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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Edmunda Kozieta

pt.: ,, Patogeneza organéw wegetatywnych sliwy i roslin testowych porazonych
wirusem kartlowatosci sliwy (PDV)”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest poswiecona analizie zmian
patogenicznych w roslinach gospodarza zakazonych wirusem kartowatosci $liwy
(PDV). Praca zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Grazyny
Garbaczewskiej, ktéra od wielu lat zajmuje sie badaniami nad przebiegiem procesow
infekcji wirusowych na poziomie subkomérkowym w tkankach gospodarczo waznych
roslin. Tematem badan mgr Edmunda Koziota byta analiza poréwnawcza zmian na
poziomie tkankowym i komérkowym wywotanych przez PDV w trzech rosélinach
gospodarza. PDV jest jednym z najgrozniejszych patogenéw drzew owocowych,
szeroko rozpowszechnionym na $wiecie, porazajgcym ponad sto gatunkéw rodzaju
Prunus. Wybdr tematu jest uzasadniony, gdyz charakterystyka przebiegu infekgiji

PDV przyczynia sie do zrozumienia istoty patogenicznosci tego wirusa.

Pod wzgledem formalnym rozprawa spetnia wymagane warunki dla prac doktorskich
w zakresie uktadu rozdziatéw w czesci |, dajgcych przeglad literatury, i opisujgcych
materiaty i metody, wyniki, oraz dyskusje i spis cytowanej literatury ale tez w czesci

Il gdzie na108 tablicach fotograficznych udokumentowano wyniki i konkluzje.

Przeglad literatury jest bardzo obszernym opracowaniem $wiadczacym o
dogtebnym zapoznaniu sie autora z aktualnym stanem badan. tacznie rozdziaty:
~Wstep” i ,Przeglad literatury” stanowig 44 strony ze 107 stron tekstu. W tych
rozdziatach autor w kolejnosci charakteryzuje PDV (struktura wirusa, organizacja
genomu, funkcje kodowanych biatek, cykl zyciowy PDV, reakcje i ochrona roslin
porazonych), opisuje znane mechanizmy transportu wiruséw roslinnych (transport
na krotki dystans, transport na dalsze odlegtosci), molekularne odpowiedzi roslin

na infekcje wirusowa, role cytoszkieletu i plazmodesm w transporcie komoérkowym




(mikrotubule, mikrofilamenty, transport przez plazmodesmy) oraz stosowanie
programéw komputerowych w analizie filogenenetycznej i w modelowaniu
strukturalnym. Wszystkie te zagadnienia sg potraktowane wyczerpujgco w oparciu
o dostgpng literature, i ukazujg wtasciwie tto wzgledem ktérego autor prowadzit
swoje badania, uwzgledniajac réwniez wczeséniejsze prace wykonane w Katedrze
Botaniki SGGW.

Cele pracy sformutowane przez doktoranta byty nastepujgce:
1.Lokalizacja zmian na poziomie tkankowym i komoérkowym wywotanych przez
wirus kartowatosci liwy (ang. Prune dwarf virus, PDV) na wybranych roslinach w
zaleznosci od stopnia odpornosci i czasu infekciji.
2.Analiza filogenetyczna MP, CP pod katem podobienstwa do znanych
Bromoviridae.
3.Okreslenie struktury replikazy (biatka P1) zaangazowanej w tworzenie
kompleksu replikacyjnego PDV.
4.Immunolokalizacja biatka ptaszcza wirusa PDV (CP-PDV) oraz biatka P1 (P1-
PDV) w komérkach porazonych.
5.ldentyfikacja mechanizmu transportu lokalnego i systemicznego PDV w oparciu
0 analizy bioinformatyczne i mikroskopowe.

Oceniajac te czesci rozprawy doktoranta chcié&bym podresli¢, ze cele pracy
s zakrojone szeroko, lecz adekwatnie do mysli przewodniej jakg jest
charakterystyka na kilku poziomach elementéw cyklu zyciowego PDV istotnych dla
patogenicznosci tego wirusa. Materialy i Metody opisano wiasciwie z Tabelg
sumujacg dane sekwencji aminokwasowch biatek réznych szczepéw PDV,
podaniem zrédet materiatu roslinnego, warunkéw infekcji i hodowli, ekstrakcji i
oczyszczania PDV, jak rowniez metod komputerowych do analizy poréwnawcze;
sekwencji, struktury biatek, oraz metod immunochemicznych i mikroskopii
elektronowej. Opis stosowanych metod jest zadowalajacy i wystarczajacy do
powtérzenia doswiadczern w kazdym odpowiednio  wyspecjalizowanym
laboratorium.

W kolejnym rozdziale rozprawy pt.: ,Wyniki" doktorant opisuje rezultaty
badan w zakresie trzech podstawowych zagadnien: (i) analiza poréwnawcza biatek
PDV, (i) modelowanie struktury biatka replikazy PDV oraz (iii) analiza zmian
morfologicznych i ultrastrukturalnych tkanek roélin zarazonych PDV. Odno$nie
pierwszego zagadnienia doktorant wykazat, ze zaréwno biatko transportowe (MP)
jak i biatko ptaszcza (CP) kwalifikujg szczepy PDV jako osobng podgrupe w
obrebie Bromoviridae. W punkcie (ii) autor pokazat model struktury
trzeciorzgdowej biatka P1, potwierdzajac dwufunkcyjno$é tego biatka, tak



charakerystyczng dla Bromoviridae. | wreszcie najdtuzszy punkt (iii) pokazuje, ze
zmiany morfologiczne i anatomiczne w komérkach $liwy, tytoniu i komosy ryzowe;
porazonych PDV sg gatunkowo specyficzne i mogg by¢ uzyte w diagnostyce
infekcji PDV. Natomiast w punkcie (iii) obserwowano zmiany ultrastrukturalne z
uzyciem mikroskopii immunofluorescencyjnej oraz mikroskopii elektronowej
(immuno-ztoto koloidalne) i one potwierdzajg z jednej strony réznego rodzaju
anomalie i uszkodzenia wewnatrzkomérkowe ale tez dokumentujg obecno$é
czgstek wirusowych oraz indywidualnych biatek PDV w organellach, i to nie tylko
cytoplazmatycznych ale tez w jgdrze komérkowym. Tym samym sugerujg udziat
jadra w procesie namnazania wirusa wewnatrz komoérki. Szczegoélnie badania w
czesci trzeciej stanowig gtéwne osiagnecia doktoranta, uzupetniajgc naszg wiedze
0 rozmieszczeniu i funkcjonowaniu bromowirusbw w obrebie struktur
subkomorkowych. Dla udokumentowania wynikéw badan przedstawiono bardzo
obszerng dokumentacje fotograficzna, w formie kilkudziesieciu wysokiej jakosci
tablic (w czesci ll).

W széstym rozdziale (Dyskusja) doktorant interpretuje wyniki swoich badan.
Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych pokazuje  wysokie
podobienstwa do biatek transportowych oraz biatek ptaszcza innych Bromoviridae,
czym potwierdza nie tylko przynalezno$¢ PDV do tej rodziny wiruséw czy tgczy
rozliczne szczepy PDV w okre$lone podgrupy ale tez potwierdza ich funkcje oraz
sugeruje mechanizm przemieszczania si¢ PDV przez plazmodesmy w formie
czastek wirusowych. Aczkolwiek wnioski sg zasadne i nowatorskie, dalsze badania
eksperymentalne sg niezbedne dla potwierdzenia hipotez autora. Podobnie,
przewidywanie struktury przestrzennej biatka P1 PDV za pomocg serweru AIDA
potwierdza dwu-domenowo$¢ tego biatka, rozpoznang wczesniej u innych
bromowirusow i pozwala autorowi wnioskowaé¢ o potozeniu domeny transbtonowe;
oraz miejsca kotwiczenia si¢ P1 bezposrednio w strukturach btonowych. Bardzo to
wtasciwe  wnioskowanie pokazujgce znajomo$¢é u doktoranta metod
bioinformatycznych. | wreszcie po trzecie, analiza zmian morfologicznych,
anatomicznych i ultrastrukturalnych pokazujg zaréwno odmienno$¢ reakcji na
infekcjg PDV w trzech réznych gospodarzach ale tez ich elementy wspéine, w
réznych typach tkanek jak i na poziomie subkomérkowym w réznych organellach.
Autor pokazuje zalezno$¢ lokowania sie kompleksu replikacyjnego RNA od
gospodarza, czyli odréznicowanie sie pecherzykéw od ER u $liwy lecz raczej od
tonoplastu u komosy i tytoniu. Nie jest pewne (aczkolwiek prawdopodobne) czy
pecherzyki kompleksu relikacyjnego réznicujg sie tez z bton chloroplastowych czy
mitochondrialnych. Ciekawe sg konkluzje na temat sposobéw transportu PDV w



trzech roslinach gospodarza. Jednak autor nie odniost sie do badan nad innymi
bromowirusami i nie prébowat bardziej jednoznacznie lokalizowa¢ miejsc replikacji
RNA wirusowego, tzw sferul czyli odrebnych pecherzykowych struktur btonowych
mieszczgcych kompleks replikujgcy RNA. Poza tym, ogélnie dyskusja w punkcie
trzecim (strony od 88 do 105) jest troche za dtuga, stanowi powtérzenie opisu
wynikow i gtébwne wnioski sg trudne do uchwycenia. Aczkolwiek trzeba przyznac,
ze doktorant prowadzi dyskusje elokwentnie i w oparciu o aktualne dane
literaturowe u pokrewnych wiruséw. Spis literatury obejmuje pokazna liczbe ponad
200 cytowanych pozyciji.

Koricowe podsumowanie wynikéw (str. 106-107) bardzo pomaga w
zrozumieniu i ogarnieciu catosci. Autor wykazat podobienstwa biatka
transportowego i biatka ptaszcza PDV do dobrze scharakteryzowanych wirusoéw,
odpowiednio AMV i BMV, i tymsamym ukierunkowuje wtasciwie dalsze badania
nad transportem i sktadaniem czgstek PDV. W biatku P1 zidentyfikowat dwie
prawdopodobne domeny: wigzania do P2 oraz transbtonowg. Z kolei badania
ultrastruktturalne wskazuja na udziat chloroplastéw i mitochondriéw w procesie
replikacji RNA i sktadaniu wirionéw ale tez nie jest wykluczone, ze sktadanie
kompleksu replikacyjnego moze zachodzi¢ w btonach tonoplastu i wakuoli.
Natomiast kolokalizacja biatka ptaszcza i replikazy sugeruje udziat biatka ptaszcza
w reakcjach replikacji RNA wirusowego. Transport miedzykomérkowy odbywa sie
poprzez plazmodesmy prawdopodobnie wzdtuz mikrotubul a transport systemiczny
zapewniajg prawdopodobnie zaréwno sita (tlyko) jak i tracheae (drewno).

Jak widzimy, doktorant umiejetnie wykorzystat zaréwno bioinformatyke jak i
metody cytologiczne i immunocytochemiczne na poziomie mikroskopowym do
kompleksowej charakterystyki szeregu waznych etapéw cyklu zyciowego wirusa
PDV. Co prawda szereg wnioskéw autora nalezy traktowaé¢ jako prawdopodobne
sugestie, ktére wymagaja dalszego potwierdzenia eksperymentalnego. Jednak
zebrane przez autora wyniki dobrze postuzg dalszemu ukierunkowaniu badan nad
PDV.

Jesli chodzi o pisownie cytowan, sugerowatbym aby zdefiniowaé skrét ,i
wsp.” jako ,i wspoétautorzy” (lecz nie jako ,i wspétpracownicy”) gdyz mogg byé
wspotautorzy ktérzy nie sg wspoétpracownikami. Poza tym w tek$cie zauwazytem
wiele niezrecznoéci jezykowych (stylistycznych) oraz pomytek literowych (literowek)
oraz kilka btedéw ortograficznych. Zdarzyto sie tez autorowi uzycie wyrazéw
pochodzgcych z jezyka angielskiego, ktére w miare mozliwosci nalezatoby
zastgpi¢ polskimi odpowiednikami. Nie bede tutaj szczegétowo wymieniat



wszystkich uchybien edytorskich i jezykowych. Staratem sie te i inne niescistosci
zaznaczy¢ w wersji elektronicznej i odestatem je doktorantowi drogg elektroniczna.
W podsumowaniu recenzji chciatbym podkresli¢, ze mgr Edmund Koziet
opanowat zadowalajgco warsztat badawczy z zakresu wirusologii roslin i dokonat
wielu waznych obserwacji na temat cyklu replikacyjnego i patogenezy PDV,
ekonomicznie waznego wirusa drzew owocowych. Chociaz autor w tekscie swojej
pracy nie ustrzegt sie btedéw gtéwnie jezykowych i redakcyjnych, i one wymagajg
poprawienia przed wystaniem pracy do druku, to jednak nie wptywajg one na
wysokg ocene znaczenia catoksztaftu pracy. Praca mgr Kozieta zastuguje na
wyréznienie.
Whniosek
Stwierdzam, Zze przedstawiona do oceny rozprawa mgr Edmunda Kozieta
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i odpowiada warunkom
okreslonym w Ustawie o tytutach i stopniach naukowych.
Wnosze do Rady Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW o dopuszczenie mgr
Edmunda Kozieta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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