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Recenzja pracy doktorskicj mgr Aleksandry Zarzynskicj-Nowak pt.
Diagnostyka oraz analiza molekularna izolatow wirusa pasiaste] mozaiki jeczmienia

(Barley stripe mosaic virus, BSMVY)"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Aleksandry Zarzynskiej-Nowak zostata
wykonana w Zakladzie Wirusologii 1+ Bakteriologi Instytutu Ochrony Roslin-Panstwowego
Instytutu Badawczego w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Malgorzaty Jezewskig, prol

nadzw, IOR-PIB oraz dr hab Bcaty Hasiow-laroszewskie, prof nadzw TOR-PIB

Praca obejmuje 119 stron, w tym 101 stron tekstu 1 zawiera obszerng dokumentacig

skiadajgea sic 7 34 rycin i 14 tabel niezbednych do zilustrowania uzyskanych wynikow badan,

Tytul rozprawy aczkolwiek tralme dobrany, jest mezbyl zrgezme sformulowany, gdyz
znaczenie pojecia diagnostyka” nie odnosi sie do patogendw, lecz jest rozumiane jako
Sozpoznawanie chorob na podstawic ich objawow, badania lekarskiego 1 wynikow analizy

laboratoryjnej” (Stownik jezvka polskiego, PWN).

We wstepie, w oparciu o literaturg, Doktorantka krotke przedstawifa najwazniejsze
zagadnienia dotyczace zZnaczenia jeczmienia Oraz zagrozema jego upraw przez choroby
wirusowe, ze szczeedlnym uwzglednieniem wirusa pasiastej mozaiki jeczmienia (BSMV}).
Wirus ten tatwo przenosi sic przez nasiona 1 wysigpuje powszechnie w swiecie w uprawie
jeczmienia 1 pszenicy powoduige zotkmecie hso, zahamowame wzrostu 1 rozwoju
porazonych rodlin araz obnizenie ilosci 1 jakodci nasion Straty w plonie moga istotnie

wplywaé na obnizenic optacalnosct uprawy

Przeglad literatury swiatowej Swiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnienia oraz
unnejelnosct  preedstawienia  przez Doktorantke  najwaznigiszych  wynikow  badan
prezentowanych w pismiennictwie. Wiele sposrod 207 pozyen cvtowane) Diteratury to
publikacie opracowane w ostatnich latach zawierajace wyniki najnowszych badan

prowadzonych w swiecie.




Celem badawczym pracy byla charakterystyka whasciwosel biologicznych 1 molekularnych
wybranych izolatow wirusa pasiastej mozaiki jecemienia i analiza zmian ullrastrukturalnych
w komorkach jeczmienia porazonego wirusem, analiza ewolucji molekularne] wirusa i
powigzan filogenetyveznyeh izolatow BSMV wvkrytych w Polsce oraz pochodzgeych z
roznych regiondw geograficznych swiata. Kolejnym waznym celem bylo opracowanie
ceutych metod detekeji, ktore znalazbvby zastosowanie do wykrywania szerokiego spektrum
izolatdw wirusa wystepujacych w roshime zardwno w wysokie), jak 1 bardzo mskig)

koneentracy

Materialy i Metody zostaly szczegolowo opisane w oddzielnych rozdaatach, Uklad ten, w
nicktoryeh preypadkach utrudniat nieco zonentowanie sie we wzajemnych powiazaniach ohu
rozdzialow np. w  punkcie 5.1, rozdaatu Metody 2 zalozenia nie ma informacp o lym, ze¢
zarowno rosliny, jak 1 nasiona byly testowane DAC-ELISA na obecnosc wirusa, a z kolei w
rozdziale Materialy nic podano jaka metoda prowadzone byly testy rodlin i nasion Tytul
ryciny 8 preedstawiajaoe) schemal doswiadezema swigzancgo 2 analizg malckularng BSMV

jest zbyt ogdiny - nalezaloby doprecyzowac z jakimi badaniami jest on zwigzany

W rozdziale Wyniki, Doklorantka szczesolowo opisata 1 zilustrowala przy pomocy lotogralii,
tabel 1 wykreséw rezultaty swoich badan Ich zakres byl bardzo szeroki i obejmowal szereg
doswiadczen, Realizacje zalozen badawczych Doktorantka rozpoczeta od utworzenia, poprzez
namnazanie na roslinach jeczmienia w warunkach szklamiowych, kolekgji trzech izolatow
BSMV (polskiego tagodnego BSMV-M, polskiego agresywnego BSMV-R 1 niemieckiego
tagodnego BSMV-De-M), ktore stanowity mateniat badawczy w kolejnych ctapach pracy.
Stosujac metode DAC-ELISA, podieta badamia zmierzajace do oceny czestosci wystepowania
BSMV w nasionach 61 odmian jeczmiema Obecnosé wirusa stwierdzila " nasionach 20 7
nich, a niskic odczyty absorbancii wskazvwalv na porazenie lagodnym izolatem BSMV.
Uzyskane wyniki daja poglad o aktualnvm stanie porazenia nasion jgczmienia przez BSMV i
mogs swiadezydé 0 istmieniu rezerwuan wirusa w puli europejskich odmian jeczmienia. Nie
jesi jasne czy wymki testu ELISA dla 4630 nasion zamigszezone w ostainim akapicie
podpunktu 6.1.1, pkt 6.1 rozdziat ‘Wyniki” maja zwiazek z materiatem opisanym w punkcie
4.2 (rozbicznost w liczhic testowanych nasion).

W toku dalszych badan, Doktorantka przeprowadzila doswiadczenia, ktorych celem byio
ustalenie zakresu roslin gospodarzy wirusa oraz ocena zroznicowania objawow chorobowych
wywolywanych na poszczepolnych gatunkach roslin wskaznikowych przee izolaty lagodne

BSMV-M 1 BSMV-De-M oraz izolat agresywny BSMV-R. Stwierdzita znaczne roznice w




liczbie galunkow roslin porazanych przez poszczegolne izolaty wirusa, jak rowniez w reakep
roélin wskaznikowych na zakazenie BSMV-M, BSMV-R i BSMV-De-M, co wskazuje na ich
odmicnne wiasciwosct biologiczne. W opisie tyciny 10 g (5. 66) wkradl si¢ Mad - nalesy
zamieni¢ opisy obu przedslawionych fotoprafii.

Zrdenicowany byl rowniez wplyw poszezegolnych izolalow wirusa na zmiany strukturalne
wywolywane w komarkach porazonych roslin jeczmienia. Izolat lagodny BSMV-M nie
powodowal zmian ultrastrukturalnych widocznych w  mikroskopie elektronowym, za$
pozostale dwa izolaty wptywaly na formowanie sie w cytoplazmie mkrocial, a w przypadku
BSMV-R dodatkowo na tworzenic sig inkluzji bloniastych Obydwa izolaty, BSMV-R 1
BSMV-De-M, istotnie zmienialy ksztalt 1 budowg organclli komorkowych 1w efekcie
prowadzily do nekrotyzac)i komorek, Wyniki dotyczace zmian ultrastrukturalnych w
porazonych komorkach jeczmienia zostaly udokumentowane licznymi fotografiami, na
ktdrych mo#na obserwowad zardwno wiriony BSMV  wyslgpujgee pojedynczo lub w
apregatach, jak | obeenosé obeveh struktur 1 deformacje  poszezegolnych organelli
komérkowych i nekrotyzacie komérek roshny. Niektdre 2 poczynmonych  obserwacyi
mikroskopowych np zmiana ksztattu mitochondriow nie byly dotychezas opisywane 1 wnoszy
nowe dane do literatury $wiatowej w te] dziedzinie W te] czesci brakuje wynikow
dotyczacych obserwacit w mikroskopii eleklronowe) oczyszezonych preparatow wirusa,
chociaz w rozdaziale Mctody, pkt 54 | mnajduje sie informacja o takich badaniach W
ostatnim akapicie nalezaloby podac, kidry ¢ zolatdw wirusa (BSMV-R czy BSMV-De-M)
powodowal opisane tam zmiany.

Mgr A Zarzyinska-Nowak przeprowadzila szereg badan dotyczacych charakterystyki
molekularnej genomu (RNAg, RNAG | RNAy) wybranych izolatow BSMV. W tym celu, po
izolag)i catkowitegoe RNA, amplifikacji 1 klonowaniu oczyszezonyeh produktow RT-PCR,
przeprowadzono sekwencjonowanic plazmidowego DNA izolatow BSMV-R, BESMV-De-M i
BSMV-M/R. Ta czes¢ pracy nastreczala Doktorantce pewne problemy wynikajace z miskie
koncentragi czastek lagodnego izolatu BSMV-M w tkankach porazonych roslin, Odczytanie
pelne] sekweneii nukleotvdow tego izolatu bvlo mozliwe dopiero po amplifikowaniu,
klonowaniu i sekwencjonowaniu krotkich fragmentow, klore nasigpnie po edycj zostaly
skompilowane przy uzyciu odpowiednich programéw bicinformatycznych. Wykonujac te
czesé badan, Doktorantka wykazala sig pracowitoscia, cierpliwoscig i determinacja w dazeniu
do celu, ktdre powinny cechowac pracownika nauki. Za warte podkreslenia osiagnigcie mgr
Zarzynskiep-Nowak uwazam rownier zaprojektowanie starterow, ktore byty wykorzystywane

do amplifikacy fragmentow genomu witusa.




Doktorantka przedstawila organizacie genomow badanveh izolatow BSMV, w ktorych na
podstawie odczytanych sekwencji, wyodrebnita siedem regionow kodujgcyeh. Pordownujac
uzyskane sekwencje badanych izolatéw migdzy soba oraz 7 sekwencjami genomow szczepow
BSMV zaczerpnietymi z bazy danych GenBank. stwierdzila rozmice w wielkosci kazdego z
lizech czasteczck KNA wirusa Wynikaly one 7z wystgpowania rozne) dhugosci delecji lub
insercii w obrebie RNAD lub RNAv, albo tez dlugoser ogona polifA). Ten watek badan byl
wartosciowy, a wyniki analiz pozwolity na poznanie zroznicowania genetycznego me tylko
rodzimych 1zolatow BSMV, ale rowniez tych pochodzacych 7 odleghych rejondw Swiata, W
pierwsze] kolumnie tabel 8 1 9 (5. 76) odnoszgeych sig do te) czgsct wymkow nalezaloby
dodac naglowek | Jzolat”

W kolejnym etapie badan, analizujge pelne sckwencie genomu izolatow BSMV, mpr A
Zarzynska-Nowak stwierdzita obecnosé mutacji wspolnych i roznicujgcych izolaty BSMV-R,
BSMV-M i BSMV-De-M 1 na te] podstawie okreslita regiony najbardziej zmienne (kodujgce
biatka wa 1 ya) 1 konserwalywne (kodujace bialka TGBp2 1 vb). Wykazala, z¢ region kodujacy
bialko TGBp2 jest najbardzic) zachowawezy dla wszystkich analizowanych izolatow BSMV,
co bylo istotne przy projekiowaniu starterow wykorzystywanych w dalszych badamach
majacych na celu opracowanie metod wykrywania jak najszerscego speklrum  izolatow
BSMY  Biorac pod uwage stosunkowo niewielka liczbe (8) mutacji niesynonimicznych i
synonimicznych (17) wystgpujacych w sekwencyi polskich 1zolalow BSMV-R 1 BSMV-M,
Doktorantka postawila teze, ze na zrozmicowanie whasciwosci biologicznych izolatow BSEMV
moze wplywad nawet pojedyncza substytucja nukleotydu, co w dyskusji zestawila =
wynikami analogicznych analiz dotyezacveh wplywu mutacp punktowych na zmiang
whasciwosci biologicznych zwiazanvch np. z infekcyjnoscia wirusow, czy przelamaniem
odpornosct. Mgr A Zarzynska-Nowak poshizyla sie przykladem pojedynczych mutacji
wystepujgcych w regionach kodujaeych bialka a1 va wolatu BESMV-M, kidre mops wplywac
na infekcyjnos¢ oraz namnazanie sie wirusa lub mutacje punktowe wykrvte w regionie
kodujacym biatka TGB1 1 TGB3, kiére moga micé oddzialywad na migdzykomarkowy
transport BSMV. Uzyskane przez Doktorantke wyniki prac dotyczacych mozliwosci wplywu
mutacji w genetycznych na zroznicowanie wlasciwosci biologicznych izolatow BSMV, moga
stanowi¢ punkl wyjseia do dalseveh badan z zastosowaniem techniki ukierunkowane
mutagenezy. ktorych celem bedzie identvfikacja genetycznych determinant zwiazanych z

wyslgpowaniem okreslonych objawow chorobowych na roslinach oraz ich  wphywu  na

whasciwosder biologiczne wirusa.




Waznym elementem badan mgr A Zarzynskiej-Nowak byla analiza ewoluc)i molekularnej
tagondnych izolatow BSMV w efekcie przedluzonego pasazowania w roslinach jeczmienia i
wynikajgeych 2z tego mozliwoscl powstawania wariantow  wirusa o wilasciwosciach
biologicznych odmiennych od izolatu wyjsciowego. W efekcie tych prac, Doktorantka
uzyskala nowy warnant penctyezny BSMV-M/R, ktory wykazywal wysokic podobicnstwo
genetyczne wo stosunku do izolatu dagodnego 1oagresywnego, lecz w odrozmieniu od
wyjsciowego izolatu BSMV-M, charakteryzowal sie wigksza koncentracja wiriondw, latwo
preenosit si¢ mechanicznie, zas stabo preez nasiona. Doktorantka postawita tezg, ze BESMV
wykazuje wysoki potencjal ewolucyjny, co w konsekwenc)i moze prowadzic do powstawania
nowych wariantow wirusa o zréznicowanych wlasciwosciach genetyeznych i biologicznych
Mgr A. Zarzynska-Nowak przeprowadzifa rowniez badania obejmujace analizy wystgpowania
rekombinacji dla pelnych sekwencji izolatow BSMV  Wykarala, 7z¢ oprocz opisanego w
literaturze 1zolatu BSMV-CV 17 izolat BSMV-De-M jest rdwnicz rekombinantem. Oznaceyla
mi¢jsce rekombinacii w genie biatka ca BSMV-De-M 1 stwierdzita, ze 537 nukleotydowy
fragment sckwengeji tego repionu pochodzil z 1zolatu BSMV-C'V42

Na podstawie wynikow analizy Ologenetyezne) regionow kodujacych mgr A Zarzynska-
Nowak stwierdzifa bliskie pokrewienstwo genetyezne polskich izolatow BSMV-M, BSMV-R
i BSMV-M/R Mgr A Zarzynska-Nowak przeprowadzila analize rodzaju 1+ wplywu presii
selekoyne) ksztallujace) wszystkie regiony kodupgee, ktore moglyby w istotny sposab
decydowac o whasciwosciach izolatéw wirusa Nie stwierdzita wplywu pozytywnej presji
sclekeyjne] na populacie 1zolatow BSMV, lecz wykazala, z¢ wigkszos¢ kodonow zngjduje sie
pod jej neutralne] wplywem, a tylke 2.6% z nich bvia poddawana negatywnej presji
selekeyjne).

Zmicnnosd genetyczna wirusdw moze mie istolny wplyvw na skutecznos¢ ich wykrywania
oraz kontroli 1 ograniczania wystepowama. Dlatego tez waznym watkiem pracy doktorskiej
mgr A Zarzynskiej-Nowak byly badania dotvczace opracowania czubych i specyficzavch
metod wykrywania wirusa, alicrnatywnych do metody ELISA 1 konwengjonalnej techniki RT-
PCR. Doktorantka wykazala, ze technika [C-real-ime RT-PCR z wykaorzystaniem
specyficznych przeciwcial skierowanych na BSMV umoziiwiala wykrywanie wirusa ze
stukrotnic wigksza czuloscig, niz RT-PCR. Z kole: czulodC izotermaine] metody amplifikacii
kwasow nukleinowych (RT-LAMP) w badaniach Doktorantki byla 10-krotnic wyzsza w
porownaniu z RT-PCR, a prostota | krotkit ceas preeprowadzemia analizy oraz brak

konecznoser posiadama specjalistycznego sprzetu jest atutem te] metody. Mgr A Zarzynska-

Nowak wyrazita opinig. 7e obie techniki moga znalez¢ zastosowanic do wykrywania




szerokiego spektrum izolatow BSMV, rowniez tych wystepujacych w niskiej konceniracji w
tkankach roslinnych Badama Doktorantki w tym zakresie maja charakter nowatorski, sa
bardzo waine £ poznawczego 1 praklycznego punkiu widzenia.

Dyskusja zostala przeprowadzona w sposob poprawny i odnosita sig do problemow
badawczych zawartych w pracy. Mar A Zarzynska-Nowak wykazala si¢ znajomoscig
tematyvki zwigzanej z chorobami wirusowymi roshn, a szczegolnie z badaniami dotyczacymi
wirusow zboz. Posiadang wiedzg wykorzystata przy szezcpolowe) analizie uzyskanych
wynmkow w zestawienmu z dostepna literatura. Do te] czescl pracy nie mam zastrzezen
merytoryeznych, a jedynie drobne uwagi. Na stronie 89, w trzecim akapicie dotyczacym
zmian w ultrastrukturze komorek nalezy podad kiore dwa izolaty je powodowaly. Ostatnic

zdanie na stronie 99 jest niezrozumiale.

Na  zakonczenic rozprawy, mgr A Zarzynska-Nowak zamicicila szcs¢ wnioskow
wynikajgeych 2 preeprowadzonych badan, kiore tralnie 1 zwigile ujmuja najwasniejsze

osiagnigcia pracy

Za najwazniejsze osigeniecie naukowe bedgee wymkiem badan prowadzonych przez mgn

A, Zarzynska-Nowak uwazam:

e wykazanie zroznicowama wiasciwosci biologicznych 1 molekularnych badanych izolatéw
wirnisa pasiaste] mozaiki jgczmicnia

o wykazanie zmian ultrastrukturalnych wywolywanych przez poszezegolne izolaty BSMV
w komorkach roslin jeczmicnia

e zidentyfikowanie regionow zmicnnych | zachowawezych w genomie zolaldw BSMY

e wykazanie wysokiego potencialu ewolueyinego BSMV, kiorego wynikiem moze byd
powstawanie nowych odmiennych genetycznie i biologicznie wariantéw winisa

e opracowanie czulych 1 specylicenych metod IC real-time RT-PCR i RT-LAMP do

wykrywania szerokiego spektrum izolatow BSMV

Doktorantka mie ustrzegla sig drobnych usterek o charakterze redakcyjnym oraz uzywania
skratéw myslowych np.: rodzaj izolatu (s. 21}, przenoszace nasiona jeczmienia (s 21), ilaéé
roslin (s 29), zjawisko zajscia rekombinacyi (s. 30), metod molekularnych wykrywajacych
BSMY (s, 33), startery. . .amphifikujace (s. 41), RNA wyizolowane z potwierdzonych w ten
sposob roslin (s. 64), obecnos¢ porazenia BSMV wykryvto (s 63), pokrewienstwo sckweng)i

petnych genomow (s. 80), wynik pozytywny obserwowany (s. 86), jest zdolny do zachowania

zdolnoser (s. 87), pewien rezerwuar wirusa (str. 87). porazal systemicznie tyton, co jest




charakterystycznym objawem opisanym w literaturze (s. 88), nekrofyczne symptomy (s. 93),

podobienstwo izolatow _ ktorych procentowe wartosct podobienstwa (s U8)

Wiskazane w recenzji komentarze i uwagi nie maja wplywu na merytoryczng oceng pracy i nie
obnizaja je; walorow naukowych Rozprawg doktorska mgr Alcksandry Zarzynskiej-Nowak
oceniam wysoko. Uzyskane przez Doktorantke wymki wnosza nowe wartosct w dziedzing
wirnsologi roslinnej | poszerzaja wiedze na temat wirusa pasiaste] mozaiki jeczmienia.
Doktorantka, realizujac cele badawcee wykarala konsekwencjg w dziataniu, systematycznose,
cierpliwosé, dojrzalose naukowa oraz umiejetnosc analizowania i interpretacji uzyskanych
wynikow, a takze dowiodla  znajomosci  technik  badawczych 1 programow

bioinformatyeznych wykorzystywanych w nowoczesne] wirusologii

Podsumowujge, uwazam ¢ rozprawa doktorska mgr  Aleksandry Zarzynskiel-Nowak
odpowiada warunkom stawianym rozprawom doktorskim. W ewiazku 2 tym stawiam wniosck
do Rady Naukowej Instytutu Ochrony Roslin - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Poznaniu o dopuszezenic Pam megr Aleksandry Zarzynskiel-Nowak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wegledu na szeroki zakres prac, zastosowanie
roznorodnych 1 nowoczesnych metod 1 technik badawczych oraz uzyskanie wartosciowych
wynikow 0 znaczeniu poznawczym i praktycznym wnioskuje o wyrdznicnic pracy dokiorskic)

stosowna nagroda.
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