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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Steglinskiej
pt. "Opracowanie strategii zapobiegania rozwojowi fitopatogen6w ziemniaka
sadzeniaka (Solanum tuberosum L.) w oparciu o ekologiczne rozwigzania

biotechnologiczne.”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Steglinskiej,
wykonana zostata pod kierunkiem Pani profesor dr hab. Barbary Gutarowskiej i Pani
prof. dr hab. inz. Doroty Kregiel na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechniki L 6dzkiej w ramach Interdyscyplinarnej Szkoty Doktorskiej.

Zakres pracy obejmowat 2 etapy badawcze:

1. Wskazanie markerébw wczesnego porazenia ziemniaka sadzeniaka (w
postaci lotnych zwigzkéw organicznych) wydzielanych przez patogeny oraz przez
zainfekowane sadzeniaki oraz okreslenie parametréw fizjologicznych wzrostu
ziemniaka po infekcji patogenami.

2. Opracowanie biopreparatéw biologicznych do ochrony ziemniaka
sadzeniaka przed rozwojem fitopatogenéw zawierajgcych 1) zywe komérki drozdzy
nalezgce do kladu Metschnikowia pulcherrima, 2) zywe komérki bakterii kwasu
mlekowego oraz 3) wodne ekstrakty roslinne. W ramach tego etapu wykonano skrining
szczepow drozdzy (10), bakterii fermentacji mlekowej (100 szczepéw), ekstraktow
rodlinnych (wodne i wodno-glikolowe z 22 roslin) pod katem aktywnosci przeciw
wybranym patogenom ziemniaka.

W przypadku drozdzy Metschnikowia pulcherrima przeprowadzono szereg
testow laboratoryjnych w kierunku

e tworzenia pulcherriminy (w gtéwnej mierze odpowiedzialnej za zdolnoéé
tego gatunku drozdzy do biokontroli innych drobnoustrojéw),

e zdolnosci produkowania enzyméw przez testowane drozdze oraz
wykonano obszerne badania w kierunku wyboru optymalnej pozywki
hodowlanej.

W przypadku testéw in vitro dotyczgcych bakterii fermentacyjnych rowniez
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e dokonano wyboru pozywki w celu hodowli w skali mikro oraz
e oceniono zdolno$¢ bakterii do wytwarzania kwaséw organicznych i
etanolu.

Badania w zakresie opracowania trzeciego biopreparatu zawierajgcego
ekstrakty ro$linne obejmowaty analize sktadu chemicznego za pomocg GC-MS
(chromatografia gazowa ze spektrometrig mas).

Dla wszystkich opracowywanych biopreparatéw wykonano takze testy in vivo
okreslajgce skuteczno$¢ izolatéw drozdzy, szczepdw bakterii orz wyciagow roslinnych
przeciw Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Pectobacterium
carotovorum, Alternaria tenuissima, Fusarium sambucinum, Rhizoctonia solani,
Colletotrichum coccodes, Phoma exigua, Streptomyces scabiei.

Niezmiernie istotnym aspektem tej rozprawy jest takze ocena wplywu
opracowanych biopreparatbw na 1) obnizenie zanieczyszczenia ziemniaka
sadzeniaka metabolitami fitopatogennych grzybéw oraz na 2) wzrost i aktywnos$é
fizjologiczng ziemniaka sadzeniaka po zastosowaniu tychze biopreparatéw. Testy te
zostaly zrealizowane w laboratorium (za pomocg LC-MS/MS chromatografia cieczowa
z tandemowg spektrometrig mas) oraz w testach szklarniowych (in situ), odpowiednio.

CatoS¢ zaplanowanych i zrealizowanych badari obejmowaty badania
mikrobiologiczne, chemiczne i testy szklarniowe. Sg to bardzo spéjne dziatania i
klarownie opisane oraz sprawnie wykonane. Nalezy szczegélnie podkresli¢, ze
wszystkie oméwione zagadnienia stanowig cafo$¢ $wietnie zrealizowanego projektu
badawczego (nr 00010.DDD.6509.00016.2018.05 finansowanego przez ARIMR).
Przedtozona rozprawa jest wzorcowym przyktadem zaplanowania etapéw badari i
dobrze przemyslanego zrealizowania kompleksowych i kompatybilnych ze sobg
testow dostarczajgcych wynikéw, ktdre ostatecznie pozwolily na zrealizowanie
przyjetych zatozen dotyczgcych opracowania strategii ochrony sadzeniaka ziemniaka.
Oczywiscie nalezy pamieta¢, ze wszystkie przedstawione w rozprawie badania
wynikiem pracy zespotowej, ale dofgczone o$wiadczenia wspétautorow bezwzglednie
wskazujg na wiodgcg role doktorantki. Dodatkowo tak kompleksowe badania
obejmujgce rézne aspekty realizowane byly w ramach wspétpracujacego ze soba
zespotu badawczego, co jest dodatkowym atutem tej rozprawy. Jest to takze dowodem

na umiejetnos¢ Doktorantki wspétpracy w zespole.
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Rozprawe stanowi kompilacja pieciu spéjnych tematycznie artykutéw, cztery z
nich opublikowano w roku 2022, a pigty w roku 2023. Dwa artykuly sg opublikowane
w Molecules, natomiast kolejne po jednym w Agronomy, Applied Sciences i w
International Journal of Environmental Research and Public Health. Wszystkie sg
pracami oryginalnymi prezentujgcymi wyniki otrzymane przez Doktorantke w ramach
pracy zespotowej. Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania tych prac (Impact Factor:
IF) wynosi 21,255, tgczna liczba punktéw MEIN to 620 pkt. Do dysertacji dotgczono
takze oswiadczenia wspotautoréow o udziale w publikacjach, co zostato jeszcze
dodatkowo opracowane w postaci tabel wskazujgcych udziat merytoryczny autoréw w
kazdej z publikacji. Procentowy udziat Doktorantki we wszystkich pracach ksztattuje
sie z zakresie 60-65%.

W Swietle przedstawionych danych, zestawienie tych prac tak, aby tworzyty
rozprawe doktorskg nie budzi moich watpliwosci. Prace stanowigce rozprawe, przed
opublikowaniem w periodykach naukowych, podlegaly wnikliwej i rygorystyczne;
recenzji (peer-review) specjalistéw i edytoréw naukowych i uzyskaty ich pozytywne
opinie. Nie widze zatem konieczno$ci omawiania strony edytorskiej tych prac w dalsze;
czesci mojej oceny.

W sktad rozprawy wchodzi

e krotkie Streszczenie w jezyku polskim i angielskim,

e wykaz zastosowanych skrétéw,

e wykaz publikacji wchodzacych w sktad dysertacji oraz

e omoéwienie osiggnig¢ badawczych, ktére poprzedzone jest genezg i
celem pracy, zakresem pracy i przedstawieniem hipotez badawczych
oraz omowieniem metod badawczych. Cato$¢ opracowania (36 stron)
zakonczone jest wnioskami (9), ktére kompatybilnie odzwierciadlajg
postawione hipotezy badawcze. Cato$¢ koriczy sie podsumowaniem
oraz wykazem literatury.

Geneza prezentujgca uzasadnienia podjecie tej tematyki badan w krétki sposob
zawiera informacje o produkcji ziemniaka, przechowywania sadzeniakéw oraz o
gtéwnych patogenach — Doktorantka wymienia mikroorganizmy, ktére wywotujg
choroby bulw z grupy grzybéw i bakterii. Sg to w wigkszoéci obiekty, ktére byly
przedmiotem badan, w tej grupie wymieniony zostat takze obiekt kwarantannowy
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(Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus). Niestety w tym wykazie patogenow
pominigto drugi wazny patogen, takze kwarantannowy- Ralstonia solanacearum
(aczkolwiek Doktorantka wspomina o nim w publikacji nr 4). W dalszej czesci tekstu
zawarto informacje, ze zarébwno w przypadku drozdzy M. pulcherrima, bakterii kwasu
mlekowego jak i wykorzystania ekstraktéw roslinnych z fatwo dostepnych w Polsce
roslin, brakuje szeroko zakrojonych badan oceniajgcych ich przydatnoéé do ochrony
ziemniakow sadzeniakéw. Stanowi to uzasadnienie podjecia badar ukierunkowanych
na opracowanie trzech biopreparatow opartych na wymienionych substancjach i
mikroorganizmach. W zwigzku z tym brak jest wynikéw pozwalajacych okreslié efekt
stosowania wytypowanych mikroorganizméw pozytecznych na wzrost i rozwoj
ziemniakéw sadzeniakébw po zakoriczonym okresie przechowalniczym. Nie
prowadzono takze dotgd badan oceniajgcych wptyw opracowanych biopreparatéw na
profil wytwarzanych przez fitopatogenne grzyby mikotoksyn, (Autorka zamiast
fitopatogenne grzyby uzywa sformutowanie ,plesnie’, co uwazam jest troche
niefortunne).

Za bardzo interesujgcg cze$¢ badawczg rozprawy uwazam wyznaczenie
markeréw (lotne zwiazki organiczne) wczesnego porazenia ziemniaka
sadzeniaka wybranymi fitopatogenami oraz zaproponowano parametry
fizjologiczne S. tuberosum L., ktére mozna uzna¢ za najbardziej przydatne wskazniki
swiadczgce o porazeniu bulw (publikacja nr 1). Publikacja nr 1 zawiera takze
informacje o stosowaniu, podczas testow szklarniowych, $rodka ochrony roslin o
nazwie handlowej Limocide, ktory m.in miat chroni¢ rosliny przed stonka
ziemniaczang. Przyznam, Zze przeczytatam to z zaskoczeniem, wiec w tym miejscu
poprosze o troche wigcej informacji. W publikacji nr 2. przedstawiono wyniki
poszczegolnych etapow badan prowadzacych do opracowania pozywki serwatkowe;
do hodowli wytypowanych do biopreparatu zywych komérek drozdzy M. pulcherrima
TK1. W tym miejscu nalezy podkreslié wartoéciowy wniosek wynikajgcy z badan
Autorki, ze izolaty $Srodowiskowe Metschnikowia spp. byly bardziej aktywne niz
szczepy kolekcyjne. Badania wykazaty takze, ze aktywno$¢ antydrobnoustrojowa
zwigzana jest gtownie z obecnos$cig zywych komorek drozdzy, a mniej z ich
pozakomoérkowymi metabolitami. Kolejna publikacja (nr 3) dotyczy drugiego preparatu

zawierajgcego bakterie kwasu mlekowego. Przeprowadzono screening 100 szczepéw
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bakterii kwasu mlekowego. Na podstawie uzyskanych wynikéw wytypowano szczep L.
plantarum KB2 LAB 03 o najlepszej aktywnosci, dla ktérego opracowano takze
pozywke serwatkowg do produkcji w skali mikro. Badania zmierzajace do
opracowania trzeciego biopreparatu na bazie ekstraktow roslinnych zawarto w
publikacji nr 4. Dokonano identyfikacji profilu lotnych zwigzkéw najbardziej aktywnych
ekstraktow roslinnych i na podstawie testow in vivo wskazano wodny ekstrakt z
czosnku jako najlepszy wariant biopreparatu roslinnego dla ochrony ziemniaka
sadzeniaka.

Podsumowujgc ten etap badan nalezy uznaé, ze Doktorantka wytypowata
najbardziej aktywne szczepy drozdzy M. pulcherrima TK1 i bakterii L. plantarum KB2
LAB 03 oraz wodny ekstrakt z czosnku do opracowywanych biopreparatéw i
opracowata pozywki hodowlane z odpowiednig suplementacjg. Jest to wartosciowe
dokonanie, jednakze nie moge sie zgodzi¢, ze mozna to nazwaé strategig
zapobiegania rozwojowi patogenow sadzeniaka. Autorka zaproponowata preparaty do
stosowania, ale nie opracowata strategii ich stosowania, ktéra powinna opisywaé
terminy stosowania, konieczne do spetnienia warunki (np. liczba zabiegéw oraz
metody aplikowania, konieczne powtérzenia, warunki termiczne podczas aplikacji).
Zatem poprosze Doktorantke o zaproponowanie takiej strategii ochrony sadzeniaka w
oparciu o jeden, dwa a moze trzy biopreparaty stosowane samodzielnie lub moze
tacznie i wskazanie warunkéw granicznych dla uzyskania najbardziej pozadanych
efektéw ochrony sadzeniakéw.

W piatej publikacji sktadajgcej sie na dysertacje oceniono wptyw biopreparatow
na obnizenie zanieczyszczenia ziemniakéw sadzeniakow mykotoksynami oraz stan
fizjologiczny ziemniakéw sadzeniakéw (Doktorantka postuguje sie zapisem
.mikotoksyny”, osobiécie uzytabym forme ,mykotoksyny”). Na podstawie
przeprowadzonych badan nie uzyskano jednoznacznego potwierdzenia mozliwosci
ograniczenia wszystkich produkowanych przez patogeny mykotoksyn, a jedynie (a
moze ,az’) zostata ograniczona zawarto$¢ niektérych mykotoksyn i fitotoksyn. Druga
cze$¢ badan tej pracy polegata na ocenie wplywu opracowanych biopreparatéw na
wzrost i aktywnos¢ fizjologiczng wysadzanych sadzeniakéw. Aplikacja biopreparatéw

z drozdzy i bakterii pozwolita catkowicie wyeliminowaé, a w przypadku ekstraktu z
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czosnku znaczaco zmniejszy¢, niekorzystny wptyw patogenéw na parametry stanu
fizjologicznego roélin - wzrost korzeni oraz wypetnienie korzeniami profilu glebowego.

Wszystkie opracowane biopreparaty do ochrony sadzeniakéw przed
patogenami zostaty zgtoszone do ochrony patentowej, co réwniez stanowi dodatkowg
wartos¢ prezentowanych badar.

Zatgczony kroétki wykaz literatury obejmuje 45 pozycji, w tym pie¢ pozycji to
polskojezyczne. Jednak z zaskoczeniem zauwazytam, ze w zamieszczonym wykazie
literatury nie znalazly sie zrédta, na ktore Doktorantka powotuje sie na stronie 21
(tabela zawierajgca przyktadowe czynniki biokontroli patogenéw ziemniaka, zawiera
ona jedynie dwie przytoczone w wykazie literatury pozycje).

W podsumowaniu chce stwierdzi¢, ze przedstawione badania reprezentujg
bardzo interesujgcy obszar badawczy bedacy odpowiedzig na potrzebe ochrony roslin
z wykorzystaniem produktéw mikrobiologicznych oraz naturalnych, z pominieciem
$rodkéw chemicznych.

Na zakonczenie, chciatabym poprosi¢ Doktorantke o wyjasnienie, dlaczego
testy in situ dotyczace wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych z wykorzystaniem
opracowanych preparatow wykonywata w temperaturze 25°C. Nalezy mie¢ na
uwadze, ze nie jest to temperatura przechowywania sadzeniakéw, zdaje sobie takze
sprawe, ze temp. 25°C byta prawdopodobnie czynnikiem stymulujgcym wzrost i rozwoj
inokulowanych patogenéw. Tym niemniej nalezy pamietaé, ze temperatura jestjednym
z wazniejszych czynnikéw determinujgcych skuteczno$é mikroorganizmow. W
warunkach przechowalniczych i w trakcie dluzszego czasu przechowywania
sadzeniakow opracowane preparaty mikrobiologiczne moga inaczej oddziatywac na
patogeny sadzeniakéw, co szczegblnie moze mie¢ miejsce w przypadku
wykorzystania drozdzy oraz wptywac na ich przezycie po aplikagii. Chciatabym takze
zapyta¢, dlaczego kazdy patogen byt reprezentowany w badaniach tylko przez jeden
izolat/szczep. Mam $Swiadomoéé obszernoéci prowadzonych badan, tym niemniej
zréznicowana podatno$é réznych szczepéw tego samego gatunku patogenu moze
zmieniac¢ interakcje z np. zastosowanymi biologicznymi czynnikami kontroli i moze by¢
czynnikiem decydujgcym o niepowodzeniu wykonanych zabiegéw ochronnych. Nalezy
to uwzgledni¢, aby opracowaé strategie minimalizujgcg takie ryzyko. Zmienna
podatnos¢ réznych szczepdw patogendw determinuje skutecznosé preparatow

ul. Wiadystawa Wegorka 20 Centrala 61 864 90 00 KONTO BNP Paribas Bank Polska S.A. O/Poznan
60-318 Poznan Sekretariat 61 864 90 05; 61 864 90 06 Nr63 2030 0045 1110 0000 0042 1600
www.ior.poznan.pl sekretariat@iorpib.poznan.pl NIP 7770002702



e
INSTYTUT OCHRONY ROSLIN
PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY

mikrobiologicznych, a czasem i produktéw roslinnych. Poprosze takze o informacje, w
jakim sektorze ochrony roslin i praktycznego wykorzystania biologicznych $rodkow
ochrony roslin szczegélne znaczenie ma szczep danego gatunku/czynnika biokontroli.

Na podstawie zatgczonego do dysertacji zyciorysu naukowego mozna
stwierdzi¢, ze zaangazowanie Doktorantki w prace naukows znalazto swoje
odzwierciedlenie w odbytach stazach naukowych oraz w udziale w realizowanych
projektach (3). Doktorantka zostata takze doceniona przez $rodowisko akademickie,
ktére przyznato Jej stypendia naukowe (w latach 2019-2023). Otrzymata takze
Nagrody za dziatalnoé¢ publikacyjng (w tym za publikacje bedgce czescig tej
dysertacji) oraz wyréznienie za referat na Sesji Mtodych Mikrobiologéw - co Swiadczy
0 umiejetnosci prezentowania swoich wynikdw na forum publicznym.

Na zakoriczenie chciatabym jeszcze wspomnie¢, ze Doktorantka przygotowata
bardzo starannie przeditozong rozprawe - merytorycznie, a szczegélnie pod wzgledem
edytorskim. Na uwage i uznanie zastuguje takze sprawne i szybkie zestawienie
uzyskanych wynikow i ich upowszechnienie (cato$¢ publikacji wchodzacych w sktad
dysertacji opublikowano w latach 2022-2023).

Uwazam, ze oceniana rozprawa spetnia warunki wymagane Ustawa z dnia 20
lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pozn.
zm.) i popieram wniosek o nadanie stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie

technologia zywnosci i zywienia mgr inz. Aleksandrze Steglinskiej

Prof. dr hab. Jolanta Kowalska
Poznan, 01.07.2023 r. O (,J%O q/@ﬁo k@/
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