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Wirus mozaiki pepino (Pepino mosaic virus) nalezy do groznych patogenéw
powodujgcych duze straty w uprawach pomidoréw szklarniowych, jak réwniez in-
nych roslin o waznym znaczeniu gospodarczym, tj. Solanum melongena L., Nicotia-
na benthamiana, czy Datura inoxia Mill. Znane sg jego rézne warianty charakteryzu-
jace sie odmiennymi whasciwosciami biologicznymi . Uwaza sig, ze odpowiedzial-
ne sg za to czeste mutacje w genomie wirusa oraz brak mechanizméw umozliwiajg-
cych ich korekte. Material genetyczny wirusa stanowi pojedyncza ni¢ RNA o polar-
nosci dodatniej, zbudowana z okolo 6410 nt, kodujaca: RNA zalezng, RNA polime-
raze o masie czasteczkowej okolo 163 kDa, bialka TGBpl-3 (o masie 26 kDa, 14
kDa i 9kDa) biorgcego udzial w przemieszczaniu si¢ wirusa oraz biatka plaszcza
(CP) o masie czgsteczkowej 25 kDa. Na konicu 5° nici genomowej wystepuje struktu-
ra kap oraz krotki rejon niekodujacy, natomiast na koncu 3’ — trakt poliA oraz krétka
sekwencja niekodujgca, odpowiedzialna za regulacj¢ replikacji RNA 1i jego transla-
cje. Dotychczas zidentyfikowano 5 szczepdw wirusa: europejski (EU), peruwianski
(LP), potudniowoperuwianski (PES), amerykanski 1 (US1) oraz chilijski 2 (CH2). W
kolekcji Zaktadu Wirusologii i Bakteriologii Instytutu Ochrony Ro$lin-PIB w Po-



znaniu znajdujg si¢ liczne izolaty wirusa PepMV nalezace do szczepu CH2 oraz dwa
izolaty zaliczane do szczepu EU.

W Instytucie Ochrony Roélin w Poznaniu wyodrgbniono trzy gléwne warian-
ty wirusa CH2 — fagodny, z6ttaczkowy oraz nekrotyczny — na podstawie objawow
chorobowych wywotywanych w rodlinach pomidora po zakazeniu. Scharakteryzo-
wano takze mutacje w genomie wirusa powodujace wystepowanie objawdéw choro-
bowych nekrotycznych i odpowiedzialnych za z6tknienie lisci (z6ttaczkowych) oraz
wplyw czynnikéw $rodowiskowych na ich powstanie. Wirus ten w ostatnich latach
stat si¢ bardziej infekcyjny i dotychczas nie stwierdzono odmian pomidora odpor-
nych na zakazenie.

Dlatego, podjecie przez Pania mgr Juli¢ Minicka badan nad mechanizmami
molekularnymi odpowiedzialnymi za powstawanie nowych wariantéw genetycznych
wirusa i ich rozprzestrzenianie si¢ w srodowisku uwazam za stuszne i w pelni uza-
sadnione. O waznosci tego problemu $wiadczy réwniez przyznanie na te badania
dwoch grantéw, odpowiednio przez — Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
oraz Narodowe Centrum Nauki.

Doktorantka realizujgc cel tych badan, postanowita tagodny polski izolat wi-
rusa PepMV-P22, wyizolowany wczeéniej w Zaktadzie Wirusologii i Bakteriologii
IOR-PIB przez promotora rozprawy, pasazowa¢ w ro$linach réznych gatunkow
(z rodziny Solanaceae oraz w pomidorach odmiany: Beta Lux, Moneymaker, Mali-
nowy Ozarowski oraz w roSlinie Datura inoxia) dwudziestokrotnie, co 10 dni. Uzy-
skane po 20 cyklach pasazowania warianty genetyczne wirusa mgr Julia Minicka
doktadnie scharakteryzowala, opierajac si¢ na analizie sekwencji kodujacej biatko
plaszcza wirusa oraz biatko TGBp3, jak rownieZ opisata objawy wywotane przez te
wirusy na ro$linach. Analiza sekwencji, z zastosowaniem programu BioEdit obu
badanych genéw, roznych wariantow wirusa, wykazata obecnos¢ 143 substytucji
nukleotydéw (61 substytucji synomicznych i 82 substytucje niesynomiczne), w po-
réwnaniu z izolatem wyjsciowym. 48 mutacji wystgpowalo w genie kodujacym
TGB3, a 95 — w genie CP. Z tego 5 mutacji w genie plaszcza wirusa i 7 w genie ko-
dujacym bialko TGBp3 powstato podczas pasazowania wirusa w r6znych gospoda-
rzach réwnoczes$nie. Wiekszo$é zidentyfikowanych zmian byla zlokalizowana na
powierzchni biatek. Analiza presji selekcyjnej populacji wirusa Pep za pomoca pro-
gramu MEGAS wykazala, ze liczne kodony kodujgce biatko ptaszcza i TGBp3 znaj-
duja sie pod negatywna presja selekcyjna, natomiast 42 kodony w genie CP 121 w
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genie TGBp3 znajdowaly sie pod presja pozytywng. Zaden z analizowanych kodo-
néw nie byl pod neutralng presjg selekcyjng. Badania te potwierdzity takze obecnos¢
mutacji w genie kodujgcym TGBp3, wezesniej zidentyfikowanej przez Panig prof. B.
Hasiéw-Jaroszewska i wspdtautoréw. Mutacja ta jest uwazana za genetyczng deter-
minante nekrotycznych objawdéw chorobowych. Wyniki tych badan wskazujg, ze
polski tagodny izolat wirusa PepMV nie jest stabilny genetycznie, a powstajace w
jego genomie mutacje spontaniczne mogg prowadzi¢ do pojawienia si¢ bardziej
agresywnych jego wariantow.

Wyniki niniejszych badan Doktorantka przedstawita w pracy, zatytulowanej
Molecular evolution of Pepino mosaic virus during long-term passaging in different
host and its impact on virus virulence (Minicka J., Rymelska N., Elena SF., Czerwo-
niec A., Hasiéw-Jaroszewska B.), opublikowanej w Annals of Applied Biology 166
(2015, 389-401). W toku dalszych prac Doktorantka postanowita zbada¢, jak inne
mutacje losowo wprowadzone do genoméw tagodnych szczepdéw wirusa PepMV-
P22 (szczep HH2) i PepMV-P11 (szczep EU) wplywajg na replikacj¢ wirusa i obja-
wy chorobowe wywotane w roslinach zakazonych wirusem. W tym celu, stosujgc
mutageneze ukierunkowana, mgr Julia Minicka do genomu PepMV-P22 wprowa-
dzila 22 losowe mutacje oraz 3, ktore wezesniej byly zidentyfikowane jako odgrywa-
jace role w powstawaniu objawdw chorobowych na roslinach: zoéttaczkowych lub
nekrotycznych. Ponadto, pig¢ z powyzszych mutacji Doktorantka wprowadzita do
tagodnego izolatu wirusa PepMV-P11. Objawy wywolywane na roSlinach po zaka-
zeniu réznymi wariantami genetycznymi wirusa byly zréznicowane — od letalnych
do lagodnej mozaiki, deformacji blaszek, czy ich zwijania si¢. Poza tym, potwierdzi-
ty wezesniejsze dane wskazujace, Ze za obserwowane na roslinach zmiany po ich
zakazeniu réznymi wariantami wirusa Pep-MV odpowiadajg mutacje w genie kodu-
jacym biatko TGB3 i CP (w obu szczepach wirusa).

Wyniki badafn mgr Julii Minickiej nad replikacjg wirusa wykazaly, ze sposrod
wprowadzonych mutacji 18 miato wplyw neutralny na replikacje wirusa, dwie szko-
dliwy, a 6 powodowato wptyw korzystny. Zalezato to réwniez od genu oraz pozycji,
w ktérej mutacja zostata wprowadzona. Najkorzystniej na replikacje wirusa wptywa-
ty mutacje w genie kodujacym RdRp, najmniej — w genie 7GBpl i CP. Ponadto,
wplyw tych mutacji zalezat od podloza genetycznego, czy szczepu wirusa CH2 lub
EU. Stosunkowo duza tolerancja badanych wiruséw na wprowadzone mutacje, jak

tez ich wptyw na replikacje wirusa i ich wirulencj¢ wskazuje na zréznicowane me-
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chanizmy kierujace ewolucjg badanych wiruséw oraz istotnie wplywajacych na to
warunkow srodowiskowych. Wyniki tych badan Pani mgr Julia Minicka przedstawi-
ta w pracy: Strain- dependent mutational effects for pepino mosaic virus in a natural
host (Minicka J., Elena SF., Borodynko-Filas N., Rubi$ B., Hasiéw-Jaroszewska B.),
opublikowanej w BMC Evolutionary Biology (2017, 17:67 DOI 10.1186/s12862-
017-0920-4).

W toku dalszych badan nad wirusami Pep-MV mgr Julia Minicka postanowi-
ta wyjasnié, jak niektore z wprowadzonych mutacji wptywaja na ultrastrukture ko-
morek i tkanek zakazonych wirusem roslin. Do dalszych badan wybrata trzy izolaty
wirusa: PepMV-P22 — izolat tagodny, PepMv-P19 — izolat nekrotyczny oraz PepMV-
P5 — izolat z6ltaczkowy. Badania ultrastrukturalne skrawkéw tkanek roslin zakazo-
nych infekcyjnymi kopiami wybranych izolatéw wykazaty obecnos¢ czastek wirusa
w r6znych przedziatach komorkowych, w komorkach réznych typoéw (epidermiach,
komérkach migkiszowych, elementach sitowych floemu). Zmiany w komorkach byty
zroznicowane — w zalezno$ci od uzytego do zakazenia izolatu. Najsilniejszg korela-
cje pomiedzy zmianami ultrastrukturalnymi w komorce obserwowano w komoérkach
ro§lin zakazonych izolatem wirusa nekrotycznego. Potwierdza to wczesniejsze ob-
serwacje, ze pojedyncze zmiany w genomie wirusa PepMv istotnie wplywaja na
przebieg infekcji, replikacj¢ wirusa, jego wirulencj¢ i zmiany chorobowe w roslinie.
Szczegblowy opis tych zmian, jak réwniez ich wplyw na ultrastrukture komorek ro-
$linnych oraz objawy chorobowe Doktorantka przedstawita i udokumentowata na
fotografiach w trzeciej pracy cyklu sktadajgcego si¢ na Jej rozprawe doktorska: Ul-
trastruktural insights into tomato infections caused by three different pathotypes of
Pepino mosaic virus and immunolocalization of viral coat proteins (Minicka J., Otu-
lak K., Garbaczewska G., Pospieszny H., Hasiow-Jaroszewska B.) opublikowanej w
Micron (79, 2015, 84-92).

Wirus Pep-MV z uwagi na silng szkodliwos$¢ znajduje si¢ na liscie alertowej
A2 Europejskiej i Srodziemnomorskiej Organizacji Ochrony Roslin (EPPO), jednak-
ze brakuje praktycznie srodkéw zapobiegajacych jego coraz szerszemu rozprzestrze-
nianiu si¢ w $rodowisku. Z tego wzgledu mgr Julia Minicka postanowita sprawdzic,
czy badane przez nig polskie fagodne izolaty tego wirusa (PepMV-P22, PepMV-P19,
PepMV-P5-1Y oraz wariant PepMV-P22K67E, z mutacjg odpowiedzialng za objawy
nekrotyczne zakazonych wirusem roslin) moga by¢ wykorzystane do ochrony roslin

pomidora przeciwko innym izolatom powodujacym zréznicowane objawy na rosli-
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nach. Zjawisko ochrony krzyzowej bylo obserwowane jedynie w przypadku wyko-
rzystania PepMV-P22 przeciwko PepMV-P5-1Y, natomiast ochrona krzyzowa zosta-
la przetamana w przypadku PepMV-P19 oraz Pep MV-P22K67E. Wyniki tych badan
Doktorantka przedstawita w pracy: Cross-protection between defferent pathotypes of
Pepino mosaic virus representing Chilean 2 genotype (Hasiéw-Jaroszewska B., Mi-
nicka J., Pospieszny H.), opublikowanej w Acta Sci Pol., Hortorum Cultus (13(5),
2014,177-185).

W skiad pracy doktorskiej mgr Julii Minickiej wchodzi takze praca przegla-
dowa: Rapid evolutionary dymanocs of the Pepino mosaic virus — status and future
persectives’ (Minicka J., Hasiow-Jaroszewska B., Borodynko-Filas N., Pospieszny
H., Hanssen I1.M.), w ktorej zostaly podsumowane dotychczasowe dane dotyczace
ewolucji 1 zmiennos$ci wirusa Pep-MV, zmiany w strukturze populacji wirusa w
ostatnich latach, czynniki genetyczne decydujace o wirulencji wirusa, objawy choro-
bowe roslin, sposoby jego detekcji oraz metody ochrony roslin przed zakazeniem.
Duzy wplyw na wyniki tych badah maja dane uzyskane przez mgr Juli¢ Minicka
podczas realizacji pracy doktorskiej oraz wspétautoréw przedstawionych publikacji.

Sumaryczny wspotczynnik wplywu prac sktadajacych si¢ na rozprawe dok-
torska mgr Julii Minickiej wynosi 7,714, co odpowiada 140 pkt. MNiSW. Mimo Ze
wszystkie prace Doktorantki sg wieloautorskie, nie mam najmniejszych watpliwosci,
ze udzial mgr Julii Minickiej w badaniach molekularnych byt dominujacy, co po-
twierdzajg ich wspotautorzy w zataczonych do publikacji oswiadczeniach. W czte-
rech z cyklu prac Doktorantka jest pierwszym autorem. Wszystkie zostaly opubliko-
wane w czasopismach o szerokim zasiggu migdzynarodowym, co wskazuje na ich
wysoki poziom merytoryczny oraz istotne znaczenie naukowe. Do cyklu publikacji
sktadajacych sie na rozprawg doktorska mgr Julii Minickiej dotgczone jest streszcze-
nie rozprawy w jezyku polskim i angielskim, krotkie wprowadzenie na temat wiru-
s6w Pep-MV, jasno wytyczone cele pracy oraz opis metod stosowanych w badaniach
i wyniki badafi opublikowanych w zalaczonym cyklu prac stanowigcym rozprawe
doktorskg. Dane te przygotowane zostaly bardzo starannie. Opis wirusa Pep-MV
oraz przedstawienie celow badawczych $wiadcza o dobrym przygotowaniu Dokto-
rantki do badan i znakomitym zrozumieniu badanych zagadnien.

Rozprawe doktorskg Pani mgr Julii Minickiej oceniam bardzo wysoko. Uzy-
skane przez Doktorantke dane s nowatorskie i wnosza szereg istotnych informacji

dotyczacych ewolucji molekularnej wirusa mozaiki Pepino, roli mutacji w genomie
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wirusa i ich wplywu na jego replikacj¢ oraz wirulencje. Ponadto, dane te moga byé
wykorzystane do opracowania odpowiednich metod wykrywania wirusa i ochrony
roslin przed zakazeniem.

Zatem, praca ta, poza aspektem poznawczym, ma istotne znaczenie praktycz-
ne. W badaniach Doktorantka wykazala si¢ znajomoscig oraz umiejgtnoseia wyko-
rzystania najnowszych technik biologii molekularnej i wirusologii. Wszystkie tech-
niki badawcze byly odpowiednio dobrane do starannie wytyczonych celow badaw-
czych, konsekwentnie realizowanych.

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Julii Minickiej spelnia wszystkie
kryteria okreslone w Ustawie z 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym (DzU nr 65, poz. 595).

Z powyzszych wzgledéw, zwracam si¢ zatem do Wysokiej Rady Instytutu
Ochrony Roslin Pafstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu o dopuszczenie
mgr Julii Minickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réwnoczeénié? majac na uwadze wazne znaczenie badan mgr Julii Minieckiej
dla rozwoju wirusologii roslin, ich znaczenie poznawcze, jak réwniez praktyczne dla

ochrony roslin, zwracam si¢ do Wysokiej Rady IOR PIB w Poznaniu o wyréznienie
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ocenianej rozprawy stosowng nagroda.




