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rozprawy doktorskiej
Determinanty patogenicznosci wirusa nekrozy pomidora (Tomato torrado virus, ToTV)
wykonanej przez mgra PRZEMYSLAWA WIECZORKA

pod kierunkiem dr hab. Aleksandry Obrepalskiej-Steplowskiej w Miedzyzaktadowej Pracow-
ni Biologii Molekularnej, Zakladu Wirusologii i Bakteriologii Instytutu Ochrony Ro$lin Pan-
stwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgra Przemystawa Wieczorka sklada si¢ z
pigciu oryginalnych jednotematycznych prac:
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ogy, 2015, 160, 517-521 (IF 2.390, MNiSW 20 pkt)
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4. Wieczorek Przemystaw, Wrzesinska Barbara, Obrepalska-Steplowska Aleksandra, Assessment of
reference gene stability influenced by extremely diverganet disease symptoms in Solanum lyco-
persicum L, Journal of Virological Methods, 2013, 194, 161-168

5. Wieczorek Przemystaw, Obrepalska Steplowska Aleksandra, Multiplex RT-PCR reaction for simul-
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persicum, Journal of Plant Protection Research/Postgpy w Ochronie Roslin, 2013, 52, 289-294

Wszystkie prace zostaly opublikowane w czasopismach o szerokim zasiggu migdzynaro-
dowym, a ich sumaryczny wspolczynnik wptywu IF wynosi 8.987, co odpowiada 95 pkt.
MNiSW. We wszystkich pracach Przemystaw Wieczorek jest pierwszym autorem i jak wyni-
ka z zalaczonych o$wiadezen wspolautoréw, Doktorant petnit w badaniach role wiodaca.



Do prac dotaczony jest krotki, 16-stronicowy maszynopis, w ktérym autor w sposéb
zwiezly i jasny przedstawia budowg wirusa nekrozy pomidora ToTV, jego patogenicznosé,
hipotezy badawcze dotyczace czynnikéw determinujacych patogenicznosé wirusa, cele pracy,
opis metod stosowanych w pracy, uzyskane wyniki oraz wnioski. Na uwage zastuguje staran-
ny i bardzo przejrzysty sposéb przedstawienia zalaczonej do oceny dokumentacji.

Giownym celem badan mgra Przemystawa Wieczorka byto poszukiwanie kodowanych
przez wirusa nekrozy pomidora (Tomato torrado virus ToTV) determinantéw indukujacych
objawy chorobowe na pomidorze i tytoniu oraz okreslenie ich udzialu w procesie potran-
skrypcyjnego wyciszania ekspresji genow (PTGS), ponadto opracowanie protokotu diagno-
stycznego do detekcji dwoch wiruséw ToTV i PepMV, infekujacych pomidora i wywoluja-
cych zblizone objawy chorobowe.

Poza tym, Doktorant postanowit zbada¢ ekspresje gendw referencyjnych w roslinie Sola-
num lycopersicum po zakazeniu ToTV, w celu wybrania genow o najbardziej stabilnej eks-
presji. Mgr Przemystaw Wieczorek badania nad czynnikami determinujacymi patogeniczno$é
wirusa ToTV rozpoczatl od otrzymania infekcyjnych klonéow tego wirusa. Kopie cDNA nici
RNAT i RNA2 wirusa otrzymatl na matrycy RNA, izolowanych z roslin porazonych wirusem
ToTV-Kra. Obydwie kopie cDNA wprowadzil nastgpnie do odpowiednich wektoréw, ktory-
mi transformowal Agrobacterium tumefaciens. Zawiesine transformantéw Doktorant infiltro-
wal do blaszki liscia siewek S.lycopersicum i N.benthamina. Uzyskane klony infekcyjne
ToTV powodowaty objawy chorobowe na obu roslinach — pomidorze i tytoniu — takie same,
jakie obserwowano wczesniej na roslinach porazonych ToTV.

Do pozyskania agroinfekcyjnych klonéw wirusa Doktorant zastosowal metode rekombi-
nacyjnego izotermicznego klonowania. Szczegdtowy opis ich otrzymania jest przedstawiony
w publikacji 1. (Archives of Virology 2015, 160, 517-521). Mgr Przemystaw Wieczorek me-
tode te po raz pierwszy opisat w literaturze przedmiotu.

Nastgpnie, stosujac t¢ technik¢ Doktorant otrzymat dziesie¢ wariantéw klonow, ktérymi
infiltrowal Solanum lycopersicum cv. Beta Lux 1 Nicotiana benthamina. Wyniki tych badan
wykazaly, ze zmiana pojedynczego nukleotydu T > C w pozycji 1329 w rejonie domeny ko-
dujacej biatko 3A wirusa, prowadzaca do podstawienia fenyloalaniny leucyna w pozycji 210
w biatku, skutkowala utratg zdolnosci wirusa do infekowania S.lycopersicum, natomiast mu-
tant ten infekowat i indukowal objawy chorobowe w tytoniu. Wplyw mutacji na infekcyjnosé
wirusa, patogeniczno$¢ oraz zdolno$¢ adaptacji do nowych gospodarzy mgr Przemystaw
Wieczorek przedstawit w pracy 2. (Virus Research 2016, 213, 32-36). Poszukujac determi-
nantow patogenicznosci wirusa ToTV, Doktorant postanowit sprawdzié¢ role domeny 11K,
zlokalizowanej w ORF RNAI.

Dane literaturowe, jak réwniez wyniki badan wiasnych sugerowaly, ze domena ta koduje
biatko o masie czasteczkowej 11.33kDa, ktore indukuje reakcje nekrotyczng w N.benthamina
podobng do HR. Przemystaw Wieczorek sekwencje t¢ wprowadzil do potywirusa X i tak zre-
kombinowanym wirusem zakazal N.benthamina. Zmiana taka doprowadzita do znacznego
wzrostu patogenicznosci wirusa, chociaz nie towarzyszyl temu wzrost akumulacji genomo-
wego i subgenomowego RNA wirusa chimerycznego. Zdaniem Doktoranta, biatko to jest
przypuszczalnie zaangazowane w dezorganizacj¢ bton komoérkowych, co powoduje nekroze,
natomiast nie bierze udziatu w PTGS w roslinie. Problem ten jest doktadnie opisany i dysku-
towany w 3. pracy wlaczonej przez mgra Wieczorka do cyklu prac sktadajacych sie na Jego
rozprawe doktorska (Archives of Virology 2016 DOI: 1007/500705-016-2841-8).

Wyniki badan zalaczone w przytoczonych powyzej pracach znacznie rozszerzaja nasza
wiedzg na temat wpltywu zakazen wirusem ToTV wybranych roélin oraz wskazuja domeny
determinujgce zdolnos¢ wirusa do zakazania i porazania roznych gospodarzy. Uwazam to za
najwazniejsze osiagni¢cie Doktoranta. Glowny cel badan Doktorant w pelni zrealizowal.



Ponadto, mgr Przemystaw Wieczorek opracowat testy diagnostyczne umozliwiajace wy-
krywanie oraz rozréznianie zakazen roslin dwoma gatunkami wiruséw ToTV i PepMV. Me-
toda ta, opierajaca si¢ na reakcji multiplex RT-PCR oraz analizie krzywych topnienia produk-
tow amplifikacji, jest szczegolowo opisana w 4. pracy zalaczonego cyklu (Journal of Plant
Protection Research 2013, 53). Zaproponowany przez Doktoranta test pozwala na wykrywa-
nie obu wiruséw w pojedynczej prébie. Metoda ta znajdzie na pewno zastosowanie w identy-
fikacji i ochronie ro$lin przed zakazeniami wirusami ToTv i PepMV.

Wsrod prac sktadajacych sig na rozprawe doktorska mgr Przemystaw Wieczorek zalaczyt
takze publikacje prezentujaca wyniki badan Doktoranta nad analiza poziomu ekspresji gendw
podstawowego metabolizmu w S.lycopersicum po zakazeniu wirusami ToTV, CMV, TMV i
PepMV. Z dziesigciu genéw wytypowanych przez Doktoranta do analizy, najmniejszym
zmianom podczas infekcji podlegata ekspresja genéw ACT, EF1 i CAC, natomiast najwigksze
zmiany obserwowano w ekspresji genéw: RPLS, SAND i TBP. Wyniki tych badafh majg waz-
ne znaczenie praktyczne i pozwalaja na wybranie odpowiednich genow referencyjnych do
badan nad ekspresja genéw technika RT-qPCR. Dane te sa przedstawione w publikacji opu-
blikowanej w Journal of Virological Methods (2013, 194, 161-168). W mojej ocenie, dota-
czenie tej publikacji do cyklu prac przedstawionych jako rozprawa doktorska nie byto ko-
nieczne. Dane uzyskane w czterech wezesniej omawianych pracach w petni odpowiadaja na
postawione na wstepie gléwne cele badawcze. Uzyskane przez mgra Przemystawa Wieczorka
wyniki sq nowatorskie i bardzo interesujace.

Na uwage zashuguje znajomos¢ oraz umiejetnosé postugiwania si¢ przez Doktoranta sze-
rokim wachlarzem najnowszych technik biologii molekularnej i ich wykorzystaniem w bada-
niach wirusologicznych. Stosowane w pracach metody byly doskonale wybrane do wytyczo-
nych celow badawczych. Uwazam, ze mgr Przemystaw Wieczorek jest znakomitym bada-
czem wirus6w roslinnych.

Wyniki badan Doktoranta poza waznym aspektem poznawczym majg takze istotne zna-
czenie praktyczne.

Oceniang rozprawe przeczytatam z ogromnym zainteresowaniem i przyjemnoscia.

W mojej ocenie, rozprawa doktorska mgra Przemystawa Wieczorka spelnia wszystkie
kryteria okreslone w Ustawie z 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule nauko-
wym (DzU nr 65, poz. 595). Z powyzszych wzgledéw zwracam sie zatem do Wysokiej Rady
Instytutu Ochrony Roslin- panstwowego Instytutu badawczego w Poznaniu o dopuszczenie
mgra Przemystawa Wieczorka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie, z uwagi na szeroki zakres badan, ich znaczenie poznawcze i praktyczne
oraz ze wyniki badaf Doktoranta zostaly opublikowane w czasopismach o szerokim zasiggu
migdzynarodowym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Instytutu Ochrony Rodlin Panstwowego
Instytutu Badawczego o rozwazenie mozliwosci wyréznienia ocenianej pracy stosowng na-

groda.
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