod wplywem
kwasu szczawiowego. Populacje grzyba S. sclerotiorum w zaleznosci od miejsca pochodzenia
sa czgsto odlegte genetycznie, co wskazano przy pomocy analizy RAPD i analizy
podobienstwa wg Nei&Li. Potwierdzono zalezno$¢ patogenicznosci uzytych izolatow
S. sclerotiorum od zdolnosci do wytwarzania kwasy szczawiowego oraz wplyw opaddw
1 temperatury przez 7 dni od inokulacji rzepaku ozimego na stopien porazenia roslin.

Praca jest jak wspomniano wczesniej napisana bardzo poprawnie i nie budzi
wigkszych zastrzezen jednak autorka nie ustrzegla sie kilku matych niescistosci. Wydaje sie,
ze w spisie tre$ci mozna bylo dla utatwienia zamiedcié¢ rozdziat Spis tabel i Spis wykreséw
z podaniem stron, zamiast podanie po rozdzialach Zalacznik 1, Zalgcznik 2 i Zalacznik 3.
W podrozdziale 1.1 opisujacych rzepak zabrakto ekonomicznego znaczenia rzepaku i wptywu
atrakcyjnosci ekonomicznej uprawy rzepaku na wielko$é powierzchni uprawy tego gatunku
w Polsce. Opisujgc objawy powodowane na rzepaku przez grzyb S. sclerotiorum autorka
stwierdzita, ze mogg one wystgpowaé na wszystkich czesciach rogliny. Literatura nie podaje,
aby na korzeniach wystgpowaty objawy choroby, a to tez jest wazna czg$é rodliny.

Omawiajgc ochrong rzepaku przed zgnilizng twardzikowg zamiast wymienia¢
substancje czynng azoksystrobing mozna bylo napisa¢, ze do walki chemicznej mozna
uzywac kilka s.cz. z grupy chemicznej strobiluryn i triazoli oraz z innych grup chemicznych
zarejestrowanych do zwalczania tej choroby. W tym rozdziale uzyto (6 wiersz od dotu) stowo
»W ziemi” a poprawniej bytoby w glebie. Sg to malo istotne drobne bledy, ktére w zadnym

stopniu nie wptywajg na warto$¢ recenzowanej pracy. Ze wzgledu na duza warto$é naukowa



pracy, ktora zawiera wyniki po raz pierwszy uzyskane w Polsce i ktérych dotychezas brakuje
w literaturze naukowej zwracam sig z prosba, aby Dyrekcja IHAR-PiB wyréznita nagroda ten
doktorat.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca mgr inz. Elzbiety
Starzyckiej-Korbas pt. ,,Charakterystyka wybranych populacji Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary i ocena odpornosci réznych typéw odmian rzepaku ozimego (Brassica napus L.) na
tego patogena” odpowiada wymogom stawianym pracom doktorskim. W zwigzku z tym
zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roglin —
Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie mgr inz. Elzbiety Starzyckiej-Korbas do

dalszego etapu przewodu doktorskiego.
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