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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Poniatowskiej pt.: ,,Identyfikacja i

charakterystyka grzybéw z rodzaju Monilinia porazajgcych drzewa owocowe w Polsce”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pt.: »ldentyfikacja i charakterystyka
grzybow z rodzaju Monilinia porazajacych drzewa owocowe w Polsce” zostala wykonana
w Instytucie Ogrodnictwa-PIB w Skierniewicach pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny
Pulawskiej. Na prace sklada sie cykl trzech powigzanych ze sobg tematycznie artykulow
naukowych opublikowanych w latach 2013-2021 w wysoko punktowanych czasopismach

znajdujgcych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). Sa to:

1. Poniatowska A, Michalecka M, Bielenin A, 2013. Characteristic of Monilinia spp. fungi
causing brown rot of pome and stone fruits in Poland. European Journal of Plant Pathology 135:
855-865 doi:10.1007/s10658-012-0130-2.

Punktacja wg MNiSW2013: 35
IF2013: 1,707
S-letni IF: 1,839

2. Poniatowska A, Michalecka M, Pulawska J, 2016. Genetic diversity and pathogenicity of
Monilinia polystroma — the new pathogen of cherries. Plant Pathology 65: 723-733
doi:org/10.1111/ppa.12463.

Punktacja wg MNiSW2016: 35
[F2016: 2,425
5-letni IF: 2,744

3. Poniatowska A, Michalecka M, Putawska J, 2021. Phylogenetic relationships and genetic
diversity of Monilinia spp. isolated in Poland based on housekeeping- and pathogenicity-related

gene sequence analysis. Plant Pathology 70: 1640-1650 doi:org/10.1111/ppa.13401



Warszawa, 24.01.2022

Punktacja wg MNiSW2021: 140
[F2020: 2,590

S-letni IF: 2,924

Prace te zostaly wykonane we wspolpracy z doswiadczonymi i cenionymi badaczami
bardzo dobrze znajacymi tematyke choréb roglin sadowniczych i wykorzystujacymi
nowoczesne techniki  biologii molekularnej do identyfikacji i charakterystyki
mikroorganizméw. Zakres prac jest bardzo szeroki. W trakcie przeprowadzania badan
Doktorantka uzyskata 1208 izolatéw grzybéw zebranych z drzew owocowych rosngcych w 62
sadach zlokalizowanych w réznych regionach kraju. We wszystkich przedstawionych pracach
udziat mgr inz. Anny Poniatowskiej jest znaczgcy. Doktorantka jest w nich pierwszym autorem,
a w drugiej i trzeciej publikacji takze autorem korespondencyjnym. W pierwszej publikacji
udziat Doktorantki wynosit 55% i byt zwigzany z wykonaniem przegladu literatury, realizacja
czgsci eksperymentalnej pracy, udzialem w interpretacji wynikéw badan i przygotowaniu
manuskryptu do publikacji. W drugiej publikacji udzial mgr inz. Anny Poniatowskiej wynosit
63%, a w trzeciej 60%. W publikacjach tych Doktorantka wspétuczestniczyla w opracowaniu
koncepcji pracy, przygotowaniu materialu biologicznego do badan, wykonaniu przegladu
literatury, przeprowadzeniu badan, wykonaniu analiz bioinformatycznych, interpretacji

uzyskanych wynikdw i przygotowaniu manuskryptu do publikacii.

Czasopisma, w ktorych opublikowano prace reprezentuja tematyke odpowiadajaca zakresowi

prowadzonych badan wchodzacych w sktad przedtozonej dysertacii.
Laczna liczba punktow zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 210, a sumaryczny IF: 6,722

Rozprawa doktorska zawiera poprawna strukture dla tego typu prac. W jej sktad
wchodzg: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji stanowiacych
rozprawg doktorskg, przeglad literatury, cel badan i hipotezy badawcze, materiat i metody,
omowienie opublikowanych wynikéw, podsumowanie wynikéw i wnioski, spis literatury,
wydruki publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej i o$wiadczenia dotyczace
udziatu kandydata i wspotautorow w powstaniu publikacji. Cennym dodatkiem utatwiajacym

czytanie pracy jest spis stosowanych w pracy skrotow zamieszczony na poczatku pracy.

Gléwnym celem rozprawy doktorskiej byta identyfikacja czynnikoéw sprawczych
brunatnej zgnilizny drzew ziarnkowych i brunatnej zgnilizny drzew pestkowych w Polsce oraz
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opracowanie charakterystyki fenotypowej i molekularnej wybranych szczepdéw Monilinia Spp.
porazajacych rézne gatunki drzew owocowych. Wyznaczono takze szesé celow szczegotowych
i zatozono cztery hipotezy badawcze. W badaniach zastosowano testy fenotypowe, test
patogeniczno$ci, analizy sekwencji regionu ITS (wewnetrznych sekwencji transkrybowanych
obejmujgcych niekodujgce odeinki ITS1 i ITS2 zawarte w rDNA), gendéw metabolizmu
podstawowego tub2 (gen kodujacy B tubuling) i hsp60 (gen kodujacy biatko szoku
termicznego) oraz genéw zwigzanych z patogenicznoscig pacl (gen kodujacy palec cynkowy
czynnika transkrypcyjnego) i acpl (gen kodujacy proteazy wykazujace najwieksza aktywnosé
w niskim pH $rodowiska), a w przypadku M. polystroma takze analize zréznicowania
genetycznego izolatéw grzybow technikami RAPD (polimorfizm losowo powielonych
fragmentow DNA), ISSR (polimorfizm sekwencji  znajdujacych sie miedzy loci
mikrosatelitarnymi) oraz PCR MP (selektywna amplifikacja fragmentéw restrykcyjnych z
dotgczonymi do nich adaptorami oligonukleotydowymi). Cele pracy zostaly zdefiniowane we
wlasciwy sposob. Zakres przeprowadzonych badan i analiz pozwolil na osiagnigcie

zamierzonych celow i potwierdzenie zatozonych przez Doktorantke hipotez badawczych.

Wyniki badan niniejszej pracy doktorskiej zostaly juz pozytywnie ocenione przez
anonimowych Recenzentéw oraz Redaktoréw uznanych czasopism fitopatologicznych i zostaty
opublikowane w formie trzech artykuléw naukowych. Z tego wzgledu moja opinia bedzie
gtéwnie odnosi¢ si¢ do oceny wyboru tematyki badawczej, mozliwosci uzyskania wnioskow,
bedgcych rezultatem analizy publikacji wchodzacych w  skiad cyklu publikacji oraz

najwazniejszych osiagnie¢ uzyskanych przez mgr inz. Anng Poniatowska.

Tematyka badawcza podjeta przez Doktorantke jest zasadna i wazna zaréwno z
naukowego jak i z ekonomicznego punktu widzenia. Odnosi si¢ do czynnikéw sprawczych
brunatnej zgnilizny drzew ziarnkowych i brunatnej zgnilizny drzew pestkowych. Choroby te
wystepuja w Polsce corocznie i sg przyczyna znaczacych strat ekonomicznych. Dlatego tez,
poszerzenie wiedzy na temat skladu gatunkowego populacji grzyboéw z rodzaju Monilinia i
poznanie ich genetycznego zréznicowania ma bardzo duze znaczenie praktyczne i moze

przyczyni¢ si¢ do doskonalenia programéw ochrony drzew owocowych przed tymi patogenami.

Pierwsza praca wchodzaca w sktad cyklu publikacji zostata opublikowana w 2013 roku.
W trakcie prowadzenia badan Doktorantka uzyskata tacznie 670 izolatow grzybow z rodzaju
Monilinia. 1zolaty te zostaly zidentyfikowane przy uzyciu techniki multiplex PCR oraz w

przypadku wybranych izolatéw sekwencjonowania ich regionu ITS.



Warszawa, 24.01.2022

Na podstawie uzyskanych wynikéw zidentyfikowano 4 gatunki sprawcow choroby: Monilinia
Sructigena, M. laxa, M. polystroma i M. Jructicola. Na uwage zastuguje fakt, ze dwa ostatnie
gatunki (M. polystroma i M. Jructicola) zostaty przez Doktorantke zidentyfikowane po raz
pierwszy w Polsce. Najliczniej reprezentowany byt gatunek M. fiuctigena, do ktorego zaliczono
ok. 65% wszystkich uzyskanych izolatéw. O polowe mniej izolatéw zaliczono do gatunku M.

laxa (ok. 32%). Pozostale gatunki odnotowywano rzadko. Do M. polystroma zaliczono ok. 3%,
izolatéw, a do M. fructicola tylko 0,75%.

Nastepnie okreslono relacje filogenetyczne w oparciu o sekwencje regionu ITS
wybranych izolatow M. polystroma i M. fructicola uzyskanych w badaniach wilasnych i
sekwencji izolatow grzybow z rodzaju Monilinia dostgpnych w bazie NCBI. Na
przedstawionym przez Doktorantke dendrogramie izolaty grzyba M. polystroma i M. fructicola

tworzyly 2 odrebne grupy.

Dokonano takze charakterystyki morfologicznej badanych izolatéw na pozywkach:
APDA-F500 (pozywce ziemniaczano-glukozowej zakwaszonej kwasem mlekowym do pH3,6
z dodatkiem fosetylu glinu, PDA (pozywce ziemniaczano-glukozowej) i CHA (pozywce
wisniowej). Na pozywce z fosetylem glinu wzrost kultur M. fructicola i M. laxa byt hamowany,

natomiast nie odnotowano jego ujemnego wplywu na M, Jructigena i M. polystroma.

Grzyby najlepiej zarodnikowaty na pozywce CHA, a dodatkowo izolaty grzyba M. polystroma
wytwarzaty na niej sklerocja. Zaobserwowano réwniez dwa rodzaje sporodochiow roznigce sie
wielkoscig i kolorem w zaleznosci od gatunku grzyba. Cheiatabym zwrdcié uwage na strone
metodyczng pracy, w ktérej izolaty grzybow (reprezentujace rozne gatunki) zostaly poréwnane
do izolatéw referencyjnych, a przy badaniu cech morfologicznych grzybéw postugiwano si¢
opisami zawartymi w standardzie EPPO PM 7/18 (2009).

W drugiej pracy opublikowanej w 2016 roku w czasopi$mie Plant Pathology po raz
pierwszy w Swiecie stwierdzono ze M. polystroma wywoluje brunatng zgnilizne drzew
pestkowych wisni i czeresni. Izolaty tego gatunku grzyba uzyskano z trzech sposréd 46
przebadanych sadéw czeresniowych i wisniowych zlokalizowanych w centralnej Polsce. Przy
identyfikacji gatunku podobnie jak w poprzedniej publikacji zastosowano technike multiplex

PCR oraz sekwencjonowanie regionu ITS.
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Na podstawie wynikéw uzyskanych w badaniach molekularnych z zastosowaniem réznych
technik genetycznego odcisku palca (RAPD, ISSR i PCR MP) stwierdzono niski poziom
zmiennosci genetycznej polskich izolatéw M. polystroma i ich duze podobienstwo do izolatu
referencyjnego z Japonii. Jedynie izolat ND19 zawsze tworzyt oddzielna grupe niezaleznie od

zastosowanej metody genotypowania.

Najwigksze zréznicowanie izolatéw M. polystroma  uzyskano przy zastosowaniu
technik ISSR i RAPD, gdzie zaobserwowano odpowiednio 121 16 profili amplifikacji, podczas
gdy PCR MP pozwolito tylko na wykrycie 2 profili (Jeden w przypadku izolatu ND19, a drugi
dla pozostalych izolatow M. polystroma. Na skonstruowanych przez Doktorantke
dendrogramach na podstawie polimorfizmu produktéw amplifikacji uzyskanych w przypadku
kazdej z technik nie stwierdzono zaleznosci migdzy pochodzeniem izolatéw grzyba (miejsce i
gatunek rosliny), a rokiem izolacji. Uzyskane wyniki badan wykazaly bliskie pokrewienstwo
izolatow gatunkéw M. polystroma i M. fructigena. Na dendrogramie utworzonym na podstawie

PCR MP izolaty M. fructicola tworzyty najbardziej odlegla filogenetycznie grupe.

Uzyskane wyniki badan wykazaly, ze izolaty M. polystroma wywotywaty objawy choroby nie
tylko na czeredniach i wisniach, z ktérych zostaly wyizolowane, ale takze na $liwkach i

jabtkach. Swiadezy to o braku specjalizacji pasozytniczej w stosunku do roslin zywicielskich.

Celem badan przedstawionych w trzeciej pracy opublikowanej réwniez w Plant
Pathology w 2021 roku bylo zbadanie zaleznosci filogenetycznych miedzy izolatami M.
Jructigena, M. laxa, M. fructicola i M. polystroma wyizolowanymi z réznych roslin
zywicielskich. Badania te majg charakter nowatorski, gdyz dotycza fragmentow genow (hsp60,
acpl i pacl) dotychczas niebadanych dla Monilinia spp. Jako genu referencyjnego uzyto
fragmentu genu tub2. Uzyskane wyniki pozwolily na przyporzadkowanie badanych izolatow
grzybéw do ww. gatunkéw. Nie odnotowano zaleznosci pomiedzy izolatami grzybow
nalezgcych do poszczeg6lnych gatunkow/klastrow, a ich pochodzeniem (miejsce i data izolacji
oraz roSlina zywicielska). Wykazano wysoki stopien podobiefistwa izolatow grzybow w

obrgbie gatunkow oraz stwierdzono bliskie pokrewienstwo gatunkow M. polystroma i M.

Jructigena.

W przeprowadzonych testach nie wykryto zdarzen rekombinacji dla zadnego z analizowanych
loci (ani dla potaczonych sekwencji genéw metabolizmu podstawowego ani potgczonych
sekwencji genow zwigzanych z patogenicznoscig) co sugeruje, ze zmiennos¢ genetyczna u tych

grzybow nie jest skutkiem wymiany materialu genetycznego, a wynikiem mutacji



Warszawa, 24.01.2022

zachodzgcych w ich genomach. Wyniki te maja kluczowe znaczenie w zrozumieniu potencjatu

epidemiologicznego badanych patogenéw.

Mam jednak kilka uwag dotyczacych czesci opisowej (komentarza) dysertacji:

1. Przy przedstawieniu systematyki grzybow z rodzaju Monilinia (str. 12) sugerowatabym,
zmiang terminu ,,Gromada™ na stosowany obecnie »Typ”. Wedhug Kirk i in. (2008) grzyby sa
blizsze zwierzgtom niz roslinom i dlatego zaproponowano uzywanie nazwy ,,typ” dla taksonu
o range nizszego od krolestwa. Od tego czasu nazwa ta funkcjonuje w podrecznikach
fitopatologicznych i mykologicznych (np. Kryczynski i Weber 2010, Marcinkowska i in. 2012)
oraz publikacjach naukowych.

2. Pseudosklerocjum wg Kryczynskiego i in. (2002) to utwér zlozony ze spasozytowanej,
obficie przero$nigtej strzgpkami grzybni tkanki roslinne;. Dlatego tez, w moim odczuciu zdanie
~Patogeny zimujg w formie grzybni w zmumifikowanych owocach pozostatych na drzewie”
(str. 11) odnosi si¢ tez do pseudosklerocjum. W pracy natomiast przedstawiono, ze

pseudosklerocjum odnosi si¢ tylko do owocéw przerosnigtych grzybnig opadtych na ziemie.

3. Szezep to wariant w obrebie gatunku wirusa, bakterii czy grzyba charakteryzujacy si¢
okreslona odmiennoscig wzgledem jakiej$ cechy (Kryczynski i in. 2002). W moim odczuciu w
wigkszoscei przypadkow przy opisach prac nalezatoby zamieni¢ stowo szczep na ,,izolat”, gdyz

W pracy grzyby te byly dopiero badane i okreslone ich cechy nie zawsze byty do korica znane.

Na podstawie uzyskanych wynikow w pracy przedstawiono rozdzial ,Podsumowanie i
wnioski”, do ktérego mam kilka pytani i prositabym o ustosunkowanie sie do nich mgr inz.

Anny Poniatowskiej:

1. Wniosek 2 bylby bardziej czytelny, gdyby przy wymienionych patogenach zaznaczono,
ktéry z nich powoduje brunatng zgnilizng drzew ziarnkowych i brunatng zgnilizne
drzew pestkowych najczesciej, a ktory najrzadzie;.

2. Wnhiosek nr 6 nie do konca jest zgodny z wnioskiem nr 2. Wniosek nr 6 sugeruje, ze
brunatng zgnilizng drzew ziarnkowych moze powodowaé M. fructigena i M. laxa,
podczas gdy we wniosku nr 2 stwierdzono, ze M. laxa w ogole nie powoduje brunatnej
zgnilizny drzew ziarnkowych. Czy wiadomo na podstawie literatury kiedy po raz
pierwszy w Polsce zidentyfikowano grzyby M. laxa i M. fructigena, gdyz tych

informacji zabrakto mi w pracy?
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3. Ktore z badan przedstawione w pracy potwierdzajg ,,zdolnosé¢ adaptacji grzybow z
rodzaju Monilinia do warunkéw $rodowiskowych” o ktorych jest mowa we wniosku nr
7?7 We wniosku tym sugeruje zamienié stwierdzenie »brakiem specjalizacji
patogenicznej” na ,,brakiem specjalizacji pasozytniczej”

4. Jakie jest znaczenie wynikow przeprowadzonych badan dotyczacych zmiennosci

genetycznej (wniosek nr 10) dla ochrony drzew sadowniczych?

Podsumowanie

Uzyskane przez mgr inz. Anng¢ Poniatowska wyniki stanowig cenny wktad w rozwdj
wiedzy dotyczacej grzybow z rodzaju Monilinia porazajacych drzewa owocowe w Polsce.
Przedstawiona dysertacja wskazuje na opanowanie przez Pania mgr inz. A. Poniatowska
warsztatu mykologicznego, zaréwno na poziomie klasycznej mykologii jak i technik biologii
molekularnej. Bardzo wysoko oceniam zaprezentowane w pracy publikacje. W Polsce, do czasu
rozpoczecia badan przez Doktorantke nad etiologia brunatnej zgnilizny drzew ziarnkowych i
brunatnej zgnilizny drzew pestkowych byly zidentyfikowane tylko dwa gatunki sprawcow tych
choréb: M. laxa i M. fructigena, natomiast Doktorantka zidentyfikowata kolejne 2 gatunki M.
fructicola i M. polystroma, co uwazam za najwazniejsze osiagniecie rozprawy. Ponadto
wykonano szereg badan na poziomie molekularnym, ktére pozwolily na identyfikacje badanych
patogenow i ich charakterystyke. Niektére z tych badan miatly takze charakter nowatorski.
Wyniki z przeprowadzonych badan wnosza wiec nowa wiedze dotyczacg tego zagadnienia.
Chciatabym podkresli¢, ze byly to pierwsze badania przeprowadzone w Polsce w tak szerokim
zakresie dotyczgcym wystgpowania i etiologii tych choréb na réznych gatunkach drzew
owocowych. Pani mgr inz. Anna Poniatowska z duzg swoboda porusza sie w temacie o czym
Swiadczy sposéb przygotowania dysertacji i opracowanie wynikéw badan. Swiadczy to o
dojrzatosci naukowej Doktorantki. Ponadto jeszcze raz nalezy podkresli¢ znaczenie praktyczne

uzyskanych wynikéw badan dla ochrony roslin przed tymi patogenami.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny dysertacja spelnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim i stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu
Ogrodnictwa-PIB w Skierniewicach o dopuszczenie Pani mgr inz. Anny Poniatowskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyréznienie pracy mgr inz. Anny Poniatowskiej jako bardzo
interesujacej, wartosciowej 1 innowacyjnej rozprawy. Chcialabym jeszcze raz podkreslié, ze

Doktorantka biegle postugiwata si¢ najnowoczesniejszymi metodami badawczymi i uzyskata
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liczne i bardzo wazne wyniki, podawane po raz pierwszy w Polsce, a niektore w $wiecie.

Dlatego tez, uwazam, ze praca ta zastuguje na nagrode.

d"gf’:

Dr hab. Ewa Mirzwa-Mréz



