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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Grupy-Urbanskiej pt.
,,Interakcje migdzy izolatami wirusa Y ziemniaka (Potato virus Y, PVY) i wirusa M

ziemniaka (Potato virus M, PVM) w infekcjach mieszanych”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Grupy-
Urbanskiej zostala wykonana w Zaktadzie Genetyki 1 Materiatdw Wyjsciowych Ziemniaka,
Instytutu Hodowli 1 Aklimatyzacji Roslin-Panstwowego Instytutu Badawczego, Oddziat
w Mtochowie pod kierunkiem Pana dr. hab. Jerzego Syllera. W rozprawie podjeto sig¢
scharakteryzowania oddzialywan zachodzacych migdzy r6znymi genetycznie izolatami wirusa
Y ziemniaka (Potato virus Y, PVY) w infekcjach mieszanych w roslinach ziemniaka i tytoniu.
Ponadto, oceniano zdolno$¢ mszycy brzoskwiniowo-ziemniaczanej (Myzus persicae) do
jednoczesnego przenoszenia dwoch izolatow PVY. Celem badan byla réwniez analiza
interakcji migdzy réoznymi izolatami wirusa M ziemniaka (Potato virus M, PVM) w ros$linach
gatunku bielun surmikwiat (Datura metel L).

Wzajemne oddzialywania wirusoéw, ktére nie sg ze soba spokrewnione majg zwykle
charakter synergistyczny lub obojetny. W przypadku synergizmu jeden wirus wspomaga
replikacje drugiego co czesto wigze si¢ ze zwigkszeniem akumulacji czastek wirusa w ro§linie.
Efektem moze by¢ zaostrzenie objawow chorobowych w poréwnaniu do symptomoéw na
ros$linach porazonych tymi wirusami oddzielnie. Przeciwienstwem sa oddziatywania
o charakterze antagonistycznym, ktore zachodza zwykle pomigdzy blisko spokrewnionymi
wirusami lub w obrgbie populacji danego wirusa miedzy jego izolatami. Oddziatywania
antagonistyczne sg wykorzystane w praktyce rolnicze] w ramach ochrony krzyzowej (ang.
cross-protection). Zjawisko to polega na celowym infekowaniu roslin tagodnym izolatem

wirusa (izolat ochronny) celem ich ochrony przed bardziej agresywnymi wariantami (izolaty
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konkurencyjne). Skuteczno$¢ ochrony krzyzowej jest uzalezniona od wielu czynnikow,
a jednym z najwazniejszych jest dobor odpowiedniego izolatu ochronnego. Podjecie tematyki
wzajemnych oddziatywan pomigdzy wirusami uwazam za niezwykle wazne zwlaszcza
w konteks$cie pojawiajacych sie na rynku produktow ochrony roslin przed wirusami, w ktorych
wykorzystywane jest zjawisko ochrony krzyzowej. O wazno$ci tego zagadnienia swiadczy
rébwniez przyznanie na te badania finansowania w ramach projektu badawczego OPUS

z Narodowego Centrum Nauki (kierownik dr hab. Jerzy Syller).

Rozprawe doktorskg Pani mgr inz. Anny Grupy-Urbanskiej stanowi kompilacja pieciu
artykutoéw opublikowanych w latach 2014-2018, z czego dwa to prace przegladowe (artykut I
i11):

I.  Grupa A, Syller J. (2015). Mieszane infekcje wirusowe roslin: wspotdziatanie czy

rywalizacja terytorialna miedzy wirusami? Kosmos 64 (1): 47-56

Il.  SyllerJ., Grupa A. (2016). Antagonistic within-host interactions between plant viruses:
molecular basis and impact on viral and host fitness. Molecular Plant Pathology 17 (5):
769-782.

Il Syller J., Grupa A. (2014). The effects of co-infection by different Potato virus Y
(PVY) isolates on virus concentration in solanaceous hosts and efficiency of
transmission. Plant Pathology 63 (2): 466-475

IV. Grupa A. Otulak-Koziet K, Syller J. (2018). Serological, molecular and
immunofluorescent evidence for interference competition between isolates of Potato
virus Y. Plant Pathology 67 (9): 1997-2012

V. GrupaA., Syller J. (2016). Cross-protection between a naturally occurring mild isolate

of Potato virus M (PVM) and a more virulent isolate in Datura metel plants. Journal of
Phytopathology 164 (1): 69-73

Sumaryczny wspotczynnik wptywu prac sktadajacych sie na rozprawe doktorska mgr inz. Anny
Grupy-Urbanskiej wynosi 10,552, a w trzech z nich Doktorantka jest pierwszym autorem.
Cztery artykuty zostaty opublikowane w czasopismach o szerokim zasiggu miedzynarodowym.
Do cyklu publikacji sktadajacych sie¢ na rozprawe doktorskg dotaczono rowniez Streszczenia
rozprawy w jezyku polskim i angielskim, krétki Przeglad Literatury dotyczacy rdéznego typu
oddzialywan pomiedzy wirusami, Materiat i Metody, w ktorym opisano gtownie metodyke
stosowang w publikacji IV, nastepnie opis Celu i Wynikoéw uzyskanych w ramach publikacji
badawczych (111, IV i V), ich Podsumowanie i Wnioski oraz Bibliografi¢. Ponadto do dysertacji
zalaczono oswiadczenia wspotautorow, ktore wskazuja na dominujaca rolg mgr inz. Anny
Grupy-Urbanskiej w przeprowadzeniu opisanych badan i analiz. Rozprawe Pani mgr inz. Anny
Grupy-Urbanskiej oceniam wysoko. Uzyskane przez Doktorantke wyniki wnosza wiele

istotnych informacji na temat interakcji pomigdzy izolatami PVY i PVM w infekcjach
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mieszanych oraz czynnikach wptywajacych na charakter tych oddzialywan. W pracach
przedstawionych w rozprawie wykazano, ze zarowno pomigdzy genetycznie roznymi izolatami
PVY, jak i PVM zachodza oddziatywania o charakterze antagonistycznym. W roslinach
ziemniaka i tytoniu zainfekowanych réwnocze$nie bagdz w odstepic 3 lub 7 dni dwoma
izolatami PVY jeden izolat ograniczal namnazanie i akumulacje drugiego izolatu, przy czym
stwierdzono dominacj¢ izolatow NTN nad izolatami o serotypie O. Wykazano ponadto, ze
pojedyncze mszyce gatunku Myzus persicae byly zdolne do réwnoczesnego nabywania
i przenoszenia dwoch izolatoéw PVY. Jest to niezwykle istotne z ewolucyjnego punktu widzenia
moze bowiem zwigksza¢ mozliwos¢ zachodzenia rekombinacji i tym samym powstawania
nowych wariantdw genetycznych oraz rozprzestrzeniania si¢ wirusa w uprawach ziemniaka,
tytoniu lub innych roslin z rodziny psiankowatych. Przeprowadzone badania wykazaty rowniez
wystepowanie antagonistycznych oddziatywan pomigdzy izolatami PVM. Po raz pierwszy
w $wiecie wykazano, ze porazenie roslin Datura metel tagodnym izolatem catkowicie lub
czeSciowo chronito rosliny przed infekcja bardziej wirulentnym izolatem tego wirusa.
Uzyskane wyniki wskazuja na potencjalng mozliwo$¢ stosowania niektorych badanych
izolatbw w ramach ochrony krzyzowej, zatem rozprawa, poza aspektem poznawczym, ma
znaczenie praktyczne. W badaniach Doktorantka wykazala si¢ znajomoscig oraz umiejetnoscia
wykorzystania r6znych metod biologicznych, serologicznych i molekularnych do realizacji
obranych celow. Bardzo ciekawa pozycja w rozprawie jest réwniez praca przegladowa
(publikacja 11) opublikowana w renomowanym czasopismie Molecular Plant Pathology.
W pracy tej, w sposob bardzo jasny i przejrzysty, przedstawiono informacje z literatury
$wiatowej (oraz z badan wlasnych) dotyczace roznego typu oddziatywan pomigdzy wirusami,
ich mechanizmow, wplywu na wirusa i gospodarza a takze mozliwos$ci ich potencjalnego
wykorzystywania w ochronie ro$lin. Druga z prac przegladowych zostala opublikowana
w czasopismie Kosmos i stanowi podsumowanie danych uzyskanych w ramach tej tematyki
w jezyku polskim. W mojej ocenie nie byto koniecznosci wigczania tej publikacji do rozprawy.

Podczas analizy dysertacji Pani mgr inz. Anny Grupy-Urbanskiej nasuneto mi si¢ kilka
pytan i watpliwosci, i prositabym Doktorantke o ich wyjasnienie w trakcie publicznej obrony:
1. Nie jest dla mnie zrozumiate dlaczego Doktorantka, w zataczonym do cyklu publikacji opisie
Materiatu i Metod, zdecydowata si¢ na ponowne omdwienie metodyki badan, ktorg stosowata
w publikacjach 11l, IV i V. W mojej ocenie nie bylo takiej potrzeby. Jedne
Z metod sag opisane bardziej szczegotowo inne zdecydowanie mniej, poza tym w rozdziale
pojawiaja si¢ niescistosci: Doktorantka podaje, Ze przeprowadzita izolacj¢ metoda

immunocapture RT-PCR (IC-RT-PCR) a nastepnie synteze cDNA (str. 16 dysertacji
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i publikacja 1V). IC-RT-PCR stanowi potgczenie metody serologicznej z RT-PCR.
W pierwszym etapie ma miejsce ,,wylapywanie” wirionow wystepujacych w soku ro§linnym
przez specyficzne przeciwciata. W drugim etapie przeprowadzana jest wlasciwa reakcja
amplifikacji materiatu genetycznego wirusa (RT-PCR). Jaki wiec rodzaj izolacji Doktorantka
ma na mysli i w jaki sposob przeprowadzita syntez¢ cDNA?

2. Kolejng moja watpliwos¢ budzi sporzadzenie krzywych standardowych w reakcji RT-gPCR
z uzyciem serii rozcienczen cDNA (publikacja 1V i str. 17 rozprawy). Powszechng praktyka
w tego typu analizach jest stosowanie transkryptow RNA, co pozwala na oszacowanie ilo$ci
kopii wirusa w badanych probkach. W przysztosci radzitabym taki sposob postgpowania
w przypadku reakcji RT-qPCR, zwtlaszcza jesli celem jest dokladne zbadanie poziomu
akumulacji RNA wirusa w ro$linach.

3. W jaki sposob dokonano wyboru modelu substytucji nukleotydow do przeprowadzania
analiz filogenetycznych (publikacja IV i str. 17 rozprawy)? Czy zostat on skalkulowany
w programie MEGA7?

4. Kolejna moja uwaga dotyczy niektorych sformutowan, ktore pojawiajg si¢ w rozprawie,
a ktore w mojej ocenie nie sg adekwatne badz nie oddaja zamierzonego sensu. W przypadku
wiruséw trudno bowiem mowié aby ,,jeden hamowat czynnos$ci zyciowe drugiego” czy o ich
,,kondycji” (ang. viral fitness) (publikacja I i str. 2, 24 rozprawy). Niezbyt fortunne wydaje mi
si¢ rowniez zaproponowane przez Doktorantke okreslenie ,,ekskluzja nadkazenia” jako polski
odpowiednik terminu ,,superinfection exclusion” (publikacja I i str. 6, 7 rozprawy). W tej samej
pracy przegladowej Doktorantka przytacza inne angielskie okreslenie ,,mutual exclusion”,
ktore tlumaczy jako ,,wzajemne wykluczenie”, nalezaloby wiec si¢ zastanowié czy
i w przypadku ,,superinfection exclusion” nie uzy¢ stowa ,,wykluczenie” zamiast ,,ekskluzja”.
Jest tez pewna niekonsekwencja thumaczenie wybranych termindw
a innych nie np. bootstrap, immunocapture (str. 16, 17 rozprawy). Pozostawiam to jednak do
szerszej dyskusji.

Wskazane w recenzji uwagi i komentarze nie wptywaja na pozytywng ocene¢ rozprawy,
ktora wnosi wiele cennych informacji dotyczacych wzajemnych oddziatywan migdzy izolatami
PVY i PVM do literatury $wiatowej. Obok aspektu poznawczego, przedstawione w rozprawie
badania maja réwniez znaczenie utylitarne i otwieraja droge do dalszych, poglgbionych badan
nad potencjalnym zastosowaniem wybranych izolatow tych wirusow np. w ochronie
krzyzowej. W styczniu 2017 roku Ministerstwo Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi zarejestrowato
produkt PMV®-01 jako $rodek ochrony ros$lin, w ktérym wykorzystano tagodny izolat wirusa

mozaiki pepino do ochrony roslin pomidora przed bardziej agresywnymi izolatami tego wirusa.
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W tym konteks$cie cheiatabym zapyta¢ Doktorantke czy posiada wiedze (czy tez moze dopiero
planuje badania) o charakterze oddzialywan migdzy izolatami PVY w innych ro$linach
gospodarczo-waznych (np. pomidor?). Czy w $wietle uzyskanych w ramach rozprawy
wynikow Doktorantka widzi mozliwo$¢ opracowania podobnych produktéw ochrony roslin
z wykorzystaniem izolatbow PVY Iub PVM? Jakie Doktorantka widzi trudno$ci
w opracowywaniu tego typu produktow i czy wedlug Niej sg one skuteczng forma ochrony

ro$lin przed wirusami?

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr inz. Anny Grupy-Urbanskiej spetnia kryteria
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65, poz. 595 z p6z. zm.) stawiane
rozprawom doktorskim. Z powyzszych wzgledéw, zwracam si¢ zatem do Rady Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - Panstwowego Instytutu Badawczego w Radzikowie
0 dopuszczenie mgr inz. Anny Grupy-Urbanskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Rownoczesnie, majac na uwadze znaczenie przeprowadzonych badan dla rozwoju wirusologii
roslin, ich warto$¢ poznawczg 1 praktyczng, zwracam si¢ do Rady IHAR-PIB

w Radzikowie 0 wyr6znienie ocenianej rozprawy stosowng nagroda.
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