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Recenzja pracy doktorskiej mgr Moniki Michaleckiej

pt.: ,Zmiennos$¢ genetyczna populacji grzyba Venturia inaequalis w Polsce”

Pracg wykonano w Zakladzie Ochrony Roslin Instytutu Ogrodnictwa — Pafistwowy Instytut
Badawczy w Skierniewicach, pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. J oanny Pulawskie;j.

Uzasadnienie wykonania recenzji

Uchwalg 62/2021 Rady Naukowej Instytutu Ogrodnictwa - Panstwowego Instytutu
Badawczego w Skierniewicach, podjeta w dniu 6 pazdziernika 2021 r. w sprawie:
wyznaczenia recenzentéw rozprawy doktorskiej, na podstawie art. 29 ustawy z 30 kwietnia
2010 r. o instytutach badawczych (Dz. U. z 2022r., poz. 498), zgodnie z art. 179 ustawy z
3 lipca 2018 1. Przepisy wprowadzajace ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. 22018 1., poz. 1669) oraz ustawa z 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r., poz. 1789)
WYZNnaczono mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki Michaleckiej,

0 czym powiadomila mnie stosownym pismem pani prof. dr hab. Dorota Konopacka,
Dyrektor Instytutu.

Finansowanie badan

Praca zostala wykonana w ramach projektu finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum
Nauki na podstawie decyzji numer UMO-2013/09/B/NZ9/02343 pt.: ,, Analiza zréznicowania
genetycznego nowych dla Polski wirulentnych szczepéw Venturia inaequalis — sprawcy

parcha jabloni — oraz identyfikacja genow zaangazowanych w procesy patogenezy”.



Struktura pracy — ocena formalna

Praca ma poprawng strukture, wiasciwg dla prac doktorskich skladajacych sie z cyklu
prac juz opublikowanych, poprzedzonych wspolnym wstgpem. Wstepna cze$é obejmuje 50
stron, w tym spis i rozwinigcie stosowanych skrotow (1 strona), obszeme streszczenie
(3 strony), po ktérych nastepuja stowa kluczowe oraz odpowiadajgce mu streszczenie i stowa
kluczowe w j. angielskim, tozsame z wersja polskg. W kolejnosci wykazano publikacje
wchodzace w sktad pracy doktorskiej, sa to trzy prace w czasopismach z listy JCR (Journal of
Phytopathology, BMC Evolutionary Biology, Pathogens), w ktérych Doktorantka jest
kazdorazowo autorka pierwsza i korespondencyjna. W kolejnosci umieszczono przeglad
literatury i uzasadnienie badan, a takze cel i hipotezy badawcze. W rozdziale Materiaty
i Metody Doktorantka opisata material biologiczny, stosowane metody izolacji, zasady
selekcji  szczepéw  referencyjnych i kolejne kroki analiz genetycznych i analiz
bioinformatycznych. Po czesci metodycznej nastepuje omowienie opublikowanych wynikéw
badaf i wnioski, w ktérych przedstawiono je zbiorczo dla kompletu prac zgloszonych
W niniejszej monografii doktorskiej. Spis literatury obejmuje 81 pozycji, gléwnie
angloj¢zycznych. Wydruki publikacji wchodzacych w  sklad rozprawy doktorskiej
zamieszczono w kolejnosci podanej we wstepie. Waznym elementem pracy sa o$wiadczenia
dotyczace udzialu Doktorantki oraz wspOlautor6w w opublikowanych pracach. Sa to prace
juz zrecenzowane i opublikowane w szanowanych czasopismach naukowych z branze
fitopatologicznej, o ugruntowanej pozycji i znanym wspélezynniku wplywu, W pracy
opublikowanej w czasopis$mie Journal of Phytopathology udziat Doktorantki w pracy wynosit
55%, a pozostale 45% przypisano pozostatym autorom. Wklad Doktorantki polegal na
dokonaniu przegladu literatury, opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu eksperymentu,
interpretacji wynikéw i przygotowaniu manuskryptu. Drugi ze wspétautorow pod wzgledem
udzialu procentowego w w/w pracy zadeklarowal 30% udziat, obejmujacy opracowanie
koncepcji badan, projektowanie czesci  eksperymentalnej, interpretacje wynikow
i przygotowanie manuskryptu do publikacji. Pozostatych dwoje wspolautoréw deklaruje
odpowiednio 5% i 10% udziahi, w tym pobranie i przygotowanie materialu biologicznego
oraz udzial w opracowaniu koncepcji i korekcie manuskryptu. Z analizy pracy wynika, iz
Doktorantka byta takze autorka korespondencyjng. Udziat Doktorantki w realizacji badan jest
niewatpliwy, poczawszy od koncepcji, poprzez wykonanie catosci eksperymentu z wyjatkiem
pobrania materiatu biologicznego, az do opracowani wynikéw i przygotowania publikacji.

Widzg pelne uzasadnienie w zamieszczeniu tejze pracy w rozprawie doktorskiej.



Podobnie przedstawia si¢ udziat Doktorantki w kolejnych dwéch pracach. W pracy
opublikowanej w czasopiSmie BMC Evolutionary Biology jest czworo autoréw. Udziat
Doktorantki oceniony jest na 65% i obejmuje prace od dokonania przegladu literatury, przez
opracowanie koncepcji badan, wykonanie czesci eksperymentalnej a takze analiz
bioinformatycznych, interpretacji wynikow i przygotowanie manuskryptu do publikacji.
Drugi wspétautor pracy pobral materiat biologiczny do badan (udzial 5%). Trzeci wspétautor,
postdoc z Francji bral udzial w wykonaniu analiz bioinformatycznych, ktérych wyniki
nastepnie interpretowat i bral udzial w przygotowaniu manuskryptu do publikacji (udziat
10%). Opiekunka Doktorantki miata 20% udziat w pracy polegajgcy na opracowaniu
koncepcji i korekcie manuskryptu przed zozeniem do druku. Korespondencje¢ z redakcja
czasopisma prowadzila Doktorantka. W trzeciej pracy, opublikowanej w czasopismie
Pathogens z udzialem dwéch autorek udzial Doktorantki wynosil az 80% i polegal na
uczestnictwie we wszystkich etapach pracy, w tym w samodzielnym przeprowadzeniu czesci
eksperymentalnej. Prace wykonano pod kierunkiem opiekunki naukowej, ktérej udziat
wyceniono na 20%; obejmuje on opracowanie koncepcji, interpretacje wynikéw i wspSludzial
W przygotowaniu manuskryptu do publikacji. Takze i w tej pracy Doktorantka jest autorem
zglaszajacym pracg i korespondujacym z redakcja.

Wymienione czasopisma s jak wspomniatam cenione w $rodowisku fitopatologow,
cho¢ nie zawsze punktacja Ministerstwa Edukacji i Nauki odpowiada ich wysokiej randze.
Czasopisma majg znaczace wspélczynniki wplywu, jak na nauki rolnicze, stanowigce
odpowiednio IF 0,992 (Journal of Phytopathology), IF 3,056 (BMC Evolutionary Biology)
oraz IF 3,492 (Pathogens). Kazde z czasopism ma rosnacy wspolezynnik wplywu, wynoszacy
w okresie 5-letnim odpowiednio 1,584 (Journal of Phytopathology), IF 3,732 BMC
Evolutionary Biology) oraz IF 4,580 (Pathogens).

Reasumujac, pod wzgledem formalnym nie mam najmniejszych zastrzezen co do
struktury i zawartoéci pracy. Zalaczone w ramach rozprawy doktorskiej prace
opublikowano w uznanych czasopismach, udzial Doktorantki jest dominujacy,
uczestniczyla ona we wszystkich etapach badan, a o$wiadczenia podpisane w celu
zebrania publikacji do rozprawy doktorskiej znajdujg pelne pokrycie w opisach udzialu
przedstawionych w publikacjach. Dziwi jedynie az 10-letni okres czasu dzielacy pierwszg
i trzecig zgloszong prace (prace opublikowano kolejno w latach 2011, 2018 i 2021). Nie ma
Jjednak przeszkod formalnych by zglaszaé do rozprawy doktorskiej prace z tak znacznie
rozbieznego okresu. Wprost przeciwnie, mozna si¢ wtedy spodziewaé, ze o stopieh doktora

wnioskuje dojrzaly juz pracownik naukowy ze znacznym stazem badawczym.



Tematyka badawcza

Jablonie to niewatpliwie najwazniejsze drzewa owocowe w Polsce a jablka to polski
produkt eksportowy. W zaleznosci od rodzaju klasyfikacji uznaje si¢ istnienie od 25 do 55
gatunkow jabloni, z ktérych jablon domowa Malus domestica kréluje w sadach gléwnie na
potkuli poinocnej. Jablonie uprawiane sa takze w celach ozdobnych a drewno jest takze
surowcem stolarskim. Wielkie rozprzestrzenienie sadéw jabloniowych z licznymi odmianami
tego samego gatunku naraza producentébw na konieczno$é inwestowania w ochrone
zdrowotnosci plantacji jabloniowych przed chorobami, z ktérych najwazniejsza jest parch
jabloni powodowany przez grzyb Venturia inaequalis. Choroba wystepuje we wszystkich
rejonach uprawy jabloni na $wiecie i bez watpieni powoduje najwicksze straty ekonomiczne.
Doktorantka przybliza czytelnikom szczegétowa wiedzg¢ na temat przyczyn choroby, cyklu
rozwojowego patogena, warunkéw  sprzyjajacych rozwojowi choroby, sposobéw jej
zwalczania chemicznego i przewidywania pojawu zarodnikéw, z wykorzystaniem modeli
matematycznych opartych na analizie warunkow meteorologicznych, a takze dotychczasows
bogatg wiedz¢ genetyczna na temat izolatéw patogena.

Zabraklo mi we wstgpie informacji natury ogélnej, dotyczacej znaczenia uprawy
jabloni w Polsce, ekonomicznego znaczenia choroby z podaniem konkretnych wyliczef.
Bardzo prosz¢ o przedstawienie tych podstawowych danych podczas obrony rozprawy
doktorskiej. Dla pracownikéw Instytutu Ogrodnictwa - PIB jest to zapewne wiedza
podstawowa, jednak przedstawienie realizowanego projektu w szerszym kontekscie skali
ekonomicznej problemu wzbudziloby jeszcze wigkszy szacunek i uznanie dla realizowanej
pracy.

Niewgtpliwie poruszana tematyka badawcza to jeden z najwazniejszych
obszaréw zainteresowania sadownikéw w Polsce. W tym konteksScie zakres pracy
wpisuje si¢ gléwny nurt zagadnied waznych z naukowego i ekonomicznego oraz
ekologicznego punktu widzenia. Zabiegi ochronne przeciwko chorobom jabloni
powodowanym przez grzyby od wielu lat stanowig wielki problem dla sadownikéw ze
wzgledu na ich liczbe, nasilenie i kosztochtonnosé. Z, drugiej za$ strony ich mnogo$é
powoduje wielkie zaniepokojenie u konsumentéw i pytania o ich szkodliwo$é oraz

pozostatosci pestycydéw w spozywanych owocach.



Merytoryczna ocena pracy
Przeglad literatury

Poza zastrzezeniem dotyczacym braku przedstawienia szerokiego kontekstu prac,
w formie objasnienia roli sadownictwa, a zwlaszcza znaczenia uprawy jabloni i zwigzanego
ztym ekonomicznego aspektu produkcji jablek w gospodarce Polski wstep w formie
przegladu literatury jest napisany bardzo dobrze i z gleboka znajomoscig tematu. Doktorantka
rozpoczyna go od samego meritum, w formie opisu objawéw chorobowych oraz
réznorodnych sposob6w zwalczania parcha jabloni i stosowanych programéw ochrony roslin.
Wsréd metod wymieniona jest takze hodowla odpornosciowa wykorzystujaca wystepujaca
w naturze odpornos¢ wykazywang przez tzw. stare odmiany jabloni. Doktorantka porusza
problem uodporniania si¢ grzyba V. inaequalis na fungicydy i omawia mechanizmy tej
odpornosci, wymieniajac wéréd nich zmiany budowy bialek w miejscu dziatania fungicydu,
nadprodukcj¢ transporteréw  aktywnie usuwajgcych fungicydy z komérek grzyba,
nadprodukcj¢ biatka bedgcego celem dzialania fungicydu oraz uruchomienie alternatywnych
Sciezek metabolicznych oraz polaczenie tych sposob6w. Doktorantka poswieca znaczng czes$é
wstepu opisowi waznej mutacji G143A warunkujacej odpornosé na strobiluryny, stanowigce
fungicydy z grupy Qol oraz zbiera dostepng literature na ten temat, dotyczaca znanych
i waznych patogenéw rolin uprawnych, u ktérych wykazano wystepowanie tejze mutacji,
w tym takze V. inaequalis. Doktorantka opisuje zakres stosowania strobiluryn do ochrony
jabloni przed parchem i przywoluje metody genetyczne wykorzystywane do tej detekcji.
W osobnym rozdziale Doktorantka charakteryzuje zmiennosé V. inaequalis wykazywang przy
wykorzystaniu markerow mikrosatelitarnych. W tymze rozdziale oméwiona jest takze teoria
Flora w odniesieniu do patosystemu jabtot/Venturia, w ktérym Doktorantka wyjasnia
przyczyny przelamywania kolejnych genéw odpornosci i mechanizmy zmiennosci
genetycznej patogena. Wymienione sg geny odpornosci (ich obecne i poprzednie nazwy) wraz
z listg odmian, w ktérych geny te wykorzystano w ramach hodowli odpornosciowej, a takze
dtugos¢ utrzymywania sie tej odpornosci. W ostatnim rozdziale wstgpu Doktorantka opisuje
w jaki spos6b analiza sekwencji wybranych gen6w jest przydatna do badania ich zmiennosci
genetycznej. Podrozdziat ten ttumaczy takze zasadnosé zajecia si¢ tematyka badania
zmiennosci genetycznej populacii V. inaequalis w Polsce, zwlaszcza w kontekscie pojawienia
si¢ szczep6w 0 nowej wirulencji.

Przeglad literatury wskazuje na gleboka znajomos$é tematu oraz swobodne
poruszanie si¢ Doktorantki w badanym zagadnieniun. Rozdzial ten napisany jest

czytelnie, prawidlowym jezykiem, bez Zargonu naukowego.




Cel badan i hipoteza badawcza

Cennym elementem pracy jest podanie nie tylko celu lecz takze hipotez badawczych.
Celem pracy byla analiza zmian w genomie grzyba V. inaequalis w odpowiedzi na rézne
strategie zwalczania patogena, w tym stosowanie strobiluryn i uprawa odmian jabloni
z odpornoscia genetyczna. Doktorantka zalozyla, ze formy odporne posiadaja zZmiany
w genomie mitochondrialnym, przetamanie odporno$ci zwigzane jest ze zmianami
w strukturze genetycznej populacji pochodzacej z tych odmian oraz nie ma zaleznosci
pomigdzy pozycja filogenetyczng szczepéw a zakresem porazanych genotypow. Celami
szczegOlowymi prac bylo: 1) opracowanie metody umozliwiajacej jakosciows i ilosciowa
detekcj¢ mutacji Q143A warunkujaca odporno$¢ na strobiluryny, 2) analiza struktury
genetycznej populacji V. inaequalis przetamujacg odporno$é na parcha jabloni warunkowang
obecnoscia genu Rvi6, 3) analiza filogenetyczna szczepéw V. inaequalis stanowigcych
populacje wirulentne w stosunku do odmian jabloni z réznymi genami odpornosci R. Sa to
ambitne cele, zwlaszcza jesli w badaniach wykorzystywane s3 nowoczesne narze¢dzia
genetyczne i techniki molekularne oraz analizy bioinformatyczne, co ma miejsce
W niniejszej pracy. Odpornosé jabloni na parcha warunkowana genem Rvi6 utrzymywala sie
w Europie przez ponad 50 lat az do stwierdzenia pierwszych objawéw w Niemczech
w polowie lat 80-tych, a w Polsce w roku 2009. Jak rozumiem byla to wyjatkowo cenna
i trwata odpornoé¢ jej przetamanie przypadio na okres zatrudnienia Doktorantki w Instytucie
Ogrodnictwa, stad szczegblne zainteresowanie wiasnie tym genem. Bardzo prosze
doktorantk¢ 0 nakreélenie podczas obrony pracy doktorskiej szerszego obrazu zakresu
stosowania w Polsce odmian jabloni z odpornoscig warunkowang genem Rvi6 oraz istotnogci
przelamania tejze odpornodci. Ze wstepu do pracy nie wynika na ile znaczace bylo
przetamanie odpornosci warunkowanej tym genem dla polskich sadownikéw. Na etapie
czytania pracy nie jest tez jasne dlaczego w hipotezie badawczej pojawiajg si¢ poza Rvi6,
takze geny Rvil i Rvil7, a nie $3 one wymienione w szczegélowych celach badan. Za
hipoteza nastgpuje préba jej potwierdzenia lub obalenia, dlatego dziwi niesymetryczne

péjawienie si¢ wymienionych genéw tylko wéréd hipotez.

Materialy i metody

Materiatem biologicznym w badaniach byly szczepy grzyba V. inaequalis, okre$lane
w pracy jako referencyjne. Szczepy te wykorzystywano do badan genetycznych a zatem
otrzymano kultury jednozarodnikowe, co jest pierwszym lecz absolutnie niezbednym krokiem
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W tego typu analizach. Przelamanie odpornosci wzgledem genu Rvi6 wystapito w 2009 roku
i Doktorantka skorzystata z uprzejmosci wspolpracowniczki z Zakladu Ochrony Roslin PIB
w formie przekazania cennych materiatéw pozyskanych natenczas z sadéw jabloniowych
chronionych strobilurynami. Byly to liscie jabloni z objawami parcha, zebrane z 15 sadow
towarowych oraz dwéch sadéw ekologicznych, nie chronionych chemicznie. Ponadto
Doktorantka dysponowata materialem roslinnym pobranym w latach 2012-2014 z 10 sadéw
komercyjnych, ekologicznych oraz z mieszanym typem ochrony. Préby do badan obejmowaty
20 populacji reprezentowanych przez 5 (badanie genéw) oraz 30-35 (badanie markeréw SSR)
szczepow grzyba. Na tym etapie wyjasnia sie zainteresowanie genami Rvil oraz Rvil7, poza
genem Rvi6, wymienionym w celach szczegbtowych.

Metody zastosowane w pracy opisano szczegblowo, w tym podstawy selekeji
szczepow referencyjnych ‘Res’ (zawierajacych zmutowane sekwencje G143A) i ‘Sens’ (brak
mutacji) oraz metody izolacji DNA. Niestety Doktorantka nie podata czym kierowata sie
wybierajac dang metode izolacji DNA. Mozna si¢ domys$li¢, ze bylo to warunkowane
czystoscig i jakoscia DNA grzyba wymagang do okreslonych badas, jednak przyczyna
wyboru okreslonej metody powinna byé podana w opracowaniu. W badaniach opracowano
metodg ilosciowego oznaczania czestosci wystapienia allelu z mutacja G143A w biatku
cytochromu b. Doktorantka opracowala tez warunki reakcji qPCR. Czulo$¢ opracowanej
metody detekcji sprawdzano na sztucznie utworzonych mieszaninach DNA szczepéw ‘Res’
i ‘Sens’ w siedmiu proporcjach od 100 ng ‘Res’:0 ng ‘Sens’ do 0 ng ‘Res’:100 ng ‘Sens’
z logicznie dobranymi proporcjami stezenn posrednich. By¢é moze nalezalo to badanie
uzupelni¢ takze o izolacje DNA z materialu o odpowiednio dobranych proporcjach
zarodnikéw, by przekonaé si¢ czy wydajnos¢ izolacji DNA ze szczep6w ‘Res’ i ‘Sens’ jest
identyczna. Nowo opracowana metodg zastosowano do analizy prob pochodzacych z sadéw.
Genotypowanie w obrebie loci mikrosatelitarnych prowadzono w rekcjach multiplex PCR
z az 11 parami starteréw gdzie jeden starter z kazdej pary byl znakowany fluorescencyjnie na
koficu 5° znacznikiem HEX, TAMRA lub FAM. Obecnosé produktéw rejestrowano na
sekwenatorze kapilarnym ABI PRISM 310 Genetic Analyser, w serwisie zewnetrznym
(Genomed). Klony z powtérzonymi cechami odrzucano przed wykonaniem analiz. Cenng
umieje¢tnoscia  Doktorantki bylo opanowanie narzedzi bioinformatycznych odczytanych
wielko$ci markeréw mikrosatelitarnych oraz sekwencji gen6w metabolizmu podstawowego
i genéw zwigzanych z chorobotworczoscig poprzedzone powieleniem tych genéw. Nie mam
zastrzezen co do zastosowanych metod badawczych a opanowanie technik

bioinformatycznych uwazam za wielki sukces Doktorantki.
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Wyniki

W publikacji przedstawionej w Journal of Phytopathology opracowano metode gPCR
dla oceny odpornosci szczepow V. inaequalis, ktorej przewaga nad poprzednio stosowanymi
polegala na kazdorazowej mozliwosci przeprowadzenia testu, nawet przy braku zywotnosci
badanego materialu a zatem dla préb zamrozonych lub historycznych, np. dla materialow
zielnikowych. Opracowana metode wykorzystano do oceny 17 populacji patogena zaréwno
z sadéw komercyjnych, w ktorych stosowano strobiluryny, jak tez sadow ekologicznych.
Spelniono zatem cel polegajacy na opracowaniu metody umozliwiajacej ilosciowa
i jakosciows detekcje mutacji G143A w genie mitochondrialnego biatka cytochromu b. Prace
opublikowano w 2011 roku i jak na 6w czas bylo to wartosciowe osiggniecie metodyczne.

Publikacja, ktéra przyjeto do druku w czasopi$mie BMC Evolutionary Biology to
ziozona, bogata metodycznie praca, ktorej celem bylo opisanie struktury genetycznej
populacji grzyba V. inaequalis uzyskanych w 2009 roku z drzew jabloni dotad odpornych na
parcha jabtoni. Byly to odmiany z genem Rvis, ktéry przez wiele lat chronit jablonie przed
tym groznym patogenem. T¢ grupe szczepéw scharakteryzowano takze na tle populacji
przetamujacych odporno$é genéw Rvil i Rvil7 oraz populacji z drzew jabloni bez znanych
genoéw odpornosci. Genotypowanie 11 loci mikrosatelitarnych objelo az 633 préby grzyba.
Analizy bioinformatyczne przeprowadzono dla 606 szczepOw podzielonych na 20 populacii,
uzyskanych na podstawie podziatu wedlug sadéw i odmian jabloni. Doktorantka wykonata
analizy grupowania, zbadala réznorodnogé genowa oraz okreslila strukture genetyczng
w populacjach V. inaequalis i oznaczyta relacje miedzy populacjami, przeprowadzita analizy
sprzezefi i okreslita zwigzki pomiedzy strukturg genetyczng a pochodzeniem geograficznym
populacji. W tym miejscu prosze Doktorantk¢ o wyjasnienie charakteru j&j udzialu
wwaznych dla pracy analizach bioinformatycznych. Z opisu badan i opisu udzialu
w publikacji mozna przypuszczaé, iz osobg wiodgca prym w postugiwaniu si¢ tymi
narzgdziami jest wspélautor z INRA, Cestas we Francji.

Badania wykazaty odmienno$é¢ populacji V. inaequalis uzyskanej z jabloni z genem
Rvi6 niosagcym odporno$é na parcha oraz wewngtrzne podzielenie tej grupy na wyrazne
podgrupy zwiazane z pochodzeniem poszczegOlnych  subpopulacji, co wyraznie
kontrastowato z populacjami izolatéw uzyskanych z jabtoni z innymi genami odpornosci oraz
ze szczepami uzyskanymi z odmian podatnych na parcha. Prosze Doktorantke o komentarz
dotyczacy skutkéw tej odmiennosci w praktyce. Czy odmienno$¢ tych izolatéw ma znaczenie
praktyczne w sensie zwalczania ich przy zastosowaniu preparatami grzybobdjczymi
zawierajgcymi substancje inne niz strobiluryny?




W trzeciej pracy zgloszonej jako czesé rozprawy doktorskiej, opublikowanej
w czasopi$mie Pathogens Doktorantka i jej opiekunka naukowa stawiajg sobie za cel
sprawdzenie ewentualnych powigzan pomiedzy przynalezno$cig badanych szczepéw do
populacji wezesniej zdefiniowanych ze strukturg genetyczng zwiazang z genami metabolizmu
podstawowego. Uzyskane produkty tych genéw zsekwencjonowano i poddano analizie
filogenetycznej, oznaczono zroznicowanie genetyczne szczepOw poprzez wyznaczenie
polimorfizmu nukleotydowego badanych fragmentéw genéw (czynnik elongacji 1la,
B-tubulina oraz biatka z rodziny mannozydaz i glukozydaz). Doktorantka zanalizowala
mozliwos¢ swobodnego krzyzowania si¢ szczepéw i przeprowadzita analize wariancji
molekularnej AMOVA. Badania wskazaly, ze nie bariera geograficzna ale biologiczna
skutkuje brakiem wymiany genow miedzy populacjami i wynika z ograniczonego
krzyzowania si¢ szczepéw. Stwierdzono jednak przeplyw genéw wewnatrz danej grupy o tej

samej wirulencji.

Podsumowanie wynikéw i wnioski

Dyskusja wynikéw zostata przez Doktorantke przeprowadzona wylacznie
w zamieszczonych pracach, z pewns szkoda dla oméwienia wynikéw wilasnych na tle
literatury $wiatowej. W pracy sformulowano 9 stwierdzefi stanowigcych podsumowanie
wynikéw i wnioski. Wszystkie z nich s3 uprawnione i potwierdzaja postawione hipotezy
badawcze. Ze wzgledu na logiczne polaczenie wszystkich prac w jedna calo$é o charakterze

monografii doktorskiej niektére z wnioskow wyplywaja jednoczesnie z dwoch publikacji.

Podsumowanie

Praca doktorska pani mgr Moniki Michaleckiej poszerza nasza wiedze na temat
bogactwa i zmiennosci genetycznej populacji  szczepéw grzyba V. inaequalis
odpowiedzialnych za wystepowanie parcha jabloni w Polsce i na $wiecie. Doktorantka
dysponowala w tym wzgledzie unikalnym materiatem ro$linnym i grzybowym, w duzej
mierze stanowigcym sile niniejszej pracy. Material badawczy uzyskano z sadow jabloniowych
z naturalnych warunkéw porazenia a wyniki badah warto przedstawi¢ producentom. Jakie
przestanie sformulowane na podstawie wlasnych badan skierowataby Doktorantka do
praktykéw-sadownikéw, doradcéw w zakresie ochrony roslin, stuzb PIORIN, dziatkowiczéw
uprawiajgcych jablonie oraz konsumentéw? Prosz¢ o ich sformulowanie i przedstawienie

podczas publicznej obrony pracy.

A



Whiosek koncowy

Monografia doktorska skladajaca si¢ z trzech publikacji we wspolautorstwie lecz
zwyraznie dominujagcym udzialem Doktorantki oraz z ich obszernego omoéwienia
W wartosciowy sposéb przyczynia si¢ do analizy nowych i juz wczeséniej powstalych
wariantow genetycznych grzyba V. inaequalis. w duzej mierze zdolnych do przelamania
odpornosci waznych genéw spotykanych u jabloni. Praca dotyczy waznej problematyki
badawczej, jest ztozona metodycznie, wnioski bezposrednio wynikaja z wykonanych analiz
isa uzasadnione. Sposob ujecia zagadnien w pracy jest prawidlowy a jej caloksztaltt
potwierdza biegtos¢ Doktorantki w zakresie poruszanych zagadnien.

Doktorantka dysponuje wszechstronnym i bogatym warsztatem badawczym, na kt6ry
sktadaja si¢ klasyczne metody fitopatologiczne i mykologiczne a takze warsztat genetyczno-
molekularny i bioinformatyczny. Doswiadczenia zaplanowano i przeprowadzono prawidlowo.
Wysoce ceni¢ fakt starannego i w znacznej mierze samodzielnego przeprowadzenia
wszystkich eksperymentéw i ich umiejetnego opisania. Ze wzgledu na znaczny staz pracy
podejscie badawcze jest dojrzale a Doktorantka jawi sie jako zdolny mlody i w Znacznej
mierze juz samodzielny badacz.

Rozprawa doktorska mgr Moniki Michaleckiej stanowi wazny przyczynek do badan
nad parchem jabloni, prowadzonych na calym $wiecie. Z pelnym przekonaniem rekomenduje
paniag mgr. Monik¢ Michalecka do uznania jej kwalifikacji i przyznano stopnia doktora
nauk rolniczych i ogrodniczych. Rozprawa doktorska pani mgr. Moniki Michaleckiej pt.
»Zmiennos¢ genetyczna populacji grzyba Venturia inaequalis w Polsce spelnia wymagania
ustawy o stopniach i tytule naukowym. Wnosze do Rady Naukowej Instytutu Ogrodnictwa —
Panstwowy Instytut Badawczy w Skierniewicach o dopuszczenie mgr Moniki Michaleckiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na istotnosé poruszane;j
problematyki badawczej, wage badan oraz ich samodzielne opracowanie w formie publikacji
w czasopismach o dobrej randze naukowej wnoszg do Rady Naukowej IO-PIB o wyréznienie

rozprawy doktorskiej. Uzasadnienie wyrdznienia pracy zostalo przedstawione w rozdziatach

Podsumowanie i Wniosek koncowy.
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