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Recenzja pracy d oktorskiej mgr Aleksand ry 7,ar7,yń skicj-Nownk pt . 

„ llii1gnos1y ka orn1. nnnliw rnolcknlnrnn izolatów wirusa pasi:istej mozaiki j f;CC,ml~nia 

(fl11rl,-y .<trip,; IIIOShic viras, RSMV)" 

l'r~cdstawionn do recen7j i ro;,prawa dolnorska rn~'T A.kksantlry Zarzyi1~kicj-Nowak została 

wykonana w :laldad1.1c Wirusolog11 i Hak1criolog.1i I ns1yiutu Ochrony l{o~lin-Państwowcgo 

lnsty1111t1 nadawczego w Poznaniu pod ki~runk.i-crn dr hab Mal~onialy Jcucwskicj, µrol' 

11adzw. IOR-1'11:3 ora, dr hab Beaty Hasiów-lAro~.cw~kicj prof nad7.w JOR-Pm 

Praca obejmuje 119 stron, w tym 10 1 slton tekslu i t.awic1;1 obs,.crm1 <lolwmcnlaci, 

skł adającą si ę 7. 34 rycin i 14 tabel nie7.hędnych do zilustrowania uzyskanych wyników badań. 

'fytul rozprawy aczkolwiek 1rafnic dobra 11y, te.Sł nil:'.Lb y1 zręcznac sfonnułowlllly, gdyz 

znHC7.c nie pojęcia „diagnostyka" nie odnosi si ę do parogenów, lecz jest rozumiane jako 

„ro,:po,rnawaruc chorób na podstawie ich obJawow, badnnia lekarskiego i wynikow analizy 

laboratoryjnej" (Słownikjezyka polskiego, PWN}. 

We wstępie, w oparciu o litcranirę, Doktorantka kr61ko pr7.cdStawila najważniejsze 

zagadnienia dotyczące znaczenia Jęc,:mie.n ia oraz zagro,:ema Jego upraw pr-t.e:L choroby 

winisowe, ze szczególnym uwzględnieniem wirusa pasiastej mozaiki jęczmienia (DSMY). 

Wirus len łatwo przenosi si<; J}r7.C7 nasiona i W)'Siępuje pow:o,zechnie w swiecie w uprawie 

jęczmienia i pszenicy powodując :ihlknię.ci e lii'Ci, zahamowanie wzrostu i rozwoju 

porażonych roślin oraz obniżenie ilości i jakości nasion. Straiy ,v plonie mogą istotnie 

wpływać na obniżenie oplacalności uprav.:y. 

Przegląd literatury światowej świadczy o bardzo dobrej znajomości zagadnienia oraz 

umiejętności pr:tedstawico,a prlcz .Doktorantk9 najwa!'n icjsrych wynikow bada,\ 

prezentowanych w piśmiennictwie. Wiele spośród 207 pozycji cytowanej literatury to 

publ ikacje opracowane w osiamich latach zawierające wyniki najnowszych badań 

prowadwnycb w swioc.,c. 



Celeru badawczym pracy była charakterystyka wfasciwosci hiologicznych i molekularnych 

wybranych izolatów wirusa pasiastej mozaiki jęczmienia i ruiali/..a zmian ultrastrukturalnych 

w komórkach j,;:czmienia porazonego wirusem, anali7.a ewolucji molekularnej wirusa 

powiązai1 1.ilogenetycz11yd1 izolatów BSMV wyk.Ntych w Polsce oraz pochodzących z 

różnych regionów geograficznych świata. Kolejnym ważnym celem było opnK'Owani~ 

czutych metod detekCJ•. które znala71yhy 7.asrnsowame do wykrywania szerokiego spektrum 

izolatów 1,11rusa występują<.,-ych w roślinie zarówno w wysokiej, jak i bardzo niskiej 

konccnt racji 

M11terialy i Metody :wstały szu:egoluwo opisa11~. w oddzielny1,;h 1oztlzialach. Układ ten, w 

nic::kt6rych pr;,:ypadkach utrudniał nieco 7.orientowanie się we wwjemnych powiązaniach obu 

rozdzi;1lów 11µ. w pW1kcic.: 5.1. roz<U.Jttlu M..:todv i zaloicnia me ma iniorrnaąj1 o tym, te 

7arówno rośl iny, jak i nasiona były testowane DAC-ELIS/\ na obecność wirusa, a z kolei w 

rc,:,:d,.ialc Materiały nic podano jaką metodą prowadzone hyły tc~ty ro.~lin i na~ion Tyt uł 

ryciny 8 p1zcd~taw1aj,1cc1 ~chcrnal dvświ~dc.1:cma ✓.wiaancgo / ~nah.Gą molekularną HSMV 

jest zbyt ogólny - nnlc1.alohy doprccy7nwac ?.jakimi hndaniami jest on zwią7.llny 

\\I rozdziale W)·niki, Doktorantka szczegółowo opisał~, .1:ilustrowafa pr.1:y pomo<.:y fotograiii. 

tahel i wykresów rezultaty swoich badan. łeb zakres by! barcl2(l szeroki i obejmował szere~ 

doswiadczci1, K.calizacj,;: 7,alożcn badawc7.ych Dok1ora111ka ro7J)OC7.<;:la od utwon:enia. poprze7. 

namnażanie na roślinach jęczmienia w warunkach szklarniowych, kolekcji uzcch izolatów 

RSMV <,pol~k iego łagodnego BSlVfV-M, polskiego agre.~ywnego BSMV-R i niemieckiego 

łagodnego BS.MV-.Dc-M}, ktore stanowity materiał badawczy w kok1oych etapach pracy. 

Stosując metodę DAC-El..JSA. podjęła bada11ia zrnierzajc1ce do oceny częstości występowani a 

RSMV w nasionach 61 odmian jęc7.mienia Obecność wiru$!1 stwierdziła w nasionach 26 7. 

nich, a niskie odczyty absorbancji wskazywały na porażenie tagodoyrn iLolatem BSMV. 

Uzyskane wynik.i dają pogląd o aktualnym stanie porażenia nasion jęczmienia przez DSNN i 

mogą świadczyć o istnieniu rezerwuaru wirusa w puli europejskich odmian jęc7.mi enia. Nie 

je~t ja~'ll.e c.;zy wyniki te~tu ELISA tlla 4630 nasion zamiesz, zune w ostatnim akapicie 

podpunktu 6. 1. I, pkt 6. I rozdział „Wyniki'" mają związek z materiałem opisanym w punkcie 

4.2 (rozbieżność w lic1.bie testowanych nasion). 

W toku dalszych badań, Dok'torantka przeprowadziła doświadczenia, których celem było 

11stnlenie zakresu roślin gospodarzy wirusa oraz oc,ena 1.różnicowania ohjawów chorohowych 

wywoływanych na pos2c.Gcgól11ych gatunkach 1 oślin wskaźnikowych pi zez izolaty łagodne 

BSMV-M i BSMV-De-M oraz izolat agresywny BSMV-R. StWlenlziła zm,czne roznice w 



liczbie gatunków roślin pora;;:,rnych rrzez. poszczególne izola.y wirusa, jak róvmież w reakcji 

roślin wskażnikowych na 7-akazenie BSMV-M, 13Sł\1V-R i 8SM V-l>e-M. c-0 wskazuje na ich 

odmienne wia.ściwości biologiczne. W opisie ryciny I O g (s. 66) wkradł się błąd - nale:,,y 

zamienić opisy obu prze-0staw1onvcb fotografii . 

7.różnicowany hyl również ,vpływ poszczególnych i:wlatów wirusa na zmiany stn1k1walne 

wywoływane w komńrknch rorażonych roślin jęczmienia Izolat łagodny BSMV-M nie 

powodował zmian ult1ast1uktwalnych widoc10ych w mikroskopie elektronowym, zaś 

po.wstalc dwn i;,;ola1'y wpływały na formowanie się w cytoplazmie m1kroc1aJ, a w przypadku 

nSMV-R dodatkowo na tworzenie s19 ink luzj i hlonrastych Obydwa izolaty, 8SMV-R i 

HSMV-De-M, istotnie zmien iały ks.ctalt i budow~ u1gancll1 komó1 kowych i w cfch:ic 

prowad;,:ily do neki ot y✓.acji komórek Wyniki doryc1-ące 7.minn ultrastmkturnlnych w 

porn):onych komórkach jęc.:i:rniema zostalv udokumclllowanc li.:(nymi fotogrnfiami, na 

których mM.na oh~erwować zarówno wiriony BSMV wystvpuJ!j<.:C pOJCdyncio ltrb w 

agregalach, 1ak I obccnosc obcych stnrktur , deformację pos.cczególnych mgandli 

komórkowych i nekrotyzację komórek roslrny. Niuktór c z f)<)Czynionyd1 obscrwncj i 

mikroskopowych np 7.miann ks7.tahu mitochondriow nie były dmychczas opisywane i w11oszą 

nowe dane do literatury światowej w tej d1-icd1_inie W rej częki hrakuje wyników 

do1.yc7..ących obserwacji w mikroskopii dd,tronowcj oczySLCLonych preparatów wirusa, 

chociaz w rozdziale Mcwdy, pkt 5 4 I majduj,e ~ię in formacja o takich badaniach W 

ostatnim akapicie należałoby poda~, ktÓI) L i1-o latów wirusa (BSMV-R czy HSMV-De-M) 

powodował opisane t.am zmiany. 

Mgr A. Zarzy1iska-Nowak pn:eprowadzila szereg badan doryczących charakterystyki 

molehtlarnej genomu (RNAu, RNAJ3 i RNA-y) wybranych 1,:oiatów 8SMV W tym celu, po 

iz.olacji całkowitego RNA. amplifikacji i klonowaniu oczyszczonych produktów RT-l'CR, 

przeprowad1/.ono sekwencjonowanie plazmidowego DNA izolarów BSMV-R, BSMV-De-M i 

BSMV-M/R. Ta część pra,,y nastręczali! Doktoramce pewne problemy wynikające z niskiej 

konccmracj i cząstek łagodnego izolam BSMV-M w ikankach porażonych roślin. Odczytanie 

pełnej sekwencji nukleotydów tego iz.olatu byto mo,;:liwe dopiero po amplifikowaniu, 

klonowaniu i sel...·wencjonowaniu krótki,h fragmentów, które na~tępnie po edycji zostały 

skompilowaoc przy uryciu odp<:>wiednich programów bioinformatycznycb. Wykonując tę 

część badań, Doktorantka wykazała się pracowitoscią, cierpliwością i dcterminacj~ w dątcnil! 

rlo celu, które powinny cechować praco\.vnika nauk.i. Za wclfte podkreślenia osiągnię<.:i~ mgr 

Zarzyńsk.icj-Nowak uwaŻ/lm równie7 7.aprojektov,;anie ~tarterów, które były wykorzystywane 

do amplifikacji fragmentów genomu wiru~ 



Doktorantka przedstawiła organizację genomów badanych 1zolatow HSM V, w lctorych na 

1>odstawie odo:ytanych sekwencji. wyodrębniła siedem regionów kodujących. Porównujiic 

uzyskane sekwencje badanych izolatów mi<;d7y sohą ora;, 7. sekwencjami genomów szczepów 

l'!SMV zaczerpniętymi z bazy danych GenBank. ~twierdziła 1ozuict' w wielkości ka:ldego z 

Lr:tech cząsteczek K.i"IA win,isa Wynikały one :,; występowania różnej długości delecji lub 

insercji w obrębie RNAJ3 lub RNA-y. albo łez d1ugośc1 ogona poli(A) Ten wą1ck badnn był 

war'1ościowy, n wyniki analiz ponvolily na poznanie zróżnicowania genetyc:cnego nie Lylku 

rodiimych i:tolatów BSM V. ale również. tych pochod1,ących 7, odległych rejonów ~wiat~. W 

pie1wsz.ej kolumnie tabel 8 i 9 (s. 76) odno:;zl)cych się du lt,j części wyników nalc,;aloby 

rfodać nagłówek ,,17,olnt" 

W kolejnym e1ap1e badan, a11alizu1ąc peł n e sckwcnc1c genomu llOlatow l:ISMV, mgr A 

/.ao,y1\ska-Nowak stwierd7.ila obecność mutacji wspolnych i różnicujących izolaty 13SMV-R, 

l3SMV-M i BSMV-IJc-M i na rej ro<lstnwie okTc~li la regiony najbard7.iej zmienne (kodujące 

białka o.a i -ya) 1 kunscrwatvwn~. (ku<lującc białka I GBp2 i "(b) Wyk.aaila, ,c rc~ion kodlljący 

lm1lk.o TGHp2 _jest najhardziej 1achowawcry clln wszystkich anali zowanych izolatów nSMV, 

co było isw1ne prz.y proJekLowamll s1ar1.:1ów wyko1zvs1ywanych w dalszych badaniach 

mających na celu oprawwanic rnctud wykrywania jak najs.1:c:r~.c:cgo spektrum izo lmów 

HSMV Biorąc pod uwagę stosunkowo niewielką liczbę (8) mutacji niesynonimicznych i 

synonimicznych ( 17) występujących w S<:kwencji polskich izolatuw BSMV-R i BSMV-M, 

Dnkrornntka po~tawila tezę, i.e na zróżnicowanie wta.~ciwości biologicznych izolatów 13SMV 

mo:w wplyv,1ać nawet pojedync1,1 subsrymcja nukleotydu, co w dyskusji 7.estawiła z 

wynikami analogicznych anali1. <lot ycząeycil wpływu mutacji punkLowych na zmianę 

w-łaściwofoi biologicznych związanych np. z infekcyjnoscią wirusow. czy przełamaniem 

odporności Mgr A Zarzyńska-Nowak posłużyła się przykładem pojedynczych mutacji 

występujących w regionach kodujących białka aa i r a i.zolalll BSMV-M, które mogą wpływać 

na infekcyjność oraz namnażanie się wirusa lub mutacje punk-wwe wykryte w regionie 

kodującym białka TGB l i TGB3, które mogą mieć oddz.iaływać na mi9dzykomórkowy 

transpon BSMV. Uzyskane przez Doktorantkę w-yni.ki prac dotyczących ruożliwosci wpływu 

mutacji w gcnetycr.nych na 7.rOt.nicowanie wlakiwości biologicznych izolatówBSMV, mo~ą 

stanowiu punkt wyjścia do da!sąch badań z Lastosowaniem techniki ukierunkowanej 

mutagenezy„ których celem będzie identyfikacja genetycznych detenninant związanych z 

występowaniem określonych objawów c horobowych na roślinach oraz. ich wpływu na 

wlafoiwośc1 biologiczne wirusa. 



Ważnym elementem badań mgr A Zarzyńskie.i-Nowak była analiza ewoiucji molekularnej 

la.godnych izolatów BSMV w efekcie p!7.ed!uź.onego pasażowania w roślinach jęczmienia i 

wynikających z tego moiliwości powstawania wariantó\~ wirusa o właściwościach 

biologicznych odmiennych od izolatu wyjściowego. W efekcie tych prac, Dokiorantka 

uz,yskaia nowy warinn1 genctycTny HSMV-M/R, który wyka7.ywal wysokie podobici1stwo 

genetyczne w stosunku do izolatu łagodnego i agresywnego, lecz w odróżnieniu ud 

wyj~ciowego izolatu HSMV-M, chornlctery1.0wał się więks7,ą koncentracją wirionów, łatwo 

p1 zt111osił si~ mccbamc:aLie, zaś słabo p1 zez nasio11a. Doktura11lka postawiła lezv, ze IlSM V 

wykazuje wysoki potencjał ewolucyjny, co w konsekwencji moze prowadzic do powstawania 

nnwych wariantów winisn o nóinie-0wnnych wlakiwościach gcnc!yc1nyc h i biologicznych 

Mgr A. Zarzynska-Nowak przeprowadziła równiez badania obejmujące analizy występowania 

rckomhinncji dla pełnych sekwencji i1olntów BSM'v Wykanła. '-c oproc1: opisanego w 

li1cr/\lu11.c i1.,ol11w HSMV-CV 17 , imlar 8SMV-Dc-M jest równic, rckombinamcm U.i;nac„yła 

miejsce 1t'kuml>im1cj i w g,enic białka ua B$MV-D.:-M i st wierdziła. że 537 nukleotydowy 

l'ragment sekwencji 1cgo regionu pochod7ił 1. i,oln111 HSMV-C'V42 

Na po<lstawie wyrLików anałLiv lilugcm:1ycz11ej regiuoów kodujących mgr A. Zarzynska

Nuwuk stwierdziła bliski.: pokrewieństwo g(meryczne polskich izolatów [lSMV-M, IlSMV-R 

i RSMV-M/R Mgr A . Zarzyn~ka-Nowak przepmwahila analizę rodzaJll I wpływu presji 

selekcyjnej ksztahuiącej wszystldc n:gionv koduJące, które mogłyby w istotny sposób 

decydm;vać o właściwościach izolatów wiru.~a. Nie stwierdziła wpływu pozytywnej presj i 

selekcyjnej na populację izolatow !3SMV, lecz wykazała, ze w1ykszość kodonów :t.najduje się 

pud ji:j neutralnej wpływem, a tylko 2,6% z nich była poddawana negatywnej presji 

selekcyjnej. 

Zmiconosć gcnctyc21.la wirusów mozc mieć istotny wpływ na $kutecwu&ć ich wykrywania 

oraz kontroli i ograniczania występowania. Dlatego ceż ważnym wątkiem pracy doktorskiej 

mgr J\ . Zarz:yńskiej-Nowak były badania dotyczące opracowania czułyc h i specyficznych 

metod wykrywania wirusa, a[tcroatywnycll do metod) ELISA i konwencjonalnej techniki RT

PCR. Doktorantka wykazała, że technika TC-real-time RT-PCR z -wykorzystaniem 

specyftc1.nych przeciwciał skierowanych na RSMV umożliwiała wykrywauie wirusa ze 

stukJolnie większą czułością, uiz RT-PCR. Z kolei c-zulość izotermalnej metody ampl ifikacji 

kwasów nukleinowych (RT-LAMP) w badaniach Doktorantki była IO-krotnie wyt.s7.ll w 

porównaniu 7 RT-PCR, a prostota i krótki czas pr.!cpwwadze,Lia analizy oraz brak 

koniecimości posiadania specjalistycznego sprzętu jest atutem tej metody. Mgr A. Zarzyńska

Nowak wyraziła opinię '-e obie techniki mogą Tnałetć nistosowanic do wykrywania 



szerokiego spektrum izolatow I3Sł-1V, równie.ż tych występujących w niskiej koncentracji w 

tkankach roślinnych. Badania Doktorantki w tym zakresie mają charakter nowatorski, są 

bardzo ważne z poznawc;:ego i prakly~~znego punklll widzenia. 

Dyskusja została przeprowadzona w sposób poprawny i odnosiła się do problemow 

badawczych zawartych w prncy Mgr A larzynska-Nowak wykazała sio;: znajomością 

tematyki związanej z chorobami wirusowymi roslin, a szczególnie z badaniami dotyczącym i 

wini'5ów zbo7, Posiadaną w1cdią wykorryst11ła prey szc7cg6lowcj analil.lC uzyskanych 

wyników w zestawieniu z dostępną l iteraturą Do tej części pracy nie mam zastrzeżeń 

merytorycznych, a jedynie drobne uwagi Na stronie 89, w trzecim akapicie dotyczącym 

1.111in11 w t1hras1ruk1U r7c komórek n~lcry podać które dwa i1.olaty je powodowały Usta1nic 

zdanie na stroni<J 99 1est r1iezrozumiak 

Nn zako,lc7,enic rmprnwy, mgr /I /.ni·1ynską-Nowak ✓I1T111cścita szdc wniosków 

wyniktt,i~cych z p1.:cp1owad.ronych bauail. klórc traf111c I zw1.,:iJc ujmują najważniejsze 

osi1gn ięcia pracy 

l a 1111j wHżniejsze osiągnięcie naukuwe b.,.Jijce wynikiem bada11 prowadzonych przez mg, 

A. Zar.tyńską-Nowak uwazam: 

• wykazanie zrózuicowania wlasciwości biologicznych i molekularnych badanych izolatów 

win,sa pasinstc_j mo1.11iki j,;:c1.rnicnia 

• wykazanie zmian ultrasrrukturalnych wywolyv„anych przez poszczegołne izolaty BSMV 

w komórkach roślin jo;:czrnieuia 

• 7.idcntyfikowanic regionów 2miennych i zachowawczych w genomie i:t.olatów BSMV 

• wyka7,anic wysokiego potencjału C\volucyjnego BSMV, któiegu wynikiem może być 

powstawanie no\.vych odmiennych genetycznie i biologicznie wariantów wirusa 

• opracowanie c:t.ułych i ~pecyfic:znyc:b metod lC real-time RT-PCR i RT-LAMP do 

wykrywania u erokiego spel..-rrum izolatów BSMV 

Doktorantka nie uslrzegla się drobny,h usterek o charaherze redakcyjnym oraz używania 

skrótów myślowych np.: rodzaj izolatu (s. 21), przenoszące nasiona ję;:zmienia (s 21 ), i lość 

rośl in (s 29), zjawisko wjscia rekombinacji (s. 30). metod molekularnych wykrywających 

BSMV (s. 33), startery ... amplifikują<.'I: (s 41 ), fu'\/A wyizolow·ane z potwierdzonych w ten 

sposób roślin (s. 64), obecnosć porażenia B~MV wykryto (s 65). pokrewieństwo sekwencji 

peł nych genomów (s. 80), ·wynik porylywny obscrv,owany (s. 86), jest .:dolny du zachowania 

zdolności (s. 87), pewien rezerwuar wirusa (str 87}. porażał systemicznie tyto,1, co jest 



charakterystycT.Oym objawem opisanym w literaturze (s. 88), nekrotyczne symptomy (s. 93), 

po<lobie,istwo izolatów .. których procentowe wartości podobieństwa (s 98) 

W~ka.za.ne w recenzji komentarze i uwagi nie mają w-pływu na merytoryczną ocenę pracy i aie 

obniżają .i~i walorów naukowych. Rozprawi, doktorską mgr AlckSilndry 7.arzyńskiej-Nowak 

oceniam wysoko. Uzyskane przez Doktorant kę wyniki wnoszą uowe wartości w <lz.ie<lzinę 

winisologii roślinnej i poszerwją wiedzę na temat wirusa pasiastej mozaiki jęczmienia. 

Doktornntka, realizując c1c:lo; badawcze wykalala konsckwencj~ w działaniu, systematyczność, 

eicrpliwoM, dojr;,:alość naukową oraz umiejętność analizowania i interpretacji uzyskanych 

wyników, n takJ.c dowiodła 1najo111osci technik badawczych programow 

bioinformatyc.z:nycb wykorzystywanych w nuwo<.:z.csnej w11 u~olugii 

l'odsu111owując, uwalam ;,c ro7prawa do~1orska mgr Alcksnndry /.ar?.ynskicj-Nownk 

o<l puwia<la wa1unko111 slaw1aJ1ym 1uzp1awurn dukto,~k11n. W .twią;.ku 1. tym stawiam wniu~,;k 

do Ra.dy Naukowej Instytutu Ochrony Rośl in - Państwowego Instytutu Dadawczcgo w 

l'oznann, o dopuszczcn1c ł'am mgr Aleksandry ZarrynskicJ-Nowak do dalsrych ctapow 

przewodu doktorskiego Ponadto, ze wzgli;<lu oa szeroki zakn:s prac, zastosowani.: 

rM:norodnych i nowoczesnych metod i technik hadawa.ych oraz uzyskanie wartościowych 

wyników o n1ac1.cniu po,:.nawczym i prnktyonym wnioskujy o wyró1.1ucnic pracy dok1orskicj 

stosowną_ nagru<lą. 


