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Recenzia

pracy doktorskiej mgr Anny Poniatowskiej pt. ,Identyfikacja i charakterystyka grzybow
z rodzaju Monilinia porazajacych drzewa owocowe w Polsce" wykonanej pod kierunkiem

prof. dr hab. Joanny Putawskiej w Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach.

Brunatna zgnilizna drzew owocowych wywolywana przez gatunki grzybow rodzaju
Monilinia jest wazna gospodarczo choroba. Grzyby ja wywolujace w wigkszosci przypadkow
powoduja gnicie owocow ale mogg takze porazac¢ pedy doprowadzajac do ich zamierania, co
z kolel ograniczania owocowanie w kolejnym roku uprawy. Dodatkowa szkodliwo$¢ choroby
wynika réwniez ze zmniejszenia odpornosci porazonych drzew na niskie temperatury.
W Polsce powszechnie wystepuja dwa gatunki M. fructigena i1 M. laxa, na temat ktdrych
mamy juz obszerna wiedze. Brak jest natomiast podobnych informacji w odniesieniu do
innych gatunkéw tego rodzaju, ktéore w wyniku m.in. zmian klimatycznych i rozwinigtego
handlu owocow moga pojawic¢ si¢ na terenie naszego kraju Stad podjgcie badan w tym
zakresie przez mgr Ann¢ Ponikowska uwazam za w pelni uzasadnione i potrzebne nie tylko
nauce ale przede wszystkim praktyce ogrodnicze;j.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Anny Poniatowskiej obejmujaca
identyfikacje i charakterystyke patogenow rodzaju Monilinia zostala wykonana w Instytucie
Ogrodnictwa w Skierniewicach. Promotorem pracy jest prof. dr hab. inz. Joanna Putawska.
Praca zostala wykonana w ramach projektow finansowanych ze Srodkéw Narodowego
Centrum Nauki (DEC-2013/08/M/NZ/00138) oraz Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego w ramach tematéw statutowych. Podstawe dysertacji stanowia trzy powigzane
tematycznie artykuly naukowe oraz opracowanie w jezyku polskim. Wszystkie trzy prace
ukazatly sie w latach 2013-2021i zostaly opublikowane w czasopismach naukowych o zasiggu
miedzynarodowym, ktorych wartosci wspolczynnika wptywu (IF) wynosza od 1,707 do
2,590. Sumaryczny IF czasopism wynosi 6,722, natomiast suma punktow 380 (wediug

komunikatu MEiN z dnia 9 lutego 2021 r.). We wszystkich pracach mgr Anna Poniatowska
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jest pierwszym autorem a Jej udzial w powstaniu kazdej publikacji wynosit od 55 do 63% co
zostato potwierdzone w deklaracjach wspoétautorow. Daje to podstawe do uznania, ze Jej rola
w planowaniu, wykonywaniu i opracowaniu otrzymanych wynikéw badaf byla istotna. Tym
samym zostal spelniony wymoég prawny indywidualnego wplywu na powstanie pracy
doktorskiej. Oprocz opublikowanych artykuléw naukowych wchodzacych w sklad dysertacii,
w ocenianym manuskrypcie doktorantka zamiescita wykaz uzywanych w pracy skrotow,
streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim, syntetyczny przeglad literatury, cele
badawcze 1 hipotezy oraz skrocony opis wynikéw wraz z podsumowaniem i wnioskami.
Uktad pracy i kolejnos$¢ tych rozdzialow sg typowe dla tego rodzaju prac. Autorka na
podstawie literatury i obserwacji wlasnych uzasadnia potrzebe podjecia badan objetych
tematem pracy doktorskiej, wskazujac na migdzynarodowy handel owocami i materialem
szkotkarskim jako przyczyne rozprzestrzeniania sie w Polsce nowych gatunkow grzybow
rodzaju Monilinia. W przegladzie pismiennictwa Doktorantka poza informacjami
dotyczacymi m.in. genezy rodzaju zamiescita szczegétowe informacje zwigzane z biologia
i morfologia gatunkow. Na podstawie pismiennictwa scharakteryzowala najczescie]
pojawiajgce sie symptomy chorobowe jakie wywoluja u porazonych roslin. Cenne dla
korzystajacych z pracy sa rowniez opisane metody wykrywania i izolacji grzyboéw rodzaju
Monilinia. W kolejnym rozdziale nakresla cele badan oraz hipotezy badawcze. Cele badan
podjetych przez Doktorantk¢ sa uzasadnione, a zalozony program badawczy byl bardzo
szeroki i niewatpliwie jego realizacja wymagata od Doktorantki duzego wkiadu pracy.
Wieloletnie badania w pierwszym etapie obejmowaly izolacje grzybéw z porazonych
owocow drzew ziarnkowych oraz drzew pestkowych. W sumie badaniami objeto 8 gatunkow
ro§lin co pozwolito w latach 2010-2015 utworzy¢ kolekcje izolatow wykorzystywanych
w dalszych etapach badan. Podkresli¢ nalezy, ze izolaty zostaly pozyskane z 62 sadow
zlokalizowanych w réznych rejonach Polski, co wymagato nie tylko czasu i duzego nakfadu
pracy ale dzigki temu uzyskano miarodajna wiedz¢ na temat rozmieszczenia
zidentyfikowanych w pézniejszych etapach gatunkow rodzaju Monilinia na terenie Polski.
Obszerny fragment rozdzialu Materiat i Metody zajmuje opis sposobu identyfikacji izolatow
do gatunku w oparciu o cechy fenotypowe i okreslenie ich patogenicznosci. Najwiece]
miejsca w tym rozdziale zajmujg opisy metod molekularnych, ktorymi identyfikowano
pozyskane izolaty do okreslonego gatunku i jakimi roznicowano je genetycznie.
Po wyizolowaniu DNA ze strzgpek badanych kultur Monilinia doktorantka przeprowadzita
identyfikacje molekularna uzywajgc techniki multiplex PCR ze starterami-gatunkowo-
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specyficznymi MO368-5, MO368-8R, MO368-10R i Laxa-R2. W kolejnej fazie badan na
podstawie profili amplifikacyjnych uzyskanych metodami PCR MP, ISSR I RAPD dokonata
genetycznego zroznicowania wybranych szczepéw. W badaniach molekularnych stosowata
rowniez izolaty referencyjne grzybow z rodziny Sclerotiniaceae zdeponowane w bazie
GenBank, ktére postuzyly do zaprojektowania starterow do amplifikacji fragmentéw genéw
hsp60, acpl i pacl dla Monilinia fructicola, M. laxa, M. fructigena i M. polystroma. Badania
molekularne obejmowaly tez analize sekwencji wybranych gendéw badanych szczepéw
Monilinia oraz analiz¢ rekombinacji w ich obrgbie. Metodyka badan molekularnych jest
bardzo szczegbélowo opisana rowniez w publikacjach stanowigcych przedmiot rozprawy
i byla juz oceniona przez recenzentow wydawniczych. Je§li wigc prace te zostaly
opublikowane w znaczacych periodykach naukowych to $wiadczy, Zze opisane metody sa
wlasciwie zastosowane a uzyskane dzigki temu wyniki badan wiarygodne. Szczegélowe
wyniki badan zostaly zamieszczone w trzech publikacjach naukowych. W pierwszej z nich
pt. "Characteristic of Monilinia spp. fungi causing brown rot of pome and stone fruits in
Poland" Doktorantka zamiescita wyniki dotyczace identyfikacji gatunkéw z posrod 670
izolatow zebranych na terenie Polski. Identyfikacja przeprowadzona przy uzyciu techniki
multipleks PCR wykazala, ze gatunki M. fructigena i M. laxa sa dominujace gdyz ich
procentowy udzial wynosit odpowiednio 64% 1 32% ogoétu izolatdéw. Jednoczesnie badania
molekularne potwierdzily, ze w Polsce sa juz obecne gatunki M. polystroma i M. fructicola.
Ich udzial wérdd zidentyfikowanych izolatow byt niewielki bo wynosit odpowiednio niecate
3% i 1% ale nalezy podkreslic, ze jest to po raz pierwszy naukowo potwierdzony fakt
wystepowania M. polystroma i M. fructicola na terenie Polski. Oprocz molekularnej
przeprowadzono réwniez identyfikacj¢ na podstawie cech fenotypowych. Charakterystyke
szczepow prowadzono zgodnie z cechami morfologiczno-rozwojowymi Monilinia spp.
opisanymi przez Lane oraz wg normy EPPO PM 7/18. Rodzaj zastosowanej do hodowli
pozywki réznicowat okreslone cechy grzybow Monilinia. Dodatek fosetylu glinu do pozywki
PDA hamowat wzrost M. fructicola i M. laxa i zarodnikowanie u wszystkich ocenianych
gatunkéw. Natomiast pozywka wisniowa stymulowata zaréwno wzrost jak i zarodnikowanie
u wszystkich gatunkéw, a dodatkowo réwniez wytwarzanie sklerocjow u M. polystroma. Te
informacje sa bardzo przydatne przy identyfikacji na podstawie cech morfologicznych.
Potwierdzeniem patogeniczno$ci zidentyfikowanych izolatéw bylo spelnienie postulatow
Kocha, ktére przeprowadzono na owocach sliwy. Na podstawie liczby uzyskanych izolatow

M. fructicola i M. polystroma trudno jest co prawda oszacowa¢ Wplyw tych nowych
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gatunkéw na produkeje owocow w Polsce, jednak ryzyko rozprzestrzeniania sie tych nowych
patogenow jest wysokie i zwiazane glownie z adaptacja grzybow, powszechng obecnoscia
roslin zywicielskich i aktywnoscig cztowieka.

W drugiej publikacji pt. "Genetic diversity and pathogenicity of Monilina polystroma -
the new pathogen of cherries", ktora stanowi czgs¢ dysertacji Doktorantka dokonata
charakterystyki nowego dla Polski gatunki jakim jest M. polystroma. Zostal on wyizolowany
w latach 2010-2013 podczas monitoringu sadow na réznych obszarach Polski z owocow
czeresni i wisni wykazujacych objawy brunatnej zgnilizny. Jego identyfikacji Doktorantka
dokonata opierajgc si¢ zar6wno na cechach morfologicznych grzybni rosnacej na PDA jak
i analizie molekularnej. Sposréd 601 izolatow Monilinia 32 zidentyfikowala jako
M. polystroma, ktére pbdzniej wykorzystala w badaniach. Dla okreslenia relacji
filogenetycznych miedzy gatunkami rodzaju Monilinia dodatkowo zastosowata pochodzace
od réznych zywicieli i1 rejonu pochodzenia M. fructigena, M. laxa i M. fructicola a takze
referencyjne izolaty tych gatunkow i M. polystroma pozyskane z migdzynarodowej kolekcji
grzybow (Centraalbureau voor Schimmelcultures - CBS). Roéznorodnos$¢ genetyczna izolatow
M. polystroma z wisni i innych zywicieli zostala przeanalizowana przy uzyciu technik PCR
MP, ISSR i RAPD. Najwieksza réznorodnos¢ w obrebie szczepow M. polystroma wykazaty
techniki ISSR i RAPD. Analiza dendrograméw uzyskanych w testach ISSR i RAPD
wykazala, ze izolaty nie byly pogrupowane wedlug pochodzenia geograficznego, rosliny
zywicielskiej ani roku izolacji. Na podstawie wynikéw analizy skupien UPGMA w testach
RAPD i ISSR nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy izolatami M. polystroma
pochodzgcymi z Polski a referencyjnymi izolatami M. polystroma pochodzacymi z Japonii, co
wskazuje, ze gatunek ten jest niedawno wprowadzonym patogenem. Potwierdzila to rowniez
analiza PCR MP, ktéra wykazala, ze szczep referencyjny M. polystroma nalezy do tego
samego genotypu, co wiekszos¢ izolatdow M. polystroma  z Polski. Niski poziom
réznorodnosci genetycznej miedzy szezepami M. polystroma pochodzacymi z réznych
lokalizacji geograficznych, moze by¢ wynikiem sporadycznego wyst¢powania stadium
teleomorficznego. Najwiekszy poziom zréznicowania szczepow M. polysiroma uzyskano na
podstawie wynikéw genotypowania metodami ISSR oraz RAPD, gdzie zaobserwowano
odpowiednio 21 i 16 haplotypow, podczas gdy w tescie PCR MP wykryto tylko dwa
haplotypy, jeden dla szczepu ND19 (pochodzacy ze sliwki) i drugi dla pozostatych izolatow
M. polystroma. Szczegolowa charakterystyka roznorodnoéci genetycznej ujawnita, ze izolaty
M. polystroma z wisni nie tworzyly odrgbnej grupy. ale byly wymieszane z izolatami
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M. polystroma od innych zywicieli. Skonstruowane na podstawie polimorfizmu produktéw
amplifikacji dendrogramy nie wykazaty zaleznosci migdzy pochodzeniem szczepéw i rokiem
izolacji. Wykazaly natomiast bliskie pokrewienstwo M. polystroma i M. Jfructigena. Analiza
skupien UPGMA danych z testow PCR MP, ISSR i RAPD wykazata ponad 50%
podobienstwo genetyczne pomiedzy izolatami nalezacymi do tych dwdéch gatunkéw. Izolaty
M. polystroma z wi$ni i czeresni oraz innych zywicieli byly identyczne, z wyjatkiem izolatu
NDI9 tego gatunku. Nie stwierdzono tez rdznic w patogenicznosci miedzy NDI19
a innymi izolatami M. polystroma oraz nie zaobserwowano specjalizacji zywiciela, gdyz
izolaty M. polystroma z wisni potrafily infekowa¢ i wywolywaé objawy chorobowe na
owocach czeresni, podobnie jak izolaty z czeresni byly w stanie infekowaé i wywolywaé
objawy chorobowe na owocach wisni. Ponadto oba izolaty z wisni i czereéni okazaly sie
patogeniczne dla innych badanych owocow. Stad przypuszczenie, ze M. polystroma moze
mie¢ szeroki zakres zywicieli i powodowaé objawy chorobowe nie tylko na drzewach
owocowych z rodziny rézowatych, ale takze na innych roslinach. M. polystroma zostato
stwierdzone tylko w trzech sadach wisniowych na 46 monitorowanych w latach 2010-2013
w Polsce co moze sugerowa¢ o malej jego szkodliwosei. Jednak stusznie Doktorantka
przypuszcza, ze z czasem moze si¢ to zmienié, gdyz jeszcze mamy malo informacji
dotyczacej potencjalnej konkurencji z gatunkiem M. fructigena o kolonizacje zywiciela
i zachodzgce migdzy nimi interakcje, ktére moga wystapi¢ podczas formowania i dojrzewania
owocow. W badaniach tej czesci dysertacji Doktorantka wykazata, ze PCR MP jest
odpowiednia i alternatywng prosta metoda roznicowania migdzygatunkowego grzybow
rodzaju Monilinia. Ponadto jest to rowniez pierwsze doniesienie o zastosowaniu metody PCR
MP do okreslenia zmiennosci genomowej grzybow fitopatogennych, w tym przypadku dla
czterech gatunkéw z rodzaju Monilinia. Z dyskusji dotyczacej tej czesci badan wynika, ze
M. polystroma nie ma obecnie znaczacego wplywu na produkcje owocow wisni w Polsce
poniewaz izolowano go sporadycznie. Jednak z czasem moze si¢ to zmieni¢, gdyz jak
zauwazyla Doktorantka jego wystepowanie ma zwigzek z potencjalng konkurencja
z M. fructigena o kolonizacje zywiciela. Interakcje migdzy nimi mogg wystgpi¢ podczas
formowania i dojrzewania owocéw. Z tego powodu monitorowanie bioréznorodnosci
gatunkéw M. polystroma jest wazne dla zrozumienia potencjalu epidemiologicznego tego
patogenu oraz wptywu zmiennosci wewngtrzgatunkowej na stabilnos¢ i zdolnos¢ adaptacyjna
populacji patogenéw. Kolejna czg$¢ dysertacji zostala zamieszczona w artykule pt.
,Phylogenetic relationships and genetic diversity of Monilinia spp. isolated in Poland based
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on housekeeping- and pathogenicity-related gene sequence analysis”. W tej czesci badan dla
poznania zaleznosei filogenetycznych pomiedzy czterema zidentyfikowanymi gatunkami
M. fructicola, M. fructigena, M. laxa i M polysiroma zaprojektowano startery
komplementarne do niebadanych jeszcze dla Monilinia spp. fragmentéw trzech gendw hsp60,
acpl i pacl. Aby zbada¢ zmienno$¢ wsréd szczepéw grzyby te wyizolowano z owocéw
roznych roslin zywicielskich pochodzacych z odrebnych, waznych gospodarczo regionéw
uprawnych w Polsce, ktére zbierano przez szes¢ kolejnych sezondéw. Na podstawie cech
morfologicznych i analizy molekularnej szczepy te zostaly zidentyfikowane do gatunku.
Przeprowadzona analiza RFLP amplifikowanych fragmentow genéw hsp60, acpl, pacl
i referencyjnego genu rub2 umozliwita ich podzielenie na grupy, z ktérych wybierano szczepy
reprezentatywne. Dla kazdego ze szczepow sekwencjonowano fragmenty tych genéw
1 przeprowadzono analizy bioinformatyczne. Analiza filogenetyczna pozwolita Doktorantce
na wyrazne rozréznienie migdzy gatunkami Monilinia, co dowodzi wystarczajacej zmiennosci
sekwencji w kazdym badanym genie i sugeruje, ze wszystkie cztery geny mogg stuzyé jako
markery identyfikacji gatunkéw. Sposrdéd analizowanych regionéow gendéw silny sygnal
filogenetyczny (wysoki odsetek miejsc informujgcych i segregujacych) wykazano dla gendw
acpl, pacl 1 tub2, natomiast najnizszy dla genu hsp60. Ponadto badania te wykazaly, ze
jedynie za pomoca markera acpl mozliwe jest odrdéznienie szczepdw pochodzacych
z brzoskwini od szczepéw pochodzacych z owocdw o gladkim naskorku ($liwka i czeresnia).
W oparciu o topologi¢ otrzymanych dendrogramow Doktorantka wykazata brak zwigzku
miedzy pozycja filogenetyczng szczepu, roslina zywicielska a pochodzeniem geograficznym
szczepu. Ponadto dostarczyla dowodow na to, ze analiza filogenetyczna przy uzyciu
kombinacji sekwencji genéw tub2, hsp60, acpl i pacl moze by¢ wykorzystana do
skutecznego rozwigzania powiazan miedzy gatunkami Monilinia. Dla kazdego gatunku
analizowanego w tych badaniach wykryto niska réznorodno$¢ genetyczng 1 brak
rekombinacji. Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka stwierdza. ze na
zréznicowanie populacji Monilinia spp. w Polsce duzy wplyw maja raczej procesy mutacji niz
rekombinacji. Jednak jak stusznie zauwazyla, dla potwierdzenia tej tezy badania nalezatoby
przeprowadzi¢ na znacznie wigkszej liczbie izolatow dla kazdego gatunku Monilinia, aby
lepiej scharakteryzowaé mozliwe zrodta zmiennosci genetycznej tych gatunkow. To moze
mieé znaczenie dla strategii postepowania z choroba jaka te gatunki powoduja. Spontaniczne
mutacje prowadzace do tworzenia bardziej zjadliwych szczepdw poszezegodlnych gatunkow
Monilinia, lepsza adaptacja grzybow do nisz ekologicznych czy tez presja selekcyjna ze
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strony fungicydéw moga rodzi¢ dalsze wyzwania w zakresie ochrony przed brunatng
zgnilizng drzew ziarnkowych i pestkowych w Polsce. Biorac pod uwage uzyskane wyniki za
szczegOlnie wartosciowe osiagnigcia pracy doktorskiej uwazam:

- wykazanie, ze gatunki Monilinia fructicola i M. polyspora wystepuja na terenie Polski ,

- opracowanie po raz pierwszy molekularnej charakterystyki nowego dla Polski gatunku
M. polystroma,

- wykazanie po raz pierwszy na $wiecie, ze M. polystroma wywoluje brunatng zgnilizne
drzew pestkowych na wisniach i czere$niach oraz ze moze poraza¢ drzewa ziarnkowe,

- opracowanie starterow do dotychczas niebadanych dla grzybow rodzaju Monilinia
fragmentéw gendw hsp60, acpl oraz pac 1, ktore moga by¢ stosowane do identyfikacji
gatunkow w obrebie tego rodzaju.

Nie mam zastrzezen do oceny formalnej i merytorycznej pracy  doktorskiej, tym
bardziej, ze jak zaznaczylem, publikacje wchodzgce w sktad rozprawy byly juz wczesniej
zrecenzowane. Opublikowane w ramach dysertacji prace stanowig spdjny uklad. Materiat
i metody przedstawione sa precyzyjnie, uzyskane wyniki zostaly opracowane
z wykorzystaniem wlasciwych narzedzi analizy molekularnej i statystycznej. Dyskusja
i wiasciwie sformutowane wnioski potwierdzity, ze cele pracy zostaly osiggnigte a rozprawa
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Podczas publicznej obrony chciatbym od Doktorantki dowiedzie¢ sig, ktore
z wykorzystywanych w trakcie wlasnych badan metod molekularnych polecitaby do szybkiej
identyfikacji grzybdéw rodzaju Monilinia?

Czy wedlug Doktorantki same metody molekularne sg wystarczajgce 1 czy moga
calkowicie zastgpi¢ stosowane dotychczas w badaniach fitopatologicznych metody
klasyczne?

Niski poziom réznorodnosci genetycznej miedzy szczepami Monilinia polystroma
pochodzacymi z réznych rejonéw geograficznych Doktorantka uzasadnia sporadycznym
wystepowaniem w naturalnych warunkach stadium doskonalego (co potwierdza czgsciowo
literatura). Czym jest to spowodowane i czy w prowadzonym przez wiele lat monitoringu
sadow miata okazje zaobserwowac stadium teleomorficzne?

Podsumowujac ocene pracy doktorskiej mgr Anny Poniatowskiej pragne podkreslic
jej wysoki poziom merytoryczny, podjecie bardzo aktualnego i nowego, zwlaszcza dla
naszych polskich warunkéw tematu. Tym samym, w mojej ocenie, praca mgr Anny
Poniatowskiej spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim w Ustawie o stopniach
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naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.
1789). Stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Ogrodnictwa - PIB w Skierniewicach
o dopuszczenie mgr Anny Poniatowskiej do publicznej obrony pracy doktorskiej.
Jednoczesnie, biorac pod uwage oryginalno$¢ i aktualno$¢ tematu, zakres wykonanych badan,
rzetelnos¢ w realizacji poszczegélnych etapow badan, dobrg dokumentacje uzyskanych
wynikow - a w sumie dostarczenie $wiatowe] fitopatologii i ochronie roslin wiele cennych
interesujacych danych — wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Ogrodnictwa

w Skierniewicach o wyr6znienie pracy doktorskiej mgr Anny Poniatowskie;j

(é/ [4% ,é_zof_
prof. dr hab. Stanislaw Mazur

Krakow, 12.01.2022 r.



