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Podstawa formalna recenzji

Podstawg formalna niniejszej recenzji jest Ustawa z 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r.,
poz. 1789) w zwigzku z art. 179 Ustawy z dn. 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669) oraz pismo
przewodnie z Instytutu Nauk Ogrodniczych SGGW z dnia 22.07.2024 przestane mi wraz z
egzemplarzem dysertacji doktorskie] (wersja papierowa) autorstwa pana mgr inz. Wojciecha

P. Kukuly.

Charakterystyka rozprawy oraz ocena merytoryczna i naukowa

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska pana mgr inz. Wojciecha P. Kukuty
stanowi jednorodng tematycznie monografie naukowa. Praca obejmuje facznie 141 stron
maszynopisu (wydruk dwustronny w twardej oprawie) i sklada sie z 7 rozdziatow glownych,
w tym: Wstgp, Cel pracy i hipotezy badaweze, Przeglad literatury, Materialy | metody,
Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i whioski, dodatkowo wyodrebniono Bibliografie oraz
Aneks. W pracy zawarto takze Streszczenie i Summary oraz wymagane przez uczelnie

oswiadczenia autora.
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Rozdzial Wstep przybliza czytelnikowi problematyke opracowania (str. 1-2). Cel
pracy i hipotezy badawcze (str. 3) precyzuje cele jakie postawil sobie autor oraz zadania
badawcze umozliwiajace wykonanie tych celow; wyszezegolniono w nim takze zalozone
hipotezy badawcze. Przeglgd literatury (str.4-14) wprowadza czytelnika, w sposob
szczegolowy, w problematyke podjeta przez autora dajgc podstawy dotychczasowej wiedzy w
zakresie badanego zagadnienia. Materialy i metody (str. 15-34) szczegdly opisuje
zastosowana metody badan oraz opracowania uzyskanych wynikow. Rozdzial Wyniki (str. 35-
76) jest obszernym rozdzialem pokazujacym uzyskane rezultaty badan wraz z komentarzem
oraz stosownymi tabelami, wykresami i fotografiami. Dyskusja (str. 77-85) jest rozdzialem
pokazujacym umiejetnosc doktoranta przedyskutowania wilasnych wynikow z wynikami
dotychczas opublikowanymi  w literaturze naukowej; jest to rozdzial tematycznie
dostosowany do rozdzialu Wyniki, poparty adekwatnymi odniesieniami do literatury, a takze
pokazujacy dojrzatos¢ naukowa doktoranta. Rozdzial Podsumowanie i wnioski (str. 86-87)
przedstawia konkluzje wyciagniete na podstawie prowadzonych badan oraz wnioski
dotyczace dalszych prac, ktore nalezaloby wykona¢ w przyszlosci. Bibliografia (str. 88-95)
obejmuje spis literatury, ktorg autor postugiwat si¢ w trakcie przygotowania ocenianej pracy,
zawiera on wykaz 116 materialow zrodlowych oraz 7 #rodel internetowych. W ostatnie]
czesci, Aneksie, zawarto dodatkowe wyniki takie jak tabelaryczne dane dotyczgce morfologii
badanych szczepow, sekwencje wybranych szczepow z zaznaczeniem delecji i podstawienia,
wykresow ilustrujacych wzrost wybranych kultur na réznych pozywkach.

Praca jest napisana zwigzlym jezykiem, kolejnos¢ rozdziatéw jest adekwatna do
realizowanych celow i sa one rozplanowane W taki sposob, ze wynikaja kolejno z siebie, badz

tez tematyka jest w sposob dos¢ oczywisty umiejscowiona w danym miejscu rozprawy.

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska pana Wojciech P. Kukuty koncentruje
sie na badaniach dotyczacych jednego z patogenow  borowki wysokiej (Vaccinum
corymbosum), a mianowicie — Valdensia heterodoxa, sprawcy brunatne] plamistosci borowki
wysokiej.

Borowka wysoka jako roslina wazna gospodarczo  wystgpuje wérod  upraw
owocowych w Polsce od stosunkowo niedtugiego czasu. Wedlug danych Agencji

Restrukturyzacji i Modernizacji Rolnictwa powierzchnia uprawy borowki wysokiej w Polsce



INSTYTUT INZYNIERI SRODOWISKA
| BIOTECHNOLOGII

h UNIWERSYTET ul. Kominka 6, 6a ; 45-032 Opole
o OPOLSK] tel. +48 77 401 60 50

lisib@uni.opole.pl

wyniosta ponad 12 tys. ha w 2023 roku i bvla wigksza niz w poprzednim roku. Wraz z
popularyzacjg uprawy tej rosliny, na plantacjach towarowych i w ogrodach przydomowych,
zaczely pojawiad sie takze zagrazajace jej patogeny. Spowodowalo to koniecznosé podjecia
badan nad ich biologia i zwalczaniem w obrebie upraw borowki wysokiej. V. heterodoxa jest
Jednym z takich patogenéw. Zostal on po raz pierwszy zidentyfikowany w Polsce na boréwee
wysokiej w 2011 roku, i pomimo uplywu sporej liczby lat nie doczekal si¢ w Polsce, az do
chwili obecnej, bardziej szczegdlowego opracowania. Zatem przedstawiona do oceny praca
uzupelnia istniejaca w Polsce luke w nauce oraz praktycznej ochronie roslin przed chorobami.
Patogen ten znany byl na terenie Polski Juz wezesnie] ze stanowisk naturalnych, z roslin
takich jak boréwka czarna (Vaccinium myrtillus) i boréwka brusznica (V. vitis-idea) oraz
szeregu innych gatunkéw, ktore podawane byly jako potencjalni zywiciele tego patogena
zaréwno w Polsce jak i na $wiecie. Wykaz roslin zywicielskich zostal zamieszcezony przez
autora w tabeli numer jeden w czgscl dotyczacej przegladu li teratury.,

W przegladzie literatury autor przedstawil informacje historyczne dotyczace patogena,
omowil  zagadnienia dotyczace nazewnictwa i stanowiska systematycznego, a takze
przedstawil polskie i angielskie nazewnictwo choroby powodowanej przez V. heterodoxa. W
dalszej kolejnosci doktorant omowil dos¢ szezegblowo budowe, biologie oraz cpidemiolog
patogena, a takze jego wystepowanie biologiczne i geograficzne. Zostaty przez niego
przedstawione i opisane objawy chorobowe powodowane przez V. heterodoxa, a takze danc
dotyczace jego zwalczania. Ciekawostka jest, ze V. heterodoxa ma znaczenia w ochronie
roslin jako sktadnik biopreparatu przeznaczonego w Kanadzie do zwalczania Inwazyjnego
gatunku Gaultheria shallon - o czym takze wspomniano w ocenianej pracy.

Prowadzone przez doktoranta badania wymagaty od niego zastosowania roznorodnych
technik badawczych zaréwno laboratoryjnych, jak i sluzacych do badan terenowych. Dzieki
temu doktorant w swojej pracy badawczej wykazal si¢ szerokim warsztatem i umiejetnoscia
stosowania réznorodnych metod badawczych poczawszy od klasycznych metod stosowanych
w fitopatologii, po metody nowoczesne np. molekularne, oraz obserwacje i badania terenowe.
Niektore z przeprowadzonych przez niego eksperymentow wymagaly pomyslowosci i wlasnej
inicjatywy w rozwigzaniu probleméw metodologicznych jak np. badania dotyczace wyrzutu
zarodnikow konidialnych, ¢zy tworzenia apotecjéw w warunkach naturalnych. Dowodzi to

dobrego przygotowania autora do pracy badawczej oraz rozwiazywania probleméw o

(O8]
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charakterze naukowym. Uzyskane przez doktoranta wyniki badan zostaly przez niego
przeanalizowane i opracowane z wykorzystaniem dostepnych mu narzedzi analitycznych oraz
przedstawione w sposob tabelaryczny oraz graficzny.

Pomimo dosé sporej ilosci literatury i danych naukowych z zakresu biologii i
snaczenia V. heterodoxa, pracg nalezy uzna¢ za wartosciowa, oryginalna 1 o wysokiej
warto$ci merytorycznej oraz naukowe;. Wiele zawartych w niej informacji przedstawiono po
raz pierwszy. jak np. dane dotyczace zrdznicowania morfologicznego 1 genetycznego
patogena w Polsce, co pozwolilo na wyciagnigcie istotnych wnioskow. Dowiedziono sporego
zrdznicowania w rozmiarach sarodnikéw konidialnych, ktérych wielkosci odbiegajg od
danych literaturowych, przy c¢zym wykazano pewien zwigzek tych rozmiaréw z
pochodzeniem szczepow z roznych zywicieli. Wskazano warunki wzrostu wegetatywnego
grzybni 1 sarodnikowania. Probowano uzyskac, bez powodzenia, stadium ptciowe, dzigki
czemu mozliwe bylo stwierdzenie, 7€ W warunkach Polski najprawdopodobniej ono nie
wystepuje, €zego potwierdzeniem jest niskie zroznicowanie genetyczne badane] grupy
szezepow, mimo ich pochodzenia z roznych i odleghych regionow Polski.

Przeprowadzone testy Z fungicydami daja takze podstawy do planowania zabiegow
ochronnych, cho¢ jednoczesnie pokazujg niski potencjal fungicydow obecnych na rynku.
Niestety zadawalajace wyniki co do ograniczania rozwoju grzybni uzyskano tylko po
zastosowaniu mieszaniny piraklostrobiny i boskalidu zastosowanej W stgzeniu 100 ppm, co
stanowi ilo§¢ znacznie przekraczajaca dawke polowa substancji aktywnej. Nalezy tu
podkreslic przydatnos¢ tej cze$cl badan w swietle braku zalecen co do ochrony borowki
wysokiej przed V. heterodoxa. Mimo, ze obecnie grzyb jest uznawany za patogena o malym

znaczeniu (https://calfert.pl/naiwaznieisze—chorobv—borowki-wvsokiei/ - informacja z marca

2024 r.), nalezy spodziewac sie dalszego jego rozprzestrzeniania, zwlaszcza w regionach
potozonych blisko lasow i o dostatecznej wilgotnosei, zatem takie badania powinny by¢
kontynuowane i wzbogacane 0 dalsze elementy dotyczace rozwoju patogena, jak np. wplyw
srodkéw ochrony roslin na kielkowanie zarodnikow i nawiazywanie kontaktu pasozytniczego
przez grzyba.

W oceniane) pracy doktorskiej pojawiaja si¢ cenne spostrzezenia wynikajgce z
wnikliwych studiow wlasnych 1 literaturowych, a to np. informacja dotyczaca braku

wystepowania V. heterodoxa na innych roslinach niz gatunki z rodziny Ericaceae, O stawia

4
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dotychczasowe doniesienia co najmniej pod znakiem zapytania, a z pewnoscia wymaga to
dokladniejszego zbadania, w tym srodowiskowego, molekularnego i infekcyjnego (faktyczna
zdolnos¢ V. heterodoxa do porazania innych gatunkéw) i ustalenia czy obserwacje sa sluszne,
czy jest to zbieg okolicznosci. Kolejna wazna obserwacja to to, ze mechanizm uwalniania
zarodnikéw mozna wykorzystaé w laboratorium do uzyskania kultur jednozarodnikowych, a
takze okreslenie wysokosci lotéw konidisw.

Waznym takze jest ustalenic, ze V. heterodoxa to gatunek malo zréznicowany
genetyeznie mimo duzych dystansow dzielacych poszezegdlne badane populacje, a takze

mimo pochodzenia z réznych zywicieli, co pozostaje w zgodzie z badaniami sSwiatowymi.

Poprawnosé redakevina rozprawy

Co do zasady praca spelnia wymogi stawiane dysertacjom doktorskim, jednak w toku
Je] przygotowania autor nie uchronit si¢ przed usterkami technicznymi. Podczas czytania
zauwazylam liczne bledy pisarskie, tzw. literowki, nieprawidtowe zapisy W postaci
pominigcia kursywy (np. str. 20, 8-y wiersz od gdry) w nazwach lacifiskich lub jej
wprowadzenia do np. skrétu ..sp.” (str. 81. 6 wiersz od dotu), ktéry co do zasady nie powinien
by¢ pisany kursywa. Wiele tytutdow tabel, wykresow, czy fotografii zakonczono kropka, a co
do zasady kropki nie stawia si¢ w tytule (vide - tytuly ksigzek, prasowe, itp. oraz zasady
pisowni). W pracy pojawit si¢ nawet jeden blad ortograficzny, mianowicie str. 15 — jest ,nie
sasiadujacych” a powinno by¢ .hiesasiadujacych”.

W opisie metody izolacji DNA grzyba uzyto okreslenia ,,rozdrobnienia tkanki” co w
odniesieniu do grzybni jest nieprawidlowe (str. 20, wiesz 14 od dotu).

Ryciny 3,4,5 obrazujace filogramy/drzewa filogenetyczne przedstawiono uzywajac
zbyt drobnego druku, przez co g one niemal nieczytelne, a w kazdym razie bardzo trudne w
analizie. Rycina 16B zawiera stanowczo zbyt drobny druk.

Wykres 4 (str. 74) zostal pozbawiony opiséw do osi, czyli ,.Liczba zarodnikéw™ — 0§
pionowa i ..Liczba dni” — 0§ pozioma,

W odniesieniu do rycin 4 i 5 zastosowano pogrubienie, czego zasadniczo nie

praktykowano w ocenianej pracy doktorskiej, czyli jest to odstepstwo od przyjetej regul y.
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W niektorych tabelach podawano pod nimi wyjasnienie zaznaczone gwiazdka (%),
jednak nie pojawiala si¢ ona w samej tabeli (np. tabela 14 i dalsze zawierajace oznaczenia
literowe poziomu istotnosci wynikow).

W odniesieniu do tabeli 27, w wyjaénieniu pod nia. podano okreslenia »POWYZE]
przekatnej” 1 .ponizej przekatnej” — warto by bylo umiesci¢/marysowac ta przekatna w tabeli.

Na str. 59 omawiano warunki zarodnikowania w zaleznosci od zastosowanego
wariantu indukeji tegoz. W metodyce podano ,,wariant 37 natomiast w czesci wynikowej na

ww. stronie podano ,.wariant I1I”. Powstala w ten sposob niezgodnosc oznaczenia.

Uwagi polemiczne i pvtania do autora

Po przestudiowaniu przedlozonej mi do oceny monografii nasungly mi si¢ nast¢pujace

spostrzezenia, uwagi 1 komentarze, a takze pytania do doktoranta:

e Wariant 3 dotyczacy badania/indukcji sarodnikowania grzyba zostat podany jako
modyfikacja wlasna danych z literatury, ale nie podano na czym doktadnie polegata ta
modyfikacja.

e Czy doktorant spotkal informacje/badania dotyczgce wystgpowania 1 tworzenia
specyficznych toksyn odgrywajacych role w opanowaniu tkanki roslinnej przez
V. heterodoxa w zwiazku z wystepowaniem czerwonej obwodki wokol plamy
chorobowej na zasadzie podobnej do Cercospora beticola? Analogia nasuwa sig
niemal automatycznie, szczegolnie, Ze obwodki te pojawiaja si¢ pod wplywem
swiatla.

o Czy zréznicowanie W wymiarach zarodnikow V. heterodoxa, zdaniem autora,
mogloby by¢ podstawa do wyodrebnienia np. nizszych od gatunku jednostek np.
odmian/form/form specjalnych, swlaszeza, ze w pracy wykazano powiazanie tego
parametru z pochodzeniem Z roznych roslin zywicielskich? Czy moze jest to
sroznicowanie srodowiskowe, powiazane tylko chwilowo z zywicielem i w razie jego
zmiany moze nastapic takze zmiana rozmiaru zarodnikow? Podobne analogie
wystepuja w przypadku Claviceps purpurea sensu lato i jego sklerocjow, cho¢ w tym
przypadku sroznicowanie genetyczne dato podstawy do bardziej wyraznego podzialu.

e Niedosyt pozostaje po zapoznaniu  Si¢  Z rezultatami  badan  dotyczacych

zarodnikowania testowanych izolatow w warunkach in vitro, wida¢, ze autor

6
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obserwowal ilosciowo zarodnikowanie w czasic i dla poszczegolnych kultur, zatem
pojawia si¢ brak wynikéw w postaci np. wykresu zaleznosci liczby wytwarzanych
konidiéw od czasu.
W powyzej wspomniany badaniu, w metodyce, podano, ze obserwacje
zarodnikowania na pozywce prowadzono 7, 14, 21 i 28 dni od zalozenia
doswiadczenia, natomiast w czgscl wynikowej pojawia sie informacja, ze ,.zarodniki
pojawialy sie juz po 8 dniach™, zatem powstaje niescislog¢ metodologiczno-
wynikowa.
W czesei wynikowej omowiono dokladnie warunki wzrostu poszczegdlnych badanych
kultur V. heterodoxa na roznych pozywkach i w roznych warunkach, zawarto je w
kilku tabelach, ale brakto sumarycznego podsumowani/us’rednienia/pogrupowania
tych wynikéw np. w formie wykreséw, co znaczaco ulatwiloby ich przyswojenie.
Niestety wykresy zawarte w Aneksie nic dajag ww. sumarycznego spojrzenia na te
grupe wynikow. Innym ewentualnym miejscem na takie podsumowanie moglby by¢
rozdzial Dyskusja.
Dlaczego w badaniu przyrostéw grzybni w réznych warunkach nie zastosowano
Jednakowego zestawu temperatur, dlaczego jest to temperatura 19°C dla ciemnosci
oraz fotoperiodu i 20°C dla badan realizowanych ze swiatlem dziennym?
Na stronie 61 (wers 12 od dotu) pojawia sie zapis: »PO Zastosowaniu wszystkich ze
stgzen”, jest to blad — stezen sie nie stosuje, ani one nie dzialaja; stosuje sie substancje
W stezeniach; powinno byé np.: ..po  zastosowaniu badanych fungicydow we
wszystkich ustalonych/wytypowanych do badan stezeniach™,
W wielu miejscach pracy pojawiaja si¢ zdania np. »Szezegdly zawarto w tabeli 24.”
(str. 61), jest to niepotrzebne, znacznie lepszym byloby zastosowanie odsylacza na
koncu poprzedniego zdania, czyli zapisu: .,.... (Tab. 24).
W odniesieniu do zarodnikowania grzybni na porazonych lisciach (str. 75)
zastosowano nie do konca adekwatny tytul rozdzialu, a mianowicie tytul informuje o
badaniu uwalniania zarodnikéw na rézne wysokosci, a nie wspomina o 0g0lnym
badaniu zarodnikowania na lisciach.
Brakuje mi w podsumowaniu ogolnego opisu choroby, tj. wskazania. ze patogen

zimuje na opadlych lisciach, wymaga pewnych warunkéw do wytworzenia sklerocjow
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i potem w kolejnym roku zarodnikow, ze stadium plciowe do chwili obecnej nie
sostalo w Polsce stwierdzone, Ze objawy chorobowe intensywniej rozwijajg si¢ na
nizej polozonych lisciach, anizeli na tych umiejscowionych na wierzcholku rosliny.
Brak takze prostego zalecenia dotyczacego usuwania i palenia opadtych lisci (bo moga
by¢ zrédlem zakazenia, a takze dobra pozywka dla patogena) oraz innych
praktycznych dla plantatorow informacji, cho¢by o lokalizacji jagodnikow. Te
wszystkie informacje w sposob bezposredni lub posredni w pracy wystepuja, ale
trzeba ja calg przestudiowac, aby dojs¢ do takich wnioskow.

e Czy autorowi znane s3 mozliwoéci biologicznego zwalczania V. heterodoxa? Jak
doktorant zapatruje si¢ na taka mozliwose? Czy wiasne obserwacje i do$wiadczenie
badawcze podpowiadaja autorowi ewentualny kierunek poszukiwania biopreparatu
skutecznego w  ochronie przed V. heterodoxa? Czy zdaniem doktoranta
Coniothyrium minitans, jako antagonista Sclerotinia sclerotiorunm. 2 wige takze
przedstawiciela Sclerotiniaceae, moglby by¢ uzyteczny W ochronie przed
V. heterodoxa?

o Wniosek nr 2 dotyczacy warunkow wystepowania V. heterodoxa zostal podjety na
podstawie obserwacji, jednak zadne dane metodyczne nie zostaly dla nich opisane,
zatem wnioskuje, ze bardziej wysunieto go na podstawie o0gélnego odczucia,
obserwacji i do§wiadczenia autora, niz metodycznych badan.

e Whiosek nr 6 wydaje sig by¢ zbyt optymistyczny w $wietle uzyskanych rezultatow,
gdyz po pierwsze, nie uzyskano calkowitego sahamowania rozwoju grzybni, a po
drugie nie badano wplywu fungicydow na faktyczne porazenie lisci borowki, zatem
raczej nalezaloby zasugerowad kierunek dalszych badan w celu ustalenia najlepszych
wariantow ochrony borowki przed porazeniem, badz przed rozwojem infekcji, a takze
wplywu fungicydow na zarodnikowanie, kielkowanie zarodnikow, nawiazywanie

kontaktu pasozytniczego i dalszy rozwoj grzybni i opanowywanie tkanek liscia.

Podsumowujac nalezy zauwazy¢, ze doktorant wykonal istotna praceg badawcza
przeprowadzajgc roznego rodzaju eksperymenty, wymagajace od niego szeregu umiejetnosci,

poczawszy od umiejetnoscl organizacyjnych, planowania badan, dzialania w terenie, po
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wysublimowane techniki laboratoryjne, az po zebranie wynikéw oraz ich analizowanie j
przedstawienie. Cele badawcze zostaly osiagniete, a hipotezy - potwierdzone.
Wobec powyzszego nalezy uznaé, ze doktorant opanowal szeroki wachlarz umiejetnosei
badawczych oraz analitycznych i rokuje jako przyszly pracownik nauki, a uwagi zawarte w
niniejszej recenzji pozwola jemu na przygotowanie wartosciowego materiatu publikacyjnego

oraz na ukierunkowanie dalszych badar.

Whioski konicowe

Praca doktorska mgr inz. Waojciecha P. Kukuly stanowi wartosciowy material zaréwno
z punktu widzenia naukowego jak i praktyki ogrodniczej/sadownicze;. Zatem, stwierdzam, ze
przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Wojciecha P. Kukuly spetnia ustawowe
Wymagania stawiane pracom doktorskim, gdyz prezentuje oryginalng wiedze oraz stanowi
oryginalne rozwiazanie problemu naukowego, dowodzi umiejetnosei realizowania przez
doktoranta badan naukowych, a takze stanowi Jednorodna tematycznie rozprawe w postaci
monografii naukowej. W zwiazku z powyzszym stwierdzam, 7e rozprawa doktorska
pt. ..Charakterystyka grzyba Valdensia heterodoxa (Peyr.) sprawcy brunatnej plamistosci
borowki wysokiej” spelnia warunki okreslone w Ustawie z dn. 14 marca 2003 roku
0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz; U,
22017 r., poz. 1789) w zwiazku z art. 179 Ustawy z dn. 3 lipca 2018 roku Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z2018 1., poz. 1 669)

i wnioskuje o dopuszezenie mgr inz. Wojciecha P. Kukuly do dalszych etapow postepowania
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doktorskiego.







