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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Barbary Wrzesinskiej-Krupy

»Badanie molekularnych mechanizmow odpowiedzi Nicotiana benthamiana na infekcje
wirusem karlowatoS$ci orzecha ziemnego (Peanut stunt virus, PSV) i jego satelitarnym

RNA”

Uzasadnienie wykonania recenzji

Rozprawa doktorska mgr inz. Barbary Wrzesinskiej-Krupy zostata wykonana w Instytucie
Ochrony Roslin - Panstwowym Instytucie Badawczym w Poznaniu pod opieka promotor dr
hab. Aleksandry Obrgpalskiej-Steplowskiej, prof. IOR-PIB. Recenzje wykonatem w zwiazku z
powotaniem mojej osoby na recenzenta w postgpowaniu doktorskim mgr inz. Barbary
Wrzesinskiej-Krupy uchwatg Rady Naukowej IOR-PIB w Poznaniu i na podstawie pisma z
dnia 10.10.2024 r przestanego przez Sekretarz RNA IOR-PIB dr Ann¢ Mackowiak-Sochacka.

Jednoczes$nie o§wiadczam, ze tematyka rozprawy jest zgodna z mojg specjalizacjg naukowa,
nie jestem wspoOtautorem prac naukowych Doktorantki, nie prowadzilem 1 nie prowadze
wspolnie prac naukowych i jak dotad nie bratem udziatu w postgpowaniach o awans naukowy

Doktorantki.



Formalna ocena rozprawy

Rozprawa doktorska pani mgr inz. Barbary Wrzesinskiej-Krupy liczy 205 stron, wiaczajac
w to: karte tytutowa, podzigkowania, spis tresci, wykaz monotematycznych oryginalnych prac
bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wykaz skrotow, siedem rozdzialéw stanowigcych gtowna czgs¢ dysertacji, spis literatury, opis
zrddet finansowania przeprowadzonych badan oraz zalaczniki w postaci kopi pigciu
oryginalnych publikacji Doktorantki bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej z
dolaczonymi materiatami uzupehiajgcymi (jezeli byly) oraz o$wiadczeniami Doktorantki i
wspotautoréw o procentowym udziale w poszczegolnych publikacjach, z ktorych wynika, ze

byta ona w nich wiodgcym autorem.

Gloéwny opis rozprawy ztozony jest z siedmiu rozdziatéw, z ktéorych dwa zawieraja
podrozdziaty. Struktura obejmuje (1) Wstep, (2) Hipotezy badawcze, (3) Cele pracy, (4)
Metodyke, zawierajaca trzynascie podrozdziatow (5) Omowienie wynikow pieciu prac
wchodzacych w sktad rozprawy, z pigcioma podrozdziatami dedykowanymi kazdej publikacji,

(6) Podsumowanie, (7) Wnioski.

Rozdzialy od Streszczenia po Literature stanowig wtasciwg dysertacje, ktora jest zbiorcza
syntezg cyklu publikacji bedacych podstawag rozprawy doktorskiej. Takie podejscie jest
jednoczesnie tworcze, jak 1 dodatkowo potwierdza, ze cykl publikacji w istocie tworzy jedno,
wspolne dzieto. Kolejno§¢ manuskryptéw odzwierciedla logiczny cigg badan, co jest wyraznie
widoczne w ich wspolnych omowieniu. Literatura obejmuje 63 pozycje, z ktérych wiekszos¢
to publikacje anglojezyczne. Ponad potowe literatury stanowia pozycje (66,7%), ktore ukazaty
si¢ w ciggu ostatnich 25 lat, a okoto 29% w ciagu ostatniego dziesi¢ciolecia. Doktorantka,
siggajac do kluczowych, starszych Zrddel, w swoich badaniach korzystata przede wszystkim z
najnowszej literatury przedmiotu. Bogactwo Zrodet literaturowych 1 ich dobdr, §wiadczg o tym,
ze Doktorantka dokonata gruntownego przegladu literatury obejmujacej kluczowe aspekty
badawcze, zwigzane z przedmiotem rozprawy doktorskiej. Struktur¢ rozprawy uwazam za
logiczna, przejrzysta i bardzo dobrze przemys$lang. Pozytywnie oceniam rozprawe pod

wzgledem formalnym.



Ocena merytoryczna

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim podaje syntetyczny opis prac i wynikow
uzyskanych przez Doktorantke. Zaréwno w spisie tresci jak 1 w nagtowku Doktorantce wkradt
si¢ chochlik drukarski w tytule — zamiast Streszczenie jest Strzeszczenie. Merytorycznie
streszczenie jest napisane bardzo dobrze. Syntetycznie i bardzo ciekawie przedstawia wyniki

badan wykonanych w ramach rozprawy.

We Wprowadzeniu Autorka podata ogdlne informacje dotyczace wiruséw roslinnych, w
tym mechanizmow lezacych u podloza powstawania widocznych objawow chorobowych,
definiujacych wirusy jako, jak to stusznie Autorka ujeta: ,,patogeny molekularne”. Omawiajac
sposob w jaki wirusy wykorzystujg komorki roslinne i ich kompartmenty do replikacji oraz jak
oddziatujg na metabolizm ro$liny 1 w jaki sposob rosliny bronig si¢ przed wirusami na poziomie
molekularnym Autorka nakresla przejrzyste tto, wprowadzajace ptynnie czytelnika w
przedmiot badan. W dalszej czg$ci prezentuje rodzaj cucumovirus oraz bardziej szczegoétowo
omawia wirus karlowato$ci orzecha ziemnego (ang. peanut stunt virus, PSV) podajac
najwazniejsze informacje z zakresu biologii 1 znaczenia tego wirusa w uprawach rolniczych.
Nastepnie dokonuje molekularnej charakterystyki PSV 1 jego satelitarnego RNA (satRNA),
omawia szczepy wirusa i role satRNA w biologii wirusa, w tym w jego transmisji przez mszyce.
Te cze$s¢ Wprowadzenia ilustruje przejrzysty schemat interakcji wirus pomocniczy — satelitarny
RNA — roslina zywicielska, przedstawiony na rys. 1. Podsumowanie konczy uzasadnienie

podjetych w rozprawie badan.

W rozdziale Hipotezy badawcze, Doktorantka formutuje cztery rozbudowane hipotezy
badawcze. Pierwsza z nich zaktada, ze proteom 1 fsofoproteom N. benthamiana bedzie
reagowat silniej na wczesnym etapie infekcji samym PSV-P, niz na koinfekcje wirusem w
towarzystwie satRNA, z uwagi na fakt, ze satRNA lagodzi objawy infekcji i jej przebieg oraz,
ze te roznice bedg zwigzane z dziataniem kompartmentow subkomoérkowych. Hipoteza nr 2
zaktada, ze (1) wczesna infekcje PSV-P oraz PSV + satRNA bedzie w r6zny sposdb wplywaé
na ekspresje krotkich RNA (sRNA) ktore reguluja poziomy transkryptow mRNA zwigzanych
z rozwojem komorek roslinnych, ich metabolizmem podstawowym, oraz odpowiedzig na
infekcje. (2) sSRNA, ktorych poziom bedzie istotnie zmieniony pod wptywem infekcji beda
regulowa¢ rozne czynniki zwigzane z kompartmentami komoérkowymi 1 procesami

biologicznymi w sposob zalezny od braku lub obecnosci satRNA w trakcie infekcji PSV-P. (3)



Pod wplywem infekcji wirusem powstang sSRNA specyficzne dla jego genomowych RNA, dla
ktérych docelowymi bedg réwniez transkrypty kodujace biatka roslinne zaangazowane w
fosforylacje i odpowiedZ na bodziec. W hipotezie nr 3, Doktorantka zaktada, Zze obecno$¢
satRNA modyfikuje poziomy ekspresji genow, a takze aktywuje dodatkowe procesy, prze co
modyfikuje przebieg patogenezy. Hipoteza nr 4 zaklada, ze efektem dziatania satRNA jest
zwigkszona transmisja PSV-P przez mszyce, co jest korzystne ewolucyjnie dla wirusa i samego
satRNA. Mechanizm tego zjawiska ma polega¢ na tagodzeniu wptywu wirusa na rosling, przez

co jest ona bardziej atrakcyjna dla mszyc, a tym samym zwigksza szans¢ na transmisj¢ wirusa.

W rozdziale Cele pracy Doktorantka formutuje gtdwny cel pracy i definiuje siedem celow
szczegotowych, majacych weryfikowaé postawione hipotezy, tym samym prowadzac do
realizacji celu gtdwnego. Gtownym celem pracy byto zbadanie wplywu satelitarnego RNA na
przebieg infekcji PSV-P na poziomie molekularnym, poznanie molekularnego podioza
interakcji wirusa z rosling oraz transmitujagcym go wektorem (mszyca), jak réwniez
mechanizmoéw, za pomoca ktérych satelitarny RNA modyfikuje te interakcje z korzyscia dla
sukcesu ewolucyjnego wirusa, a co za tym idzie — zwigkszenia szans na wlasne przetrwanie w
srodowisku. Cele szczegdtowe uwazam za precyzyjne i trafne, pozwalajace na wihasciwag

weryfikacje postawionych hipotez.

W rozdziale Metodyka Doktorantka w trzynastu podrozdziatach oméwila metody, ktore
stosowata w swoich badaniach, wskazujac w kazdym podrozdziale publikacj¢ z cyklu
wchodzacego w sktad rozprawy, w ktorej znajduje si¢ szczegotowy opis metodyczny. Tu w
podrozdziale 4.2 wkradt si¢ slang laboratoryjny — Doktorantka napisata ,totalny RNA” a
powinno by¢ ,.calkowity RNA”, ktorego to sformulowania uzywa poprawnie w innych
miejscach rozprawy. Duza zaletg tej czesci rozprawy jest to, ze pozawala ona w sposob
klarowny przesledzi¢ metody, narzedzia i rozwigzania wykorzystane przez Doktorantke w
trakcie jej badan bez siggania do metodyki w publikacjach. Z jednej strony utatwia to czytanie,

ponadto pozwala na glebsze zrozumienie opisu wynikow.

Rozdzial Wyniki opublikowane w cyklu prac wchodzacych w sklad rozprawy
doktorskiej, jest ztozony z pigciu podrozdziatow, z ktérych kazdy jest dedykowany opisowi

jednej z publikacji wchodzacych w sktad rozprawy w logicznej kolejnosci tych publikacji.

W pierwszej publikacji Autorka opracowala i zoptymalizowata tworzenie klonow
infekcyjnych PSV P i satRNA z wykorzystaniem agroinfiltracji N. benthamiana. Efektywnos¢

opracowanego systemu potwierdzita infekujac sokiem z N. benthamiana za pomoca metod RT-



PCR 1 Western blotting oraz za pomocg mikroskopii elektronowej. Ponadto sok z
agroinfiltrowanych roslin byt infekcyjny — Doktorantka efektywnie pasazowata wirusa na
ro$liny N. benthamiana, fasoli i grochu. Za pomocg analiza sekwencji agroinfekcyjnych kopii
P SVP i satRNA Autorka wykazata pewng zmienno$¢ w regionach niekodujacych i w obrebie
genomu kodujgcym biatko ptaszcza wirusa, podczas gdy staRNA byt identyczny z wyjsciowq

sekwencja.

W kolejnej pracy Autorka badata jakie zmiany zachodzg na wezesnym etapie infekcji w
proteomie 1 fosfoproteomie roslin N. benthamiana porazonych samym wirusem oraz
infekowanych jednocze$nie PSV-P i satRNA w poréwnaniu do zdrowych lub porazonych
samym wirusem ro$lin. Oprocz typowych dla infekcji wirusowych zmian w fotosyntezie i
metabolizmie wegla, Doktorantka zaobserwowata zmiany zmian w poziomie biatek i
fosfoprotein zwigzanych z metabolizmem podstawowym (translacja, fotosynteza),
przekazywaniem sygnatow (obnizenie akumulacji biatlek zwigzanych z sygnalizacja
komorkow3a) oraz odpowiedzig obronng (biatka zwigzane z proteasomem). Infekcja samym
PSV P obnizala poziom fosforylacji, w tym poziom biatek zdolnych do autofosforylacji i
zaangazowanych w transdukcje sygnatu. Infekcja samym wirusem obnizata akumulacje biatek
zwigzanych z procesami sygnalizacji 1 komunikacji. Jednocze$nie wrastal poziom biatek
zwigzanych z proteasomem. W roslinach infekowanych kompleksem PSV-P z satRNA wzrastat
poziom ekspresji biatek zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i detoksykacja komorkowa oraz
malala ekspresja zwigzanego z patogeneza biatka PR2. Ponadto poziom genomowych RNA
PVS-P byt nizszy a poziom fosforylacji wyzszy niz w roslinach porazonych samym wirusem.
Co istotne, efekt ten obserwowano rowniez dla biatek szlakéw kwasu jasmonowego 1 kwasu
salicylowego oraz biatka UPF2 zwigzanego z procesem degradacji mRNA niosacych
przedwczesny kodon STOP (nonsense mediated decay, NMD). Wyniki uzyskane w tej pracy
potwierdzaja hipoteze nr 1. Potwierdzaja tez rolg satelitarnego RNA jako elementu
modulujacego infekcje pomocniczego wirusa. Ponadto w pracy zaproponowano ciekawg
hipotez¢ proponujac, ze satRNA obniza poziom genomowych RNA PSV P zwigkszajac poziom
biatka UPF2 w stosunku do ro$lin porazonych samym wirusem. Prowadzi to do degradacji
wirusowego RNA w procesie NMD, ktory jest obok zjawiska interferencji RNA jednym z
podstawowych mechanizméw obrony roslin przed wirusami. Hipoteza ta zdecydowanie jest

warta dalszych badan.

W trzeciej publikacji Doktoranta uzupehita wczesniej uzyskane funkcjonalne dane

proteomiczne i fosfoproteomiczne o kontekst strukturalny, podejmujac badania wptywu



wczesnego stadium infekcji ro§lin N. benthamiana samym wirusem PSV-P oraz w kompleksie
z satRNA-P na kompartmenty komérkowe. Doktorantka przeprowadzita analiz¢ wptywu obu
wariantow infekcji na krétkie RNA (sRNA), transkryptom, proteom i fosfoproteom w
kontekscie ich lokalizacji komorkowej lub funkcjonalnych potaczen z poszczegdlnymi
przedziatami komoérkowymi. Wykazata, ze infekcja PSV-P oraz PSV-P + satRNA powodowata
réznicowe zmiany w poziomie ekspresji krotkich RNA i transkryptéw mRNA oraz biatek
zwigzanych z réznymi przedziatami komodrkowymi, w tym rybosomami, chloroplastami,
mitochondriami, jadrem i cytozolem, a najbardziej dotkniete procesy to fotosynteza, translacja,
transkrypcja 1 splicing mRNA. Analiza transkryptow sRNA wykazata réznicowa ekspresje
miRNA 1 ta-siRNA, jednak nie znaleziono sekwencji docelowych dla tych sRNA w
genomowych RNA PSV i satRNA. Analizujac pozostate transkrypty sSRNA Doktorantka nie
znalazta zadnego sRNA specyficznego dla satRNA. Zidentyfikowata jednak sSRNA specyficzne
dla kazdego z trzech genomowych RNA PSV. Co wigcej, dla tych sSRNA docelowymi byto
wiele transkryptow mRNA zwigzanych fosforylacja, a co za tym idzie z procesami sygnalizacji

wewnatrzkomorkowej i odpowiedziami na bodzce.

Oryginalnym osiagnigciem Doktorantki, jest opisane w manuskrypcie czwartej
publikacji uzupetnienie wczesniejszych danych na temat roli satRNA w cyklu zyciowym PSV
0 jego wplyw na orientacj¢ i zerowanie M. persicae, co moze w konsekwencji skutkowac
réznicg w nabywaniu i wydajnos$ci transmisji wirusa. Doktorantka zalozyla, ze istnieja roznice
w zachowaniu Zerowania spowodowane obecnosciag satRNA, ktére moga wplywaé na te
wydajnos¢. Doktorantka w badaniach zastosowata modelowy uktad dwoch szczepow PSV,
szczep G, naturalnie wystepujacy bez satRNA oraz szczep P, ktoremu towarzyszy satRNA.
Doktorantka potwierdzita wczesniejsze obserwacje, ze satRNA w r6zny sposob wptywa na oba
szczepy wirusa. W przypadku PSV-G obecno$¢ satRNA powoduje duzy wzrost nasilenia
objawoOw na ro$linach, podczas gdy w przypadku PSV-P, satRNA tagodzi objawy i nasilenie
infekcji. W obu przypadkach, w ktorych doszto do zaostrzenia objawdw chorobowych zmalaty
atrakcyjnos¢ zapachowa 1 zywieniowa roslin. Mszyce preferowaly rosliny o tagodnych
objawach nie tylko w poréwnaniu z ro$linami o objawach ostrych ale réwniez w stosunku do
zdrowych roslin. Ten kapitalny wynik Doktorantka powtoérzyta stosujac inny cucumowirus —
wirus mozaiki ogorka (CMV), ktérym infekowata rosliny N. benthamiana 1 pomidora stosujac
zdrowe rosliny jako kontrole oraz rosliny dodatkowo koinfekowane nienekrogennym satRNA
(non-nc-satRNA) i nekrogennym satRNA (nc-satRNA). W tym przypadku nc-satRNA
powodowatl nasilenie objawow 1 redukowal atrakcyjno$¢ roslin dla mszyc, potwierdzajac

wyniki uzyskane dla PSV 1 satRNA. Wyniki uzyskane przez Doktorantke potwierdzaja



kluczowg role satRNA w biologii pomocniczego wirusa i wyjasniajg, przynajmniej cz¢Sciowo
rzadsze wystepowanie satRNA nasilajacych objawy wywotywane przez pomocniczy wirus w
srodowisku w poréwnaniu z tymi, ktére ostabiajg objawy, pomimo ich negatywnego zazwyczaj
wpltywu na miano wirusa w roslinie. Doktorantka wykazata, ze genotypy satRNA, ktore
fagodza objawy choroby i zmniejszaja poziom akumulacji wirusa pomocniczego, jak w
przypadku PSV-P + satRNA, sa korzystne zaréwno dla wirusa, jak i rosliny zywicielskiej,
poniewaz ro$liny stajg si¢ bardziej atrakcyjne dla mszyc. Wyniki tych badan potwierdzaja, ze
w okreslonych warunkach satRNA stabilizujg patogenezg, co zapewnia przetrwanie wirusa i
rosliny zywicielskiej w ekosystemie. Natomiast w przypadkach, gdy satRNA prowadzi do
pogorszenia objawow, zmniejsza prawdopodobienstwo przeniesienia wirusa na zdrowe rosliny.

Na stronie 39 wkradt si¢ tu drobny btad literowy w ostatnim wierszy, zamiast ,,do”, jest ,,to”.

W piatej publikacji, bedacej praca przegladowa, Doktorantka wraz z promotorka
dokonuja podsumowania odkry¢ dokonanych w oméwionych wyzej pracach. Ponadto stawiaja
fascynujacg hipotezg, ze satRNA to ,,game-changer” interakcji wirus-roslina-wektor, ktory w
okreslonych warunkach (szczepu wirusa, sekwencji satRNA, gatunku rosliny-gospodarza) staje
si¢ swoistym buforem. Chroni zar6wno wirus jak 1 rosling oslabiajac przebieg infekcji 1
zmniejszajac koncentracje wirusa w roslinie, ale jednoczes$nie zwigkszajac efektywno$¢
transmisji pomocniczego wirusa. Ponadto roslina nie zamiera, przezywa i stanowi zrodto
wirusa 1 satRNA przez dtuzszy okres czasu, co dodatkowo zwigksza szanse na transmisj¢ i

przetrwanie tych symbiotycznych RNA w przyrodzie.

Kolejny rozdziat dysertacji to Podsumowanie, w ktérym Doktorantka syntetycznie
podsumowuje wyniki opisane w rozdziale poprzedzajacym. Rozprawe koncza Wnioski
koncowe, ktorych Doktorantka sformutowata pie¢ 1 ktore potwierdzajg postawione w

rozprawie hipotezy.
Ocena koncowa

Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje bardzo obszerne i pracochtonne
badania majace na celu zbadanie roli satelitarnego RNA w biologii pomocniczego wirusa
PSV-P i w jego interakcjach z rosling-gospodarzem na poziomie molekularnych. Stosujac
zaawansowane metody omiczne i1 klasyczne techniki biologii molekularnej i inzynierii
genetycznej Doktorantka podeszta do tego zadania z pasja 1 z duzym rozmachem. Uzyskane
przez nig wyniki sg imponujgce, znaczaco powickszaja wiedze w obszarze biologii

molekularnej wiruséw roslinnych. Kapitalne sg tez opublikowane na razie w formie preprintu



badania nad rolg satelitarnego RNA w transmisji cucumowiruséw przez mszyce.

Na podstawie pracy doktorskiej Doktorantki moge stwierdzié, ze prezentuje ona bardzo
dobrg znajomo$¢ problematyki, ktora si¢ zajela, wykazala ponadprzeci¢tng umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia badan naukowych, dysponuje niezbgdnym ku temu bardzo
bogatym warsztatem metodycznym i posiada umiejgtnosci konieczne do planowania,
analizowania, interpretowania i dyskutowania uzyskanych wynik6w. Dysertacja doktorska Pani
mgr inz. Barbary Wrzesifiskiej-Krupy wnosi istotny wkiad w rozwdj nauk rolniczych w obrebie
dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo.

W mojej opinii, rozprawa doktorska mgr inz. Barbary Wrzesinskiej-Krupy pt. ,,.Badanie
molekularnych mechanizméw odpowiedzi Nicotiana benthamiana na infekcje wirusem
kartowatosci orzecha ziemnego (Peanut stunt virus, PSV) i jego satelitarnym RNA” spetnia
wymagania ustawy o stopniach i tytule naukowym. W zwiazku z powyzszym, wnosze do Rady
Naukowej Instytutu Ochrony Roslin - Paristwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie mgr
inz. Barbary Wrzesifiskiej-Krupy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto
wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy przez Rad¢ Naukowa IOR-PIB z uwagi na jej
ponadprzecigtny charakter.

Z-ca Kierownika Oddziatu
IHAR—PIB c\Bpginie
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