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RECENZJA
rozprawy doktorskiej pt.” Ocena wrazliwosci polifagicznych grzybéw rodzaju
Fusarium na olejki eteryczne” Pani mgr Weroniki Walkowiak z
Samodzielnej Katedry Biotechnologii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Opolskiegio w Opolu.

Grzyby z rodzaju Fusarium to takson o dobrze zdefiniowanej pozycji formalnej oraz
biologicznej w mykologii i fitopatologii, budzacy coraz wieksze zainteresowanie takze w
mykologii lekarskiej. Najczesciej sa one traktowane jako fakultatywne patogeny wielu roslin
waznych gospodarczo, gléwnie zboz lub jako glebowe saprotrofy. Sg to grzyby niezwykle
plastyczne i ekspansywne dzigki tworzeniu licznych form specjalnych i ras fizjologicznych,
ktore determinuja szybkie procesy adaptatywne, w tym nabywanie opornosci na srodki
ochrony roslin. U roélin wywolujq fuzariozy, u czlowieka i zwierzat hialohyfomykozy
roznych tkanek i narzadow. Gatunkami najczesciej wymienianymi w mykologii medycznej sg
F. solani, F. oxysporum, F. culmorum i F. moniliformae wszystkie wykazujq tendencje do
zajmowania naczyfi krwionosnych, co jest przyczyna zakrzepow i ﬁlartwicy tkanek.
Najwigksze zagrozenie stanowia mykotoksyny fuzaryjne, znajdujace si¢ w paszy zwierzat lub
w zywnosci pochodzenia roslinnego. Ich dziatanie jest wielorakie: powoduja nekrozy skory,
hamujg synteze biatek i DNA, wywohijg ,,syndrom krwotoczny” z objawami wewnetrznymi
w postaci wybroczyn, ,syndrom wymiotny” i zanik faknienia, stymulujg ,,syndrom
estrogenny” objawiajacy si¢ bezplodnos$cia. Wigkszo$¢ mykotoksyn Fusarium spp. odznacza
si¢ powinowactwem do szpiku kostnego, wywolujac u zwierzat aleukie pokarmowsa, a ludzi
aplazj¢ szpiku z zespolem objawow przypominajacych poczatkowa faze biataczki. W zwigzku
z powyzszym badania podjete przez Doktorantke uwazam za niezwykle istotne, zwlaszcza w
kontekscie poszukiwania bezpiecznych $rodkéw ochrony roglin przed trudnymi do zwalczania
grzybami z rodzaju Fusarium.

Temat jest wazny i aktualny, a konstrukcja pracy odpowiada wymogom stawianym

rozprawom doktorskim.

Dziekanat WP-T
1505, 2018

L.dzDPA- (3 /d&_l\



Prace rozpoczyna zwigzly i rzeczowy ,,Wstep” uwypuklajacy potencjalng aktywnos¢
grzybobdjcza olejkow eterycznych w stosunku do szerokiego spektrum fitopatogenow, w tym
grzybéw z rodzaju Fusarium. Stanowi ono tlo podjete; problematyki badawczej i
merytorycznie uzasadnia wybor tematu.

Rozdziat 1. ,Przeglad literatury”, bardzo bogaty w tresci, sklada sie z czterech
tematycznych podrozdziatow zredagowanych wyjatkowo przejrzyscie. Juz w tym momencie
daje si¢ zauwazy¢ dojrzatos¢ naukowa Doktorantki i jej wszechstronne przygotowanie do
realizowanego tematu.

Na poczatku rozdzialn Doktorantka zamieszcza ekofizjologiczna i biologiczng
charakterystyke grzybow z rodzaju Fusarium uwypuklajac ich dynamike mataboliczna, ktora
pozwala tym grzybom zasiedla¢ rozne $rodowiska oraz wykorzystywaé rozne zrodia pokarmu
i energii. Autorka zwraca uwage na ich potencjat biochemiczny w kontekscie produkc;ji
niebezpiecznych dla zdrowia i zycia mykotoksyn oraz potencjal patogenicznosci, ktérego
konsekwencja sa choroby roslin uprawnych, a zwiaszbza zbdz. Podaje aktualne stanowisko
systematyczne rodzaju Fusarium i wyjasnia z czego wynikaty problemy taksonomiczne
zwiazane z grzybami o dwoch stadiach rozwojowych, a do takich naleza badane przez
Doktorantke grzyby. Nastepnie, wskazuje metody stosowane aktualnie przy klasyfikacji
rodzaju Fusarium ustosunkowujgc si¢ do zalet i wad metod molekularnych. Moim zdaniem to
bardzo wazny fragment dla taksonomoéw oraz diagnostow, ktérzy czasami bezkrytycznie
podchodza do metod molekularnych zaniedbujac metody klasyczne. 4

W dalszej czgsci Doktorantka przedstawia doktadny opis grzybni wegetatywnej 1 jej
struktury, charakteryzuje enzymy hydrolityczne Fusarium, niezbedne w procesie infekcji i
patogenezy oraz fuzariotoksyny, produkowane przez wybrane gatunki. Bardzo wiele miejsca
poswigca mykotoksynom i ich oddziatywaniu na organizm cztowieka oraz zwierzat.

Doktorantka bardzo umiejetnie przechodzi do tych cech grzybow z rodzaju Fusarium,
ktore beda dotyczyty realizowanego przez nig tematu i wrazliwosci badanych grzybow na
roéznego typu fungicydy stosowane w ochronie zboz, glownie: zwiazki chemiczne z grupy
azoli, biofungicydy oraz olejki eteryczne, zawierajace allelopatiny. Allelopatiny, biorace
udzial w szeregu interakcjach biochemicznych zachodzacych w $rodowisku, dziatajq zaleznie
od ukfadu ekofizjologicznego i obecno$ci mikroorganizméw. Dziatanie to moze by¢
szkodliwe (statyczne, bojcze) lub korzystne (stymulacja wzrostu i rozwoju, regulacja
procesow biochemicznych itp.). Bardzo dobrze przedstawita to autorka przy opisie zjawiska

allelopatii.



Oczywistym jest fakt, Ze najwiecej miejsca w przegladzie literatury, Doktorantka
poswigcita charakterystyce olejkow eterycznych: od ich wystgpowania 1 powstawania poprzez
sktad chemiczny, podzial, cechy organoleptyczne do wlasciwosci, a zwlaszcza tych, ktore
mogg by¢ wykorzystywane w biologicznej ochronie roslin. Analizujac wpltyw roznych
olejkoéw eterycznych na grzyby, gtéwnie z rodzaju Fusarium, przytoczyla przyklady ich
destrukcyjnego dziatania na roze struktury komorkowe. Rozdzial 1. koncza przyktady
fungicydow na bazie olejkow eterycznych (drzewa herbacianego, grejpfruta, czosnku), ktore
sg juz w handlu.

W przegladzie literatury Doktorantka, w kilku miejscach, podkresla zdolnosci
przystosowawcze grzybow z rodzaju Fusarium, ktére sprawiaja, ze grzyby te szybko
uodparniajg si¢ na zmiany $rodowiskowe, w tym wszelkiego rodzaju $rodki
przeciwgrzybicze. Dlatego bardzo wazny jest nie tylko trafiony dobor tych srodkow, ale takze
ich stezenie.

Przed sformutowaniem celu pracy Doktorantka zalozyla (Rozdziat 2. Hipoteza™), ze
grzybobojcze dziatanie olejkow eterycznych o stezeniu do 2% na grzyby z rodzaju Fusarium
moze zalezec od sktadu chemicznego tych olejkow.

Cel pracy (Rozdziat 3. ,Cel pracy”) zostal sformutowany w formie dwoch zadan
badawczych. Pierwszym byla ocena wrazliwosci grzybow z rodzaju Fusarium, dokonana na
podstawie zmian morfologicznych i fizjologicznych na olejki eteryczne o roznym sktadzie
chemicznym i stezeniu. Drugim , ocena wptywu potencjatu allelopatycznego niskich stezen
olejkow eterycznych, hamujacych rozwdj grzybow z rodzaju Fusarium na zdolno$¢
kietkowania zainfekowanych ziarniakéw pszenicy.

Proponuj¢ aby cel byt jeden, np. ,Celem pracy byla ocena wrazliwosci grzybow z
rodzaju Fusarium na wybrane olejki eteryczne oraz wplyw potencjatu allelopatycznego
niskich stezen tych olejkow na zdolno$¢ kietkowania zainfekowanych ziarniakow pszenicy”.

Material badawczy (Rozdzial 4. , Materiat badan”) stanowito 5 gatunkow z rodzaju
Fusarium (F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum, F. oxysporum i F. poe)
wyizolowanych z porazonych ziarniakow pszenicy jarej (Iriticum aestivum), odmiana
Katoda, z terenu Niemiec (5 izolatéw) oraz terenu Polski (4 izolaty). Testowane olejki
eteryczne (0,025-0,05-0,125-0,50-1,0 i 2%) pochodzity z handlu: olejek tymiankowy, z trawy
cytrynowej, Litsea cubeba, werbenowy, z drzewa herbacianego, kajeputowy, czosnkowy i
grejpfrutowy. Skutecznosé¢ fungistatyczng tych olejkéw poréwnano z zaprawg Funaben T,

zastosowang w nizszym, wyzszym i zalecanym przez producenta stezeniu (O, 125-0,25-0,5%).



Do realizacji przyjetych zadan badawczych zastosowano bogate metody laboratoryjne
(Rodziat 5., Metody badan™): 1. Klasyczne- do izolacji grzybéw, makrohodowli
wyjéciowych, czystych kultur, identyfikacji oraz klasyfikacji, 2. Metody molekularne- do
potwierdzenia identyfikacji i klasyfikacji izolatow najbardziej wrazliwych na olejki eteryczne,
3. Metody bioinformatyczne- do porownawczych analiz molekularnych, 4. Metody
biochemiczne- do oznaczania sktadu chemicznego olejkow eterycznych (chromatografia
gazowa sprz¢zona ze spektrometria mas GC/MS), 5. Metody mikrobiologiczne- do analizy
mikrobiologicznej gleby uzytej w do$wiadczeniach wazonowych oraz 6. Metody
fizjologiczne- do oceny wplywu olejkow eterycznych na wzrost grzybni, kietkowanie
zarodnikéw, do wyznaczenia minimalnego stezenia grzybobdjczego najskuteczniej
dziatajacego olejku, do oceny energii i zdolnosci kietkowania ziarniakéw zaprawionych
przyjetymi stezeniami olejkow, niezaprawionych nimi i zaprawionych Funabenem T.

Uwzgledniajac  wyniki  skutecznosci grzybobojczej testowanych olejkow, w
doswiadczeniach wazonowych zbadano wpltyw olejku tymiankowego na wzrost siewek
pszenicy sztucznie inokulowanych izolatami grzyboéw. Nalezy podkresli¢, ze doswiadczenia
wazonowe zostaly przeprowadzone w 11 wariantach. Koncowe badania skupity sie wokot
wyboru najlepszego nosnika (sposrod szesciu) dla olejku tymiankowego- byl nim alginian
sodu o stezeniu 1,5%. Wplyw olejku tymiankowego i wybranego nosnika na ziarniaki
pszenicy sztucznie inokulowane zbadano przy uzyciu mikrobiotestu Phytotoxkit firmy
MicroBioTests Inc.

Metody zostaly dobrane bardzo starannie, tak aby badania byly prowadzone w
logicznej kolejnosci. Kazdy nastepny etap badan wynika z poprzedniego, a ich opis jest
doktadny i przejrzysty. Bardzo dobrze zostaly dobrane wszelkie kryteria poréwnawcze i
kontrolne. Wszystko to $wiadczy o duzych zdolnosciach warsztatowych Doktorantki, ktore
zastuguja na specjalne podkreslenie.

Najobszerniejszq cze$¢ pracy stanowi Rozdzial 6. »Wyniki i ich omdwienie”
zredagowany bardzo starannie. Doktorantka krok po kroku realizuje zatozenia pracy zgodnie
z przyjetym tokiem metodycznym, a wyniki dokumentuje tabelami i rysunkami w sposéb
czytelny (rys. 9-17 to zdjecia: makroskopowe grzybni i mikroskopowe- zarodnikow
poszczegdlnych gatunkéw). Uzyskane wyniki sg oryginalne i interesujace: w wieloaspektowy
sposéb potwierdzaja informacje juz znane na temat wykorzystania olejkow eterycznych w
ochronie roslin, ale tez wnosza szereg nowych danych, prezentujacych bardziej szczegotowe
podejscie do tego zagadnienia. Wyniki uwypuklaja znaczenie stezenia i skladu chemicznego

tych olejkow przy ewentualnym ich zastosowaniu i zwracajg uwage, ze wrazliwo$é grzybow



to nie tylko cecha gatunkowa, ale przede wszystkim cecha konkretnego szczepu,
uwarunkowana jego pochodzeniem.

Po przeanalizowaniu wynikéw chciatabym zwrocié uwage na te, ktore uwazam za
najistotniejsze:

1. Udowodnienie, ze olejki eteryczne, bogate w terpenoidy (tymol, o i B cytral) wykazujg
wysoka aktywno$¢ fungistatyczna, a najwyzsza, sposrod testowanych, olejek tymiankowy
(46% tymolu) oraz olejki z trawy cytrynowej i Litsea cubeba (do 62% cytralu)

2. Stwierdzenie wysokiej aktywnosci fungistatycznej olejku tymiankowego w stosunku do
grzybow z rodzaju Fusarium, niezaleznie od stosowanego stezenia;

3. Wykazanie, ze olejek tymiankowy o stezeniu 0,05% i 0,125% dziata podobnie jak zaprawa
Funaben T, skutecznie zabezpieczajac siewki pszenicy przed grzybami z rodzaju Fusarium;
4. Zaproponowanie wykorzystania olejku tymiankowego do konstruowania zapraw
nasiennych i wskazanie najefektywniejszych jego stezen (0,025-0,05-0,125%) oraz
najlepszego, dla tego olejku, nosnika (1,5% alginianu sodu z chlorkiem wapnia);

5. Stwierdzenie, ze zwiazki siarkoorganiczne, zawarte w olejku czosnkowym i limonen,
dominujacy w olejku grejpfrutowym skutecznie dziataja dopiero od stezenia 2%- to wazna
informacja, gdyz biopreparaty na bazie tych zwiazkow juz sg stosowane.

W kontekscie bardzo bogatych danych mam pewien niedosyt zwigzany z dyskusja
(Rozdziat 7. ,Dyskusja”)- jest dobrze napisana, ale zbyt skromna i nie powinna zawiera¢
powtorzenia wynikow. Sadze, ze wzbogacitby ja liczne informacje zamieszczone w
przegladzie pismiennictwa. Mam nadzieje, ze przygotowujac pracg do druku tak wiasnie
bedzie.

Prace koncza poprawnie sformutowane wnioski (Rozdzial 8. »Wnioski”), spis
literatury (Rozdziat 9. ,Spis literatury”- 170 pozycji, glownie anglojezycznych, dobranych
bez zastrzezen) oraz zwiezle streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Tekst napisany jest bardzo dobrym jezykiem, a styl i uklad tresci oraz jej zawarto$é
sprawiaja, ze prac¢ czyta sie¢ z duzym zainteresowaniem. Jednak wkradly sie pewne
niefortunne sformutowania, stad kilka uwag:

1. str.5- cyt... ,,zdolno$¢ do przezywania na resztkach pozniwnych w postaci saprotroficznej
grzybami”... W tym przypadku nie jest to wprawdzie bledne okreslenie, ale nalezy pamietac,
ze grzyby z rodzaju Fusarium (jak wiekszo$é grzybow) to saprotrofy, gdyz mogg rozwijaé sie
na szczatkach organicznych roznego pochodzenia, takze zwierzecych, a wtedy nie mozemy

uzy¢ terminu ,,saprofit”.



2. str. 6- cyt. ,, Znaczne ograniczenie rozwoju Fusarium zapobiegloby tworzeniu toksyno
tworczych dla ludzi i zwierzat mykotoksyn- to grzyby sa toksynotworcze a nie mykotoksyny.
3. str. 10- cyt. ,,Grzyby rodzaju Fusarium jako anamorficzne sa nazywane grzybami
plesniowymi”- one naleza do grzybow plesniowych jak wiele innych rodzajow tworzacych
obfita grzybni¢ powietrzna; ,,grzyby plesniowe” to okreslenie zwiazane z morfologia grzybni,
a anamorfizm- zwiazany jest ze stadium rozwojowym.

4. str 11- cyt. ,Fitopatogenicznos¢ tych grzybow polega na nawiazaniu pasozytnictwa
antagonistycznego  migdzy grzybami i ro$lina”- a kiedy pasozytnictwo jest
nieantagonistyczne?

5. str. 32. pkt. 1. Wzrost i kietkowanie zaliczono do cech morfologicznych, a to cechy
fizjologiczne.

Wszystkie zamieszczone w recenzji uwagi i sugestie nie wptywaja na ostateczna,
wysoka oceng pracy. Uwazam ja za bardzo wartosciowa, bogaty metodycznie, z nowym
podejsciem do podjetej problematyki; wazng ze wzgledow merytorycznych i aplikacyjnych,
do wykorzystania nie tylko w ochronie roslin, ale takze w profilaktyce i terapii grzybic o
etiologii fuzaryjne;.

W zwiazku z tym, ze temat zostal zaprojektowany i przeprowadzony wzorcowo, a
wyniki moga postuzy¢, jako tlo i punkt wyjscia, do projektowania dalszych badan
specjalistycznych i interdyscyplinarnych proponuje prace wyroznié¢ stosowng nagroda.

W  podsumowaniu, wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Przyrodniczo-
Technicznego Uniwersytetu Opolskiego o dopuszczenie pani mgr Weroniki Walkowiak

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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