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Recenzja osiggniecia naukowego pt.:

,Doskonalenie molekularnych technik diagnostycznych do identyfikacji kwarantannowego
nicienia wegorka sosnowca Bursaphelenchus xylophilus na tle innych, wystepujacych w drewnie
niepatogenicznych nicieni z rodzaju Bursaphelenchus”
oraz dorobku naukowego
dr inz. Anny Filipiak
z Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy w Poznaniu,
ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego
w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo
wykonana na zlecenie Rady Instytutu Ochrony Roslin Panstwowy — Instytut Badawczy w

Poznaniu

Recenzja zostala przygotowana w oparciu o Uchwate Nr 287/X Rady Naukowej Instytutu Ochrony
Roslin - Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu z dnia 17 czerwca 2021 r. w sprawie
powotania komisji habilitacyjnej w postepowaniu w sprawie nadania stopnia doktora

habilitowanego dr. inz. Annie Filipiak.

Najwazniejsze fakty z zZyciorysu naukowego Habilitantki

Pani dr inz. Anna Filipiak w roku 2005 ukonczyta studia na Wydziale Rolniczym, Akademii
Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu. Prace magisterska pt. ,,Degradacja atrazyny
przez tlenowe oraz beztlenowe mikroorganizmy ryzosfery tataraku zwyczajnego (Acorus calamus
L.)” wykonata pod kierunkiem dr Pawla Kroliczaka. Bezposrednio po studniach rozpoczgta prace
w Instytucie Ochrony Roslin — Instytut Badawczy w Poznaniu, najpierw w ramach umowy zlecenie

w Zakladzie Herbologii i Techniki Ochrony Roslin, a nastepnie Zaktadzie Biologicznych Metod i



Kwarantanny, gdzie w 2006 roku zostala zatrudniona na umowe o pracg na stanowisku inzyniera,
a nastepnie asystenta. W 2012 roku na podstawie rozprawy doktorskiej pt: ,Ekologia,
patogenicznosé oraz genetyczna odmiennosé nicienia Bursaphelenchus mucronatus od innych,
wystepujacych w Europie gatunkow z grupy B. xylophilus”, ktérej promotorem byl prof. dr hab.
Marek Tomalak, uzyskata stopief doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii. Od 2012 roku dr
inz. Anna Filipiak jest zatrudniona w Zakladzie Biologicznych Metod i Kwarantanny, Instytutu

Ochrony Roslin - Paistwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu.

Ocena osiggniecia naukowego stanowigcego jednotematyczny cykl publikacji

Osiggniecie habilitacyjne dr inz. Anny Filipiak, stanowi monotematyczny cykl prac pt.:
,.Doskonalenie molekularnych technik diagnostycznych do identyfikacji kwarantannowego
nicienia wegorka sosnowca Bursaphelenchus xylophilus na tle innych, wystgpujacych w drewnie
niepatogenicznych nicieni z rodzaju Bursaphelenchus”, ktére sklada si¢ z siedmiu artykut
naukowych o charakterze doswiadczalnym, opublikowanych w  pigciu  czasopismach
uwzglednionych w bazie JCR oraz jednej pracy nieposiadajgcych wspolezynnika IF. W sktad
osiagnigcia naukowego wchodza artykuty naukowe opublikowane zaréwno w czasopismach
naukowych, ujetych w wykazie sporzadzonym zgodnie z przepisami wydanymi na podstawie art.
267 ust. 2 pkt 2 lit. b p.s.w.n., jak i prace opublikowane w czasopismach naukowych, ktore byly
ujete w czesci A wykazu czasopism naukowych ustalonego na podstawie przepisow wydanych na
podstawie art. 44 ust. 2 ustawy uchylanej w art. 169 pkt 4 i ogloszonego komunikatem Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 25 stycznia 2017 r. lub byly ujete w czesci B tego wykazu,
ktérym przyznanych bylo, co najmniej 10 punktéw. Zgodnie z art. 179 ust. 6, ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. przepisy wprowadzajgce ustawe prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Pomimo iz
wniosek o nadanie stopnia doktora habilitowanego zostat ztozony po dniu 30 kwietnia 2019 roku,
artykuly te mogg byé zaliczone do osiagnigcia naukowego. W zwigzku z powyzszym,
przedstawione do oceny osiagniecie naukowe dr inz. Anny Filipiak spetnia wymagania formalne
zgodnie z art. 219 ust. 1 pkt 2 p.s.w.n. Sumaryczny Impact Factor publikacji w chodzacych w skiad
osiaggnigcia naukowego, uwzgledniajac rok publikacji, wynosi 9,286, natomiast liczba MNiSW,
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 430, co stawi dobry dorobek pod wzglgdem wskaznikoéw

bibliometrycznych.



Osiagniecie naukowe Habilitantki w formie siedmiu publikacji naukowych, ktore w
wigkszosci ukazaly sie w renomowanych czasopismach naukowych, to grupa spdjnych
tematycznie opracowan dotyczacych identyfikacji kwarantannowego gatunku nicienia weggorek
sosnowiec (Bursaphelenchus xylophilus). W ramach tego cyklu mozna wyr6zni¢ trzy glowne
kierunki badawcze: i) opracowanie skutecznych i precyzyjnych metod do wykrywania i
identyfikacji wegorka sosnowca, a takze innych blisko z nim spokrewnionych gatunkow, przy
wykorzystaniu molekularnych technik diagnostycznych; ii) ocen¢ zréznicowania genetycznego
oraz stopnia patogenicznosci szczepow wegorka sosnowca wzgledem sosny, a takze wykazanie
zaleznosci pomigdzy reprodukcjg roéznych szczepdéw tego szkodnika, a ich zdolnoscig do
powodowania zamierania roslin; iii) wykrycie i scharakteryzowanie pierwszej spontanicznej
mutacji Roller u wegorka sosnowca, warunkujgcej powstanie tatwego do odrdznienia fenotypu
mutantéw tego nicienia oraz wykorzystanie tej mutacji, jako markera umozliwiajgcego $ledzenie
procesow wewnatrz- i miedzygatunkowego krzyzowania si¢ wegorka sosnowca z
niepatogenicznym nicieniem B. mucronatus.

Pierwszy z kierunkéw badawczych, dotyczacy opracowanie skutecznych i precyzyjnych
metod wykrywania i identyfikacji wegorka sosnowca, realizowany byl poprzez badania
zaprezentowane w trzech artykutach naukowych. W pracy pt.: “The use of real-time polymerase
chain reaction with high resolution melting (real-time PCR-HRM) analysis for the detection and
discrimination of the quarantine nematode Bursaphelenchus xylophilus and Bursaphelenchus
mucronatus” autorzy zaprezentowali mozliwosci precyzyjnego odrdznienia populacji wegorka
sosnowca od najbardziej podobnego morfologicznie gatunku B. mucronatus. Do potrzeb projektu,
wykorzystali oni technikg real-time PCR — High Resolution Melting (real-time PCR-HRM),
bazujacej na analizie topnienia produktu PCR. Na podstawie rtDNA (18S-ITS1-5.85-1TS2-28S)
zaprojektowali dla tych dwoch gatunkéw nicieni specyficzne startery, pozwalajace na amplifikacje
fragmentdw o wielkosci 107 pz, a takze wyznaczyli najbardziej efektywng par¢ starteréw. Na
podstawie analizy krzywej topnienia produktéw reakcji wykazali obecnos$¢ pojedynczych,
roznigecych sie produktow amplifikacji dla populacji B. xylophilus i B. mucronatus genotypu
europejskiego, a takze dwoch produktow dla genotypu wschodnio-azjatyckiego, co pozwala na
identyfikacj¢ tych gatunkéw na podstawie DNA pojedynczych osobnikow, niezaleznie od ich
stadium rozwojowego. Watro podkresli¢, ze w pracy tej okreslono rowniez najnizszg koncentracje
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wykorzystaniu techniki real-time PCR-HRM. Za wazne osiggniecie nalezy uzna¢ potwierdzenie,
ze dzieki stwierdzeniu pojedynczych zmian nukleotydowych, technika ta jest bardzo efektywna
metoda wykrywania i identyfikacji wegorka sosnowca, bedgcego groznym i waznym gospodarczo
szkodnikiem sosny. Ponadto zgodnie z informacjami podanymi w publikacji, metoda ta jest tansza
od innych tego typu metod, ze wzglgdu na brak koniecznosci uzycia specyficznych sond oraz
mniejsza pracochlonno$é i wieksza doktadnos¢. Wklad Habilitantki w realizacje prezentowanych
badan jest znaczacy, gdyz udzial wspélautora pracy ograniczat si¢ jedynie do konsultacji wynikow
i wspéttworzeniu manuskryptu.

Kontynuujac ten kierunek badawezy, w kolejnej publikacji pt.: ,,Multiplex polymerase chain
reaction for simultaneous detection and identification of Bursaphelenchus xylophilus, B.
mucronatus and B. fraudulentus — three closely related species within the xylophilus group”
Habilitanatka prezentuje mozliwosci wykorzystania kolejnej metody do jednoczesnego
wykrywania i identyfikacji trzech gatunkéw nicieniu z grupy xylophilus. Stworzenie tej metody
bylo zasadne z powodu coraz czgstszego wykrywania w Polsce kolejnego gatunku nalezacego do
tej grup, B. fraudulentus. W ramach tych badan, Habilitantka w raz z zespolem, wykorzystata
metode multipleks PCR, umozliwiajaca wykrywanie tych trzech gatunkow nicieni podczas jedne;j
reakcji PCR. Nowatorskos¢ zastosowania tej metod polegata na wytypowaniu mutacji w regionie
rDNA nicieni B. xylophilus, B. mucronatus oraz B. fraudulentus, ktére pozwalaly na odrdznienie
ich od siebie, a takze na zaprojektowanie trzech specyficznych starterow dla kazdego z tych
gatunkow nicieni i jednego uniwersalnego. Taki zestaw starteréw, pozwolif na uzyskanie na zelu
agarozowym tylko jednego produktu, o roznej wielkosci dla kazdego z badanych gatunku nicieni.
Co wazne, zaprojektowane startery nie pozwalaly na uzyskanie produktu dla innych badanych
gatunkéw nicieni. Istotnym wkladem w rozwoj metod identyfikacji wegorka sosnowca i
odrézniania go od innych powszechnie wystgpujacych gatunkow, nalezy uzna¢ stworzenie i oceng
skutecznosci zestawu starterdw umozliwiajgcych wykrywanie tych nicieni w czasie jednej reakcji
oraz stworzenie protokolu prowadzenia takiej analizy. Bardzo istotny jest fakt, ze metoda ta jest
bardzo czufa i pozwala na wykrycie i identyfikacj¢ pojedynczych osobnikéw, bez wzgledu na
stadium rozwojowe, dzieki czemu mozeona by¢ bardziej przydatng metoda wykrywania
kwarantannowego szkodnika B. xylophilus niz dotychczas stosowanej techniki. Nalezy zaznaczy¢,
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manuskryptu byly wykonane gtownie przez Habilitantke¢. Udziat wspotautordw ograniczat si¢ do
konsultacji metodyki i uzyskanych wynikow, jak rowniez wspottworzenia manuskryptu.

Kolejnym krokiem w badaniach dotyczacych doskonalenia technik wykrywania i
identyfikacji wegorka sosnowca bylo udoskonalenie metody multiplex PCR, poprzez
wykorzystanie techniki multipleks real-time PCR. Modyfikacja ta zwigkszyla czutosci i szybkosci
wykrywanych nicieni w probach drewna, bez koniecznosci przeprowadzania rozdziatu
elektroforetycznego. Wyniki tych badan zaprezentowano w publikacji pt.: “A fast and sensitive
multiplex real-time PCR assay for simultaneous identification of Bursaphelenchus xylophilus, B.
mucronatus and B. fraudulentus — three closely related species from the xylophilus group”. W
trakcie tych badan zaprojektowano nowe, uniwersalne startery dla trzech uprzednio badanych
gatunkow nicieni i podobnie jak we wczesniejszej pracy, przetestowano je na czterech innych
gatunkach. W kolejnym etapie, zaprojektowano trzy specyficzne sondy TagMan dla B. xylophilus,
B. mucronatus oraz B. [fraudulentus, ktére po wprowadzeniu do mieszaniny reakcyjnej umozliwity
precyzyjne zidentyfikowanie i odroznienie od siebie badanych gatunkéw. Uzyskane wyniki
potwierdzaja wysokg skutecznos¢ zaprojektowanych starteréw oraz specyficznych sond w
identyfikacji tych nicieni. Podobnie, jak w przypadku techniki multipleks PCR, opracowana
technika multipleks real-time PCR réwniez pozwala na jednoczesne wykrywanie tych trzech
gatunkdéw nicieni wystgpujacych w prébie drewna, jednak technika multipleks real-time PCR
cechuje si¢ zdecydowanie wigksza czuloscig oraz mniejsza czasochtonnosciag. O znaczeniu
przeprowadzonych badan, pozwalajgcych na opracowana tej metody, $wiadczy fakt wigczenia jej
przez Europejskg Organizacje Ochrony Roslin (EPPO) do protokotu diagnostycznego, jako jeden
ze standardéw diagnostycznych obowigzujacych we wszystkich krajach Europy do identyfikacji
kwarantannowego nicienia wegorka sosnowca (EPPO Bulletin (2021). Diagnostics PM 7/4 (4)
Bursaphelenchus xylophilus™). Podobnie jak w przypadku poprzedniej pracy, wktad Habilitantki
nalezy uzna¢ za znaczacy, gdyz wiekszo$¢ czynnosci zwigzanych z prowadzanymi badaniami
wykonywata ona samodzielnie, a udziat wspotautorow ograniczat si¢ do konsultacji i tworzenia
manuskryptu.

Kolejny kierunkiem badan, ktorych wyniki Habilitantka zaprezentowata w dwoch artykutach
wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego, koncentrowal si¢ na zmiennosci genetycznej i
patogenicznosci roznych szczepéw wegorka sosnowca, a takze okresleniu zaleznosci pomigdzy
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roslin. W pierwszej pracy, ktorej Habilitantka jest jedynym autorem, pt.: “Pathogenicity of selected
isolates of the quarantine pine wood nematode Bursaphelenchus xylophilus to Scots pine (Pinus
sylvestris L.)” poréwnata ona patogenicznosci oraz reprodukcje pieciu populacji wegorka
sosnowca pochodzacych z réznych rejonéw Japonii, inokulujge w sztucznych warunkach 3-letnie
siewki sosny zwyczajnej. Pani doktor wykazala, Ze stopien zamierania siewek zalezy od badanego
izolatu. Trzy z badanych izolatéw powodowaly znacza, dochodzacg do 100%, $Smiertelnosé roslin
juz po dwdéch miesigeach od inokulacji, natomiast dwa izolaty nie powodowaty zadnych objawow
chorobowych na roslinach. Uzyskane przez Habilitantke wyniki potwierdzily dotychczasowe
doniesienia dotyczace patogeniczno$ci réznych ras wegorka sosnowca. Warto dodac, ze
Habilitantka wykazala zalezno$é pomiedzy wirulencja poszczegdlnych izolatéw wegorka
sosnowca a szybkoscig ich reprodukgji. O ile podobne doniesienia mozna znalez¢ w literaturze z
tego zakresu, to za wazna nalezy uzna¢ stwierdzenie wystgpowania W srodowisku
niepatogenicznych izolatow tego nicienia, co wskazuje, ze brak objawow typowych dla zerowania
nicienia, nie zawsze $wiadczy, ze ro$liny sg wolne od tego szkodnika.

Wykorzystujgc wyniki badaf prezentowane w powyzszej pracy oraz doniesienia
literaturowe, Habilitantka okreslita zréznicowanie genetyczne badanych izolatow, a wyniki tych
badai zamieszczone zostaly w wieloautorskiej pracy pt.: "Molecular variation among virulent and
avirulent strains of the quarantine nematode Bursaphelenchus xylophilus”. W badanych tych
autorzy wykorzystali cztery izolaty wegorka sosnowca, pochodzace z Japonii i Portugalii, o znanej
patogeniczno$é¢ w stosunku do roslin zywicielskiej. W celu okreslenia zmiennosci genetycznej
wirulentnych i awirulentnych populacji, przy zastosowaniu techniki NGS, zsekwencjonowali oni
DNA osobnikéw pochodzacych z tych populacji, a nastgpnie, przeprowadzili poréwnanie i analizg
kompletnych sekwencji genoméw jadrowych. Analiza ta wykazala istnienia niemal dwukrotnie
wiekszej liczby wariantéw sekwencji uzyskanych z populacji awirulentnych, w tym wariantow o
tzw. duzym wplywie (high impact wariants), ktére moga mie¢ wplyw na struktury i funkcje biatek.
Co bardzo istotne, autorzy zidentyfikowali réwniez geny zwigzane z wariantami o duzym wplywie
dla kazdej z czterech badanych populacji wegorka sosnowca i przeprowadzili adnotacje
funkcjonalng w celu przypisania im funkcji molekularnych, proceséw biologicznych i sktadnikow
komorkowych. Stwierdzili, ze populacje awirulentne cechujg si¢ wigksza liczbg takich funkcji.
Waznym osiggnigciem autordw bylo stwierdzenie, ze populacje wirulentne wykazuja wyzsza
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wyzsza tolerancje na stres oksydacyjny wytwarzany, jako reakcja obronna rosliny. Wyjasnia to,
dlaczego wirulentne szczepy wegorka sosnowca zdolne sg przezwyciezy¢é mechanizm obronny
rosliny, a nastgpnie migrowa¢ i rozmnaza¢ si¢. Rownie istotne jest wskazanie, ze wsrod
wyrdznionych funkcji awirulentnych populacji wegorka sosnowca, sg m. in. aktywno$é
metaloendopeptydazy, aktywnos¢ endopeptydazy typu asparaginowego i aktywnos$¢ hydrolazy,
ktore w istotny sposdb wplywajg na utrate funkcji poszczegdlnych szczepdw, co w konsekwencji
prowadzi do ograniczenia rozwoju w skutek niskiej aktywnosci pobierania pokarmu.

Za duzy wklad autorow w rozwdj wiedzy na temat tego groznego szkodnika nalezy uznaé
wykazanie réznic genetycznych miedzy wirulentnymi i awirulentnymi populacjami weggorka
sosnowca, co moze by¢ wazne przy opracowywaniu metod diagnostycznych pozwalajacych na
identyfikacje poszczegdlnych szczepoéw tego szkodnika. Biorgc pod uwage, ze cechuja si¢ one
réznym poziomem patogenicznosci, prawidlowa ich identyfikacja wydaje si¢ by¢ kluczowa w
ograniczaniu rozprzestrzenia si¢ tego szkodnika. Warto réwniez podkresli¢ znaczenia
prezentowanych wynikow dla lepszego zrozumienie molekularnego mechanizmu rozwoju choroby
wiedniecia sosny. Wiekszos$¢ prac zwigzanych z przeprowadzaniem niniejszych badan oraz ich
publikacja byla wykonana przez Habilitantk¢. Udzial wspdtautoréw ograniczal si¢ do
wspolpracowaniu analiz biochemicznych, konsultacji uzyskanych wynikéw oraz tworzenia
manuskryptu.

Trzecim kierunkiem badan wchodzacych w skiad osiggnigcia naukowego dr inz. Anny
Filipiak byly badania dotyczgce wykrycia i scharakteryzowanie pierwszej spontanicznej mutacji
Roller u wegorka sosnowca oraz jej wykorzystanie, jako markera umozliwiajacego sledzenie
procesow wewnatrz- i migdzygatunkowego krzyzowania si¢ osobnikdw tego gatunku z
niepatogenicznym nicieniem B. mucronatus. Wyniki tych badan zaprezentowane zostaty w dwoch,
dwuautorskich pracach, w ktérych Habilitantka wskazana jest jako drugi autor. W pierwszej
zatytulowanej ,,A spontaneous Roller mutation in Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Buhrer,
1934) Nickle, 1970 (Nematoda: Aphelenchoididae)”, autorzy prezentujg wyniki badan dotyczace
odkrycia w kulturze ptytkowej izolatu pochodzacego z Portugalii, osobnikéw o spiralnym skrecie
wokot osi podiuznej ciata. Wykorzystujgc techniki molekularne potwierdzili, ze nietypowy wyglad
tych osobnikéw jest efektem mutacji. Ponadto scharakteryzowali mutanty pod wzgledem
morfologiczno-anatomicznym oraz behawioralnym, a takze okreslili ich potencjat reprodukcyjny
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bakteriozernych oraz entomopatogenicznych nicieni, jednak ta zostata odnotowano po raz
pierwszy u wegorka sosnowca. Za istotny wklad w rozwdj nauki nalezy ponadto uznad
stwierdzanie, ze fenotyp mutantéw zwiagzany jest ze zmianami w jednym genie, a mutacja ta nie
ma negatywnych skutkéw na reprodukcje i zywotnosé¢ nicieni. Bardzo istotne bylo rowniez
wykazanie, Ze jest to mutacja recesywna, a allele Bxy-rol(tom3), powodujace zmiany
morfologiczne, s fatwo przenoszone do innych odlegtych geograficznie izolatow wegorka
sosnowca, co moze byé istotne dla przysztych badan populacyjnych. Autorzy wskazuja ponadto,
ze mutanty byly dobrze przystosowane do zycia i rozwoju w drewnie sosny, gdzie przemieszczaly
sic wewnatrz rosliny i tworzyty pokolenia potomne, patogeniczne dla roslin zywicielskich.

Druga z prac prezentujgca doniesienia dotyczace wykrytej mutacji, pt.: ,Effects of
interspecific crossbreeding between invasive pine wood nematode, Bursaphelenchus xylophilus
and native B. mucronatus on morphology and reproduction of hybrid offspring”, wskazuje na
mozliwosé wykorzystania mutacji Bxy-rol(tom3), jako morfologicznego markera w badaniach
dotyczacych hybrydyzacji wewnatrz- i migdzygatunkowej migdzy inwazyjnym wegorkiem
sosnowcem i rodzimym dla Eurazji, gatunkiem B. mucronatus. Zdolnos¢ krzyzowania si¢ tych
dwoch gatunkéw zostata wezesniej opisana, jednak doniesienia literaturowe nie potwierdzajg
jednoznaczne takiej mozliwosci. W zaleznosci od zrédfa, podawane sa informacje o petnej
zgodnoéci do krzyzowania sie bez uzyskiwania plodnego potomstwa w pokoleniu FI, do
catkowitego braku mozliwosci krzyzowania si¢ tych dwoch gatunkéw. W celu zbadania tego
zjawiska autorzy wykorzystali mutanty wegorka sosnowca, ktore krzyzowane byly z rodzimym
gatunkiem. Stworzyli oni schemat krzyzowan grupowych, ktory pozwalal na tatwe wykrywanie,
wérod wielotysiecznych populacji osobnikéw pokolenia F1 prezentujacych fenotyp rodzicielski
samicy (Roller), stosunkowo rzadkich hybrydy miedzygatunkowych o fenotypie non-Roller.
Ponadto, stosujgc wezesniej opracowang metode, bazujgca na technice multipleks PCR, w fatwy
sposob byli oni w stanie identyfikowa¢ genom pojedynczych osobnikach potomstwa krzyzowek.
Pozwolilo to na jednoznacznie potwierdzenie obecno$¢ hybryd miedzygatunkowych w kolejnych
pokoleniach krzyzowek B. xylophilus i B. mucronatus. Bardzo istotne z punktu wiedzy zjawiska
hybrydyzacji tych nicieni bylo zidentyfikowane mechanizméw, ktore wplywaly na plodnos¢ i
ogblny potencjal reprodukcyjny migdzygatunkowych hybryd. Uzyskane wyniki wyraznie
wskazuja, ze te dwa gatunki nicieni tworza zywotne hybrydy miedzygatunkowe, jednak zywotno$c

i potencjat reprodukcyjny wigkszosci osobnikéw potomnych byl znacznie ograniczony. Sugeruja



ponadto, ze pomimo ograniczonych mozliwosci rozmnazania si¢ tych osobnikéw, nie mozna
wykluczy¢ ryzyka skutecznego przekazywania miedzy tymi gatunkami genéw umozliwiajgcych
adaptacje¢ do nowych siedlisk lub wptywajacych na patogenicznos¢ w stosunku do rosliny
zywicielskiej. Opisane przez autorow zjawisko hybrydyzacji u tych dwdch pokrewnych gatunkéw
oraz mozliwos¢ wykorzystania mutacji Bxy-rol(tom3), jako markera umozliwiajacego
identyfikacje hybryd zaréwno na poziomie morfologicznym, jak i molekularnym, jest istotnym
osiggnigciem pozwalajacym nie tylko na badanie tego zjawiska, ale moze by¢ rowniez
wykorzystane w procesie identyfikacji mieszancow miedzygatunkowych w $rodowisku
naturalnym.

W przypadku tych dwoch publikacji, Habilitantka wymieniona jest, jako drugi autor. Biorgc
jednak pod uwage deklaracje Habilitantki oraz zalgczone o$wiadczenia wspolautora tych prac
stwierdzam, ze zaangazowanie dr inz. Anny Filipiak w badania te oraz ich publikacjg jest znaczace.
Habilitantka uczestniczyta w pracach na kazdym etapie ich powstawania, a jej udziat polegat na
wspolpracowaniu koncepcji badan, planowaniu i bezposredniej realizacji poszczegdlnych zadan
eksperymentalnych, analizie i opracowaniu danych oraz na przygotowaniu opracowan naukowych
i ich publikacji.

Biorgc pod uwage badania wchodzace w skiad osiagnigcia naukowego, jako najwazniejsze
osiggnigcia Habilitantki mozna wskazac:

1. Opracowanie trzech metod wykrywania i identyfikacji kwarantannowego gatunku nicienia,
wegorka sosnowca, wykorzystujacych techniki real-time PCR — High Resolution Melting,
multipleks PCR oraz multipleks real-time PCR. W tym, opracowanie zestawow starterow
oraz specyficznych sond, umozliwiajgcych wykrycie i identyfikacje trzech podobnych
morfologicznie gatunkow nicieni, w tym wspominanego gatunku kwarantannowego.

2. Uznanie przez Europejska Organizacje Ochrony Roslin (EPPO) metody wykrywania i
identyfikacji wegorka sosnowca, opartej na technice multipleks real-time PCR, jako
jednego ze standardow diagnostycznych obowigzujacych we wszystkich krajach Europy
oraz wigczenie jej do protokotu diagnostycznego EPPO.

3. Potwierdzenie zréznicowania populacji wegorka sosnowca pod wzgledem patogenicznosci
w stosunku do rodziny zywicielskiej oraz okreslnie zaleznosci pomiedzy reprodukcjg

réznych szczepow wegorka sosnowca, a ich zdolnoscig do powodowania zamierania roslin.



4. Uzyskanie sekwencji genoméw jadrowych dla patogenicznych i niepatogenicznych
populacji wegorka sosnowca, co pozwolito na wykazanie genetycznych roznic pomigdzy
szczepami tego szkodnika.

5. Pierwsze stwierdzenia spontanicznej mutacji warunkujgcej powstanie fenotypu Roller u
wegorka sosnowca i jej scharakteryzowanie, a takze wykorzystanie tej mutacji, jako
markera umozliwiajacego $ledzenie procesow wewnatrz- i migdzygatunkowego
krzyzowania si¢ inwazyjnego B. xylophilus z nieszkodliwym, rodzimym gatunkiem B.
mucronatus.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze przedstawiony do oceny przez Panig dr. inz. Ann¢
Filipiak jednotematyczny cykl publikacji, stanowigcy osiggnigcie naukowe pt. ,,Doskonalenie
molekularnych technik diagnostycznych do identyfikacji kwarantannowego nicienia wegorka
sosnowca Bursaphelenchus xylophilus na tle innych, wystgpujacych w drewnie niepatogenicznych
nicieni z rodzaju Bursaphelenchus", spelnia wymagania niezbgdne do uzyskania stopnia
naukowego doktora habilitowanego, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm.).

Ocena pozostalego dorobku naukowego

Przedlozony do oceny dorobek naukowy dr inz. Anny Filipiak sklada si¢ 30 oryginalnych
publikacji naukowych (lacznie z siedmioma pracami wchodzacymi w sklad osiggniecia
naukowego), jednej monografii, jednej pracy opublikowanej, jako rozdzial w monografii oraz 34
doniesien konferencyjnych, w tym 12 prezentowanych na konferencjach migdzynarodowych.
Wsréd  oryginalnych publikacji naukowych zdecydowana wigkszo$¢ (21 prac) zostalo
opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora. W pigciu pracach Habilitantka jest jedynym
autorem, w 12 pracach wieloautorskich jest pierwszym, a w siedmiu drugim autorem. Osiemnascie
(w zalaczonym zestawieniu 17) oryginalnych prac tworczych opublikowanych zostato w
czasopismach z bazy JCR, w tym 15 po uzyskaniu stopnia doktora. Sumaryczny Impact Factor
tych prac wynosi 24,780 (wedtug Habilitantki 24,464, w zestawieniu zostala jednak pomieta jedna
praca) (15,494 bez prac wchodzacych w osiagnigcie naukowe), a liczba punktow zgodnie z rokiem
opublikowania 895 (480 punktéw, bez prac wehodzacych w osiggnigcie naukowe). Prace te zostaly

opublikowane w wielu renomowanych czasopismach, takich jak: “Bonn Zoological Bulletin”,
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ob 13

“European Journal of Plant Pathology”, “Forest Pathology”, “Invertebrate Survival Journal”,
“Molecular and Cellular Probes”, “Nematology”, “Molecular Genetics and Genomics”,
“Organisms Diversity & Evolution”, “Plant Disease”, czy “Systematic Parasitology”. Habilitantka
opublikowata ponadto 12 prac w czasopismach nieposiadajgcych wspotczynnika IF (w zestawieniu
podanych jest 13 prac, gdyz blednie zaliczono tu prace posiadajgca IF), z ktorych szesé¢
opublikowata po uzyskaniu stopnia doktora. Prace te ukazaty si¢ w takich czasopismach jak: ,,Folia
Malacologica”, ,,Journal of Plant Protection Research™ oraz Progress in Plant Protection/Postepy
w Ochronie Roslin”. Laczna liczba punktéw za te prace, zgodnie z rokiem opublikowana, wynosi
87 (72 bez pracy wchodzacej w skiad osiggnigcia naukowego). Laczna liczba punktéw za dorobek
naukowy dr inz. Anny Filipiak, z uwzglednieniem osiggniecia naukowego oraz monografii, wynosi
1005 punktéw, natomiast z wylaczeniem osiggnigcia naukowego 575 punktéw. Po uzyskaniu
stopnia doktora Habilitantka uzyskata 906 punktéw, a z wylgczeniem osiggnigcia naukowego 476
punktéw. Liczba cytowani wg bazy Web of Science wynosi 96 (bez autocytowan — 74), a indeks
Hirscha — 6.

Analizujac tre$¢ oryginalnych prac naukowych mozna stwierdzié, ze dziatalnos¢ dr inz. Anna
Filipiak koncentrowala si¢ glownie badaniu wystgpowania, znaczenia i poszukiwania metod
umozliwiajacych wykrywanie i identyfikacje nicieni zasiedlajacych drewno. Bezposrednio po
zatrudnieniu, jako wykonawca w ramach Programow Wieloletnich IOR — PIB, finansowanych
przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, prowadzita badania dotyczgce charakterystyki
morfologicznej i molekularnej populacji B. mucronatus, a takze okreslenia patogenicznosci
roznych jego izolatow w stosunku do siewek sosny, oceny mozliwosci jego krzyzowania i
konkurencji z wegorkiem sosnowcem. W okresie tym, rozpaczata rdwniez badania zwigzane z
opracowaniem skutecznej i czutej molekularnej metody diagnostycznej do identyfikacji gatunki B.
fraudulentus, ktory powszechnego wystepuje w Polsce i jest spokrewnionego z wegorkiem
sosnowcem. Srodki uzyskane w ramach grantu promotorskiego finansowanego przez Komitet
Badan Naukowych (KBN) pozwolity jej na wykorzystanie opracowanych molekularnych technik
diagnostycznych do identyfikacji nicieni z rodzaju Bursaphelenchus, a takze charakterystyki
molekularnej dwdch nowo opisanych gatunkdw nicieni, tj. B. populi i B. trypophloei.

Zainteresowania dotyczace metod diagnostyki molekularnej nicieni zasiedlajacych drewno,
kontynuowane byly rowniez po uzyskaniu stopnia doktora, czego efektem sg prace wchodzace w

sktad osiggnig¢cia naukowego. Badanie te byly finansowane miedzy innymi ze srodkow uzyskanych
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7 Narodowe Centrum Nauki, w ramach konkursu MINIATURA, ktérego Habilitantka byta
kierownikiem. Za bardzo istotny wklad w rozwdj wiedzy dotyczacej nicieni wystepujacych w
drewnie, nalezy uzna¢ badania realizowane przez dr inz. Anne Filipiak w IOR — PIB, ktore dzieki
wykorzystaniu nowoczesnych technik molekularnych, pozwolily na opisaniu pigciu nowych dla
wiedzy gatunkéw szkodliwych nicieni. Ponadto, gatunki opisane z Europy takie jak B. trypophloei
i B. fagi oraz pochodzacy z Ameryki Pélnocnej gatunek B. masseyi wyodrebniono, jako nowg
grupe typologiczng w rodzaju Bursaphelenchus. Udzial Habilitantki w tych badaniach nalezy
uznaé za znaczacy, gdyz uczestniczyla ona na wszystkich etapach realizacji tych prac, poczynajac
od stworzenia ich koncepcji prac, poprzez planowanie i realizacje badan oraz opracowywanie
wynikow, skohczywszy na przygotowaniu publikacji. Znajomo$¢ technik molekularnych
pozwalajgcych na identyfikacje nicieni spowodowal, ze uczestniczyta ona rowniez w pracach
zespolu, ktory po raz pierwszy w Polsce, stwierdzil wystgpowanie gatunku nicienia Longidorus
attenuatus w soi oraz gatunku L. artemisiae. Ponadto badania te dostarczyly nowych danych
taksonomicznych na temat gatunku L. juglandicola.

Drugim kierunkiem badan realizowanych przez Habilitantke byly zagadnienia o charakterze
praktycznym dotyczace nicieni owadobdjczych. Koncentrowaly si¢ na okresleniu wystepowania
tych nicieni w $rodowisku rolniczym, opracowaniu zasad augmentatywnego ich stosowania, a
takze mozliwosci ich wykorzystania w zwalczaniu szkodnikéw rolniczych i sadowniczych. Bardzo
istotne w praktycznego punktu widzenia, bylo wykazanie, ze wprowadzanie do agrocenoz
entomopatogenicznych nicieni uzyskanych na drodze hodowli laboratoryjnej, miato istotny wplyw
na ich wystepowanie w kolejnych miesigcach sezonu wegetacyjnego. Powodowalo to wigkszg
presja na szkodliwe owady zwiazane ze Srodowiskiem glebowym. Ponadto, okreslona zostata
mozliwosé¢ ich wykorzystania do biologicznego zwalczania szkodnikéw nalezacych do rodziny
pryszczarkowatych: pryszczarek kapustnik (Dassyneura brassicae) w uprawach rzepaku,
pryszczarek gruszowca (D. pyri) na gruszy, gatunku Mycophila speyeri, uznanego za szkodnika
upraw pieczarek, a takze jednego z grozniejszych szkodnikow jablek, owocowki jabtkoweczki
(Cydia pomonella). Badania te prowadzone byly w ramach $rodkéw uzyskanych na trzy projekty
badawcze realizowane na rzecz MRiRW, w ktorych Habilitantka byta wykonawca oraz o$miu
projektow badawczych w ramach dzialalnosci statutowej IOR — PIB w Poznaniu, w ktorych

rowniez byla wykonawcg oraz kierownikiem w przypadku jednego z nich.
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Warto podkreslic, ze dr inz. Anna Filipiak, w latach 2013-2017, brata udzial w
mig¢dzynarodowym (polsko-norweskim) projekcie badawczym pt.: ,,Impact of climate change on
biodiversity and spread of invasive species - A study on Arion slugs”, zatwierdzonym przez
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (NCBiR), a finansowanym przez Norweskie Mechanizmy
Finansowania. Jako lider grupy roboczej WP3: ,,Impact of climate changes on colonization, genetic
variation and parasite diversity of invasive stug”, prowadzifa badania dotyczace identyfikacji przy
pomocy metod molekularnych pasozytéw Europejskich populacji slimakow nagich z rodzaju
Arion. W efekcie tych badan zidentyfikowano ponad 500 pasozytdw, wsrdd ktérych byly nicienie,
przywry oraz tasiemce. Uczestniczyta rowniez w przeprowadzeniu kompleksowej analizy
filogeograficznej inwazyjnego gatunku Arion vulgaris. Na bazie uzyskanych wynikow powstaty
cztery prace. W przypadku dwoch udziat Habilitantki polegal na stworzeniu koncepcji pracy oraz
przygotowaniu manuskrypt, natomiast dwoch kolejnych réwniez na prowadzeniu badan i analizie
wynikow.

Podsumowujac oceng pozostalego dorobku naukowego dr. inz. Anny Filipiak stwierdzam,
ze ma on duza warto$¢ naukowg oraz poznawcza, istotng dla rozwoju dyscypliny rolnictwo i
ogrodnictwo. Tym samym, Habilitantka spetnia wymagania stawiane, w tym zakresie, osobom
ubiegajacym si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego, a jej dorobek naukowy zastuguje na

pozytywna oceng.

Ocena istotnej aktywnosci badawczej, wspélpracy miedzynarodowej, osiggnieé¢

dydaktycznych, organizacyjnych i popularyzujgcych nauke

Habilitantaka wykazata si¢ duza aktywnosciag w zdobywaniu finansowania badan
naukowych. Panidrinz. Anna Filipiak byta liderem grupy roboczej w ramach migdzynarodowego
projektu Core, finansowanego w ramach Norweskich Mechanizméw Finansowania. Ponadto byla
kierownikiem projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu
Miniatura. W okresie przed uzyskaniem stopnia doktora byta rowniez gléwnym wykonawcg grantu
promotorskiego finansowanego przez Komitet Badan Naukowych. Pani Doktor, jako wykonawca
realizowata rowniez trzy zadania badawcze w ramach Programu Wieloletniego na lata 2006-2010,
2011-2015 oraz 2016-2020. Realizowata réwniez projekty badawcze w ramach dziatalnosci

statutowej Instytutu Ochrony Roslin — PIB w Poznaniu, w szesciu byta wykonawca, natomiast w
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jednym kierownikiem. Obecnie jest wykonaweg w projekcie realizowanym w latach 2021-2023,
w ramach dziatalnosci statutowej IOR — PIB, pt. ,,Rozszerzenie zakresu wykorzystania czynnikow
biologicznych w biologicznej i integrowanej ochronie roslin, w kontekscie strategii Europejskiego
Zielonego Ladu i Unijnej Strategii na Rzecz Bior6znorodnosci 2030 w rolnictwie”, a takze jest
gléwnym wykonawca w projekcie finansowanym przez Dyrekcje Generalna Lasow Panstwowych,
pt.: ,,Opracowanie skutecznych strategii monitorowania drzewostanow sosnowych pod katem
wezesnego wykrywania kwarantannowego nicienia - wegorka sosnowca (Bursaphelenchus
xylophilus), w warunkach aktualnie zachodzacych zmian klimatycznych” przyznanym na lata
2021-2023.

Pani dr inz. Anna Filipiak prowadzila ponadto badania poza Instytutem Ochrony Roslin —
PIB w Poznaniu. W 2013 roku odbyla krétkoterminowy staz w Instytucie Mikrobiologii
Stosowanej (Institute of Applied Microbiology of Xinjiang Academy of Agricultural Sciences —
XAAS), Urumgqi, Chiny, ktérego celem bylo przeprowadzenie badan w ramach projektu
“Application of biological control technology in greenhouse agriculture and mushroom
production”, zatwierdzonego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach
realizacji umowy dwustronnej pomigdzy IOR — PIB w Poznaniu a tamtejszym Instytutem. Jeszcze
w tym samym roku, w ramach stypendium otrzymanego z Uniwersytetu w Kioto dla naukowcow
zagranicznych, odbyla dwutygodniowy staz badawczy na tym uniwersytecie. W jego trakcie
prowadzila badania dotyczace projektu "QTL analysis of plant pathogenis traits of the pine wood
nematode Bursaphelenchus xylophilus using recombinant inbred lines". Dzigki uzyskaniu
finansowana z funduszy Norweskich Mechanizmoéw Finansowych, Habilitantka w roku 2014
odbyta krétkoterminowy staz na Uniwersytecie w Bergen i Norwegian Institute of Bioeconomy
Research (NIBIO) w As, Norwegia. Odbyla rowniez czterodniowa wizyte w Narodowym
Instytutucie Badafh Rolniczych i Weterynaryjnych (The National Institute for Agrarian and
Veterinarian Research — INIAV) w Oeiras, Portugalia. Dotyczyta ona konsultacji naukowych
finansowanych z Programu Wieloletniego.

Nalezy podkresli¢, ze Habilitantka jest pracownikiem jednostki naukowej, ktora nie
prowadzi zaje¢ dydaktycznych. Brak dorobku w tym zakresie nalezy, wigc uznac za w pelni
usprawiedliwiony. Warto jednak podkresli¢ jej duze zaangazowanie we wspolprace z Panstwowg
Inspekcja Ochrony Roslin i Nasiennictw, dla pracownikow, ktdrej wspolorganizowala i prowadzila

szkolenia dotyczace identyfikacji nicieni z rodzaju Bursaphelenchus. Ponadto przeprowadzita
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wyktad dla studentéw Studiéw Doktoranckich pt.: »Identyfikacja molekularna nicieni”, praktyki
dla uczennicy Liceum Ogélnoksztatcacego z Konina w ramach organizowanego ogdlnopolskiego
projektu ,,Dzien Przedsigbiorczosci”, a takze sprawowata opieke nad studentami zagranicznymi,
w tym opieke nad studentem z Institute of Applied Microbiology of Xinjiang Academy of
Agricultural Sciences, ktory odbyt roczny staz badawczy w IOR — PIB w Poznaniu. Warto
podkresli¢, ze w 2020 roku Habilitantka byta promotorem pracy dyplomowej realizowanej w
ramach studiow podyplomowych w  zakresie integrowanej produkcji  ze szczegdlnym
uwzglednieniem ochrony roslin i rolnictwa ekologicznego prowadzonych przez IOR — PIB w
Poznaniu. Wyniki swoich badan prezentowata ponadto na seminariach odbywajacych sie w trakcie
stazy zagranicznych, a takze migdzynarodowych i krajowych konferencjach.

W ramach osiggnie¢ dotyczacych popularyzacji nauki nalezy wskazaé na cztery publikacje
popularno-naukowe, ktére ukazaly si¢ w czasopismach Ochrona Roglin oraz Warzywa. Na uwage
zastuguje ponadto fakt odbycia przez Habilitantke blisko 20 szkolen, na ktérych doskonalita
warsztat badawczy oraz podnosita kwalifikacje zawodowe.

Pani dr inz. Anna Filipia od 2010 roku petie funkcje sekretarza Polskiego Towarzystwa
Ochrony Roslin — Oddzial Poznanski oraz od 2013 roku jest czlonkiem Europejskiego
Towarzystwa Nematologicznego (European Society of Nematologists). W 2018 roku wybrana
zostata na czteroletnig kadencj¢ do Rady Mtodych Naukowcow Instytutu Ochrony Roslin — PIB w
Poznaniu. W ramach tej dziatalno$ci zajmuje si¢ przygotowywaniem wiasnych propozycji zmian
sprzyjajacych rozwojowi kariery mtodych naukowcéw i oséb rozpoczynajgcych karier¢ naukowa.
Pelni rowniez funkcje redaktora dziatowego w Journal of Plant Protection Research oraz Progress
in Plant Protection. Ponadto, wykonata 18 recenzji artykutow naukowych, z ktorych zdecydowana
wigkszos¢ to recenzje artykutéw w wysoko punktowanych czasopismach z bazy JCR. Za swojg
dziatalno$¢ zwigzang z nauka otrzymata 11 nagréd i wyroznien od Dyrektora IOR-PIB, a takze
Odznak¢ Honorowa Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wi . Zastuzony dla rolnictwa".

W podsumowaniu nalezy podkreslié, ze Pani dr inz. Anna Filipiak legitymuje sie duzg
aktywnoscig naukowa oraz organizacyjng, za ktora byla wielokrotnie nagradzana. Na uwage
zastuguje dziatalno$¢ szkoleniowa na rzecz jednostek administracji rzgdowej. Ponadto bardzo
istotnym aspektem jej pracy naukowej jest umiejetnosé pozyskiwania srodkow na prowadzenie
badan oraz wspdtpraca migdzynarodowa, ktéra pozwolita jej na prowadzenie badan w

zagranicznych jednostkach naukowych.
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Whiosek koncowy

Oceniajac osiggniecie naukowe stanowigce jednotematyczny cykl publikacji pod wspdlnym
tytutem: ,,Doskonalenie molekularnych  technik  diagnostycznych do identyfikacji
kwarantannowego nicienia wegorka sosnowca Bursaphelenchus xylophilus na tle innych,
wystepujacych w drewnie niepatogenicznych nicieni z rodzaju Bursaphelenchus" oraz oceniajac
istotng aktywno$¢ naukows realizowang w wiecej niz jednej instytucji naukowej, w tym
zagranicznych, a takze dodatkowa aktywnosci naukowa, organizacyjna i dydaktyczng dr inz. Anny
Filipiak mozna uzna¢, ze Habilitantka wnoszac znaczacy wkiad rozwéj dyscypliny rolnictwo i
ogrodnictwo, spetnia wszystkie kryteria stawiane osoba ubiegajacym sie 0 nadanie stopnia doktora
habilitowanego. W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze z zgodnie z ustawg dnia 20 lipca 2020
roku (Dz.U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm.) Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, osiggnigcie dr
inz. Anny Filipiak odpowiada wymaganiom okreslonym w art. 219 ust. I pkt 1,213 ustawy z dnia
20 lipca 2020 roku (Dz.U. z 2020 r. poz. 85 z pozn. zm.). Popieram wniosek dr inz. Anny Filipiak,
o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i

ogrodnictwo.
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