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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Edmunda Koziela
pt:,,Patogeneza organéw wegetatywnych $liwy i roslin testowych porazonych wirusem
karlowatosci sliwy (PDV)”

Praca doktorska mgr Edmunda Kozieta zatytulowana ,Patogeneza organow
wegetatywnych $liwy i roélin testowych porazonych wirusem karlowatosci Sliwy (PDV)”
dotyczy charakterystyki zmian patogennych w roslinach zainfekowanych wirusem
kartowatosci $liwy oraz wyjasnienia mechanizmu jego transportu lokalnego i systemicznego.
Badania nad odpowiedzig rosliny na infekcje wiruséw oraz ich transportem sg jednym z
gtéwnych zagadnien, ktérymi zajmuje sie grupa Pani Profesor Grazyny Garbaczewskiej,
promotora rozprawy.

Praca doktorska sktada si¢ z dwoch czesci: manuskryptu (125 stron z 205 pozycjami
literatury ) i oddzielnego tomu dokumentacji fotograficznej wraz z opisami (108 tablic).

W krotkim Wstepie Autor wprowadza recenzenta w problematyke zagrozenia wirusem
karlowatosci $liwy wskazujgc jednoczesnie na luke¢ w zakresie badan, ktérg niniejsza
rozprawa powinna wypeli¢. W drugiej, obszernej czgs$ci rozprawy doktorskiej Autor
przedstawia Przeglad literatury (36 stron). Autor charakteryzuje rodzing Bromoviridae, w tym
rodzaj llarvirus, do ktérego nalezy wirus PDV. Charakterystyka czgstek tego ikosahedralnego
(dwudziestoéciennego) wirusa zawiera kompletny obraz zaréwno struktury i organizacji
genomu, funkcji bialek kodowanych przez czgsteczki RNA wirusa, w tym biatka
transportowego (MP) i biatka ptaszcza (CP), jak i cyklu zyciowego wirusa PDV. Autor, w
sposéb bardzo szczegbltowy przedstawia réwniez transport wiruséw roslinnych, zar6wno
krétkodystansowy, jak i systemiczny oraz zaangazowanie w mechanizm transportu
elementéw cytoszkieletu; ta ostatnia cze$¢ jest dosé ogolna i nie dotyczy wytgcznie transportu
wiruséw, mozna byloby pewnie w tak rozbudowanym Przegladzie literatury jag poming¢ lub
skroci¢. Ostatnia cze$é Przegladu literatury poswigcona jest wykorzystaniu programow
komputerowych w badaniach filogenetycznych, modelowaniu i funkcji okreslonych biatek.
Ta cze$é, bardzo interesujgca, istotna z punktu widzenia badan wiasnych Autora uzasadnia
wykorzystanie takich programéw do analizy i modelowania struktury biatek wirusowych.
Reasumujgc, przedstawiony w rozprawie doktorskiej Przeglad literatury jest bogaty i bardzo
kompetentnie zaprezentowany.

Celem badah Autora jest charakterystyka zmian patogenicznych roslin wywotanych
infekcja wirusem PDV oraz zbadanie mechanizmu transportu lokalnego i systemicznego tego
wirusa. Zrozumienie interakcji wirus-rolina, w przypadku wirusa kartowatosci sliwy —
jednego z najgrozniejszych patogenéow drzew owocowych, jest nie lada wyzwaniem. Mimo, iz
wirus ten zostal zidentyfikowany w latach 30-tych XX wieku nadal nie zostata poznana
sekwencja zmian patologicznych w roslinach gospodarza, jak réwniez mechanizmy transportu
wirusa w rodlinie. Nie zastosowano takze dotychczas metod bioinformatycznych do
przeprowadzenia analizy filogenetycznej dla ustalenia podobienstwa PDV do innych wirusow
z rodziny Bromoviridae. Wszystkie te zagadnienia, niezwykle istotne w walce z wirusem




kartowatosci Sliwy staly si¢ przedmiotem badan mgr Edmunda Kozieta, przedstawionych w
jego rozprawie doktorskiej.

Godna uznania jest metodyka pracy. Metody zastosowane w pracy stanowig réznorodny
i bogaty wachlarz technik badawczych, Nalezy wérod nich wymieni¢ techniki mikroskopowe
i immunocytochemiczne, w tym immunofluorescencyjne, dla przesledzenia zmian
anatomicznych i ultrastrukturalnych wywotanych infekcjg wirusa oraz lokalizacji biatek
wirusa w tkankach i komorkach rodlin. Dla sprawdzenia specyficznosci przeciwciat i
potwierdzenia obecno$ci wirusa w roslinach Zrodtowych zastosowano DAS-ELISA-metodg
podwojnego wigzania immunoenzymatycznego. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje
zastosowanie technik bioinformatycznych dla analiz filogenetycznych wybranych
przedstawicieli ~ Bromoviridae, przy uzyciu sekwencji aminokwasowych bialka
transportowego (MP) oraz bialka plaszcza (CP) wirusa, a takze analizy struktury przestrzennej
replikazy PDV (biatka P1). Wszystkie te badania lub ich wiekszo$¢ Autor przeprowadzil na
ro$linach o r6znym stopniu odpornosci na PDV: wrazliwych $liwie i tytoniu oraz na odpornej
komosie ryzowe;.

Druga czes$¢ pracy a wiec obszerny tom z 108 tablicami fotograficznymi i ich opisami
zawiera w wigkszosci bardzo dobrg i trafng dokumentacje wynikéw rozprawy doktorskiej.
Komentarz dotyczgcy tej czesci zawartam w Uwagach szczegétowych.

Za najwazniejsze osiggnigcia recenzowanej rozprawy doktorskiej uwazam:

e Przeprowadzenic metodami  mikroskopowymi, immunocytochemicznymi i
bioinformatycznymi, szczegétowej i wnikliwej analizy procesu infekcji roslin od
prawdopodobnej integracji domeny transblonowej wirusa z blonami komorek
roélinnych poprzez zmiany deformacyjne i nekrotyczne komoérek gospodarza,
wykazujac obecno$é czastek wirusowych lub ich elementéw w kolejnych organellach
i strukturach komérkowych. Nalezy tu podkreslié, ze analiza struktury trzeciorzedowej
replikazy (biatko P1) zostala dla wirusa PDV przeprowadzona po raz pierwszy
wskazujac na lokalizacje tego biatka w strukturach blonowych rosliny, a miejsce
lokalizacji potwierdzily takze analizy immunocytochemiczne.

e Wskazanie prawdopodobnego zaangazowania chloroplastow w replikowanie materiatu
genetycznego wirusa i sktadania jego czastek, a takze wakuoli w skiadanie i
funkcjonowanie kompleksu replikacyjnego,

e Wyjasnienie mechanizmu  transportu  czgstek  wirusa PDV,  zaréwno
krétkodystansowego, przez plazmodesmy z udziatem mikrotubul, jak i okreslenie roli
elementoéw drewna i tyka w transporcie systemicznym/dlugodystansowym,

e Wykazanie podobienstwa w mechanizmie transportu wirusa PDV i AMV, a wiec
podobiefistwa pomiedzy infekcja wirusowg wywolang tymi wirusami, dzigki
zastosowanej analizie bioinformatycznej biatek wirusowych, w szczegblnosci
homologii sekwencji biatek MP 1 RBD,

e Wykazanie mozliwej przyczyny odpornosci komosy ryzowej na infekcje PDV. Dzigki
silnej nekrotyzacji komorek towarzyszacych i odkiadaniu sie zwigzkow fenolowych w
naczyniach powstat prawdopodobny mechanizm ograniczajacy rozprzestrzenianie si¢
wirusa z wigzek przewodzacych do dalszych tkanek.

Podsumowujac, Autor pokazal, stosujgc nowoczesne metody biologii i bioinformat.yki
proces i mechanizmy infekcji tkanek ro§linnych porazonych wirusem kar.lowatorc’,ci éhyvy
(PDV), na tle podobiefistw pomigdzy infekcjami innych przedstawicieli tej same) rf)dz1’ny
wirusow. Wyniki badan Autora stanowig powazny wklad w wyjasnienie mechanizmow




infekcji roglin wirusami z rodziny Bromoviridae, a co za tym idzie potencjalnej walki z tymi
groznymi patogenami.

Praca jest napisana bardzo jasno, zwigzle, dojrzalym i przystgpnym jezykiem; bardzo
dobrze si¢ ja czyta. Tekst pracy jest zrozumialy i przejrzysty; zdarzajg si¢ tylko nieliczne
bledy literowe lub niezrgcznodci jezykowe zaznaczone na marginesie recenzowanej pracy.
Nie znalaztam btedéw w cytowaniu pozycji literaturowych.

Uwagi szczegoélowe:.

1. Jak wspomniatam wcze$niej, cze$¢ dotyczacg roli cytoszkieletu w transporcie
zamieszczong w Przegladzie literatury moznaby pomingé lub skréci¢, poniewaz
dotyczy ona nie tylko transportu wirusow.

2. Schematy ilustrujace Przeglad literatury majg objasnienia w jezyku angielskim, np. w
Figs. 4, 5, 7. Skoro Autor opisat te rysunki jako zmodyfikowane, to méglby zrobi¢
takze wlasne, polskie objasnienia.

3. Nie jest calkiem dla mnie jasne, czym Autor kierowat si¢ wybierajac do niektérych
analiz materiat z dwoch, a nie wszystkich trzech gatunkéw roslin, np do
immunofluorescencji lokalizacji CP i biatka Plwybral tyton i komosg, ale nie sliwe
(rozdziat 4.9, str 55 i 4.10 str 56), natomiast do immunolokalizacji tych samych biatek
materiat badany byt ze wszystkich trzech gatunkéw (rozdziat 4.11, str. 57).

4. Wiele fotografii z analizy ultrastruktury jest bardzo dobrych, ostrych, ale zdarzajg si¢
takze niewyrazne np. Tabl. 10A, 21 A, czy Tabl. 45D, Tabl. 48B, Tabl. 65 B, ktore
pewnie moznaby w tym bogactwie zdjg¢ pomingé bez szkody dla meritum pracy. Nie
mam zastrzezeh do jakosci zdjg¢ z badan wykonanych ~ metodami
immunofluorescencyjnymi i immunocytochemicznymi.

5. Wielkos¢ czastek wirusa PDV jest mata, ok. 25- 30 nm. Czy Autor jest pewien, ze
ziarnistoéci ogladane i opisywane jako VP to sa istotnie czastki wirusa, a nie np.
straty w wakuoli Tabl. 16B, 17B, 18B lub rybosomy w cytoplazmie, 0 podobne;j
wielkoéci, np. Tabl. 19B, C, Tabl. 22B, C, Tabl. 55B, D, Tabl. 57A. Na bardzo dobre;j
jakosci zdjeciu z Tabl. 22A czy na zdjeciu z Tabl. 26A,B na pewno wérod czgstek
wirusowych sg takze rybosomy, tylko ktére sg ktére? Spodziewam sig, ze Autor
doszedt do duzej wprawy w rozrdznianiu typow ziarnistoéci o podobnej wielkosci.

W sumie prace mgr Edmunda Kozieta oceniam bardzo pozytywnie. Uwazam, ze
Doktorant podjgt wazny temat badawczy, a recenzowana rozprawa doktorska wnosi wiele
nowych, bardzo dobrze udokumentowanych danych do poznania mechanizméw infekcji
roélin porazonych wirusem kartowatosci $liwy (PDV) Praca doktorska spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawie doktorskiej zgodnie z Ustawa o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Stawiam wiec wniosek do Rady Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW o dopuszczenie
mgr Edmunda Kozieta do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzglgdu
na range uzyskanych wynikéw stawiam wniosek o wyrdznienie pracy stosowng nagrodg.
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