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Rozprawa doktorska Pani magister Anety Wiesyk poswigcona zostata badaniom zmian
jakie w transkryptomie pomidora wywotuja ostre i lagodne infekcje wiroidem
wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd). Patogen ten po raz pierwszy zostat dostrzezony
juz w 1922 roku jako nieznany czynnik atakujacy ziemniaki (Solanum tuberosum). Jednak jego
podstawowe wlasciwosci zostaly opisane dopiero w latach 70. ubiegtego wieku. Stwierdzono,
ze PSTVd, w odréznieniu od wirusow, nie posiada kapsydu biatkowego, lecz jest kolistym
jednoniciowym RNA o dtugosci 359 nukleotydéw. W warunkach naturalnych PSTVd infekuje
gléwnie ziemniaki i pomidory. Ponadto, obecno$¢ wiroida stwierdzano w roslinach
warzywnych takich jak papryka, awokado i pepino oraz w sadzonkach roslin ozdobnych
z rodziny Solanaceae. W przypadku pomidora do wezesnych objawow infekeji zaliczy¢ mozna
redukcj¢ rozmiaréw rosliny oraz chlorozg czgsci wierzchotkowej. W pozniejszym okresie
chloroza ulega nasileniu, liscie skrecajg si¢ i mogg pojawia¢ sie fioletowe przebarwienia.
PSTVd jest niezwykle interesujgcym obiektem badan, gdyz stanowi przyklad czasteczki RNA,
ktéra pomimo powszechnie znanej matej stabilnosci tej klasy zwigzkéw jest zdolna do
przetrwania w warunkach naturalnych. Co wigcej, po wniknigciu do komérki eukariotycznej

potrafi wykorzystac jej komponenty do wielokrotnego zwigkszenia liczby swoich kopii. PSTVd



nie koduje bialek, tak wiec wszystkie informacje niezbedne do jego przetrwania
i funkcjonowania zapisane sa3 w stosunkowo niewielkiej czasteczce RNA. Badania PSTVd
obejmuja zatem szereg niezwykle ciekawych watkow, od tych dotyczacych ewolucji
i katalitycznych aktywnosci RNA, poprzez rdznorodne zagadnienia odnoszgce
sie do oddzialywan patogen-gospodarz, az po aspekty aplikacyjne. W swietle przedstawionych
powyzej faktow stwierdzi¢ mozna, iz praca doktorska Pani mgr Anety Wigsyk poswigcona
zostala wazkim i aktualnym problemom badawczym, majacym istotny wymiar zaréwno

poznawczy, jak i praktyczny.

Strona formalna rozprawy
Pod wzgledem formalnym rozprawa nie budzi wigkszych zastrzezen. Zostala ona
skomponowana w sposob klasyczny, co oznacza, iz Autorka wyroznita w niej nastepujace
czesci:
% rozdzial zatytutowany Wstep, w ktorym do$¢ krotko i zwigzle scharakteryzowata obiekt
swoich badan;

% rozdziat Cel pracy, zawierajacy jasno sprecyzowane glowne kierunki badan;
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rozdzial Materialy i Metody, w ktorym zaprezentowane zostaty podstawowe materiaty

oraz metody stosowane w trakcie wykonywania badan;

% rozdziat Wyniki, klarownie opisujacy przebieg badan i uzyskane rezultaty;

% rozdzial Dyskusja, w ktorym wyniki przeprowadzonych badan zostaty wszechstronnie
omowione na tle spostrzezen poczynionych przez innych badaczy;

% rozdzial Wnioski, krotko prezentujacy najwazniejsze rezultaty badan;

« rozdzial Literatura.

Dodatkowo rozprawa zaopatrzona zostata w Spis: tresci, rysunkow, tabel, zatacznikéw
i publikacji Autorki, wykaz skrétow, streszczenie, abstract oraz aneks.
Generalnie strona formalna rozprawy nie budzi wigkszych zastrzezen. W tekscie wystepuje
jednak kilka niezbyt fortunnych okreslen takich jak np.:
.jednoniciowa koliscie zamknieta” — rodzi ono pytanie na czym polega kolistos¢ zamknigcia;
,.geny regulowane w ostrej infekcji” — kaze zastanowic si¢ czy sg jakie$ geny nie regulowane
podczas infekcji;
,,cecha wiroidow jest brak zdolnosci kodowania biatek™ — one chyba jednak zdolnos¢ posiadaja,

tyle ze nie kodujg;



,.genom wiroidow jest jednym z kluczowych czynnikow wplywajacych na patogennos¢” —jakie
mogg by¢ inne czynniki, jezeli wiroid to sam tylko genom;
tetraloop” — po polsku jest to petla czteronukleotydowa;

Wszystkie te zastrzezenia nie zmieniajg jednak zasadniczo pozytywnej oceny pracy.

Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa stanowi zwartg logiczng cato$¢, zostala napisana jasno i starannie,
z zachowaniem wiasciwych proporcji miedzy poszczegdlnymi rozdziatami. Jej tytut dobrze
charakteryzuje opisane w pracy badania. W rozdziale pierwszym (Wstgp) Autorka
wszechstronnie omoOwita podstawowe zagadnienia dotyczace klasyfikacji, budowy
i funkcjonowania wiroidow, a nastepnie nieco bardziej szczegdlowo odniosta
si¢ do najistotniejszych zagadnien dotyczacych PSTVd, jego struktury, sposobu replikacji,
transportu i patogennosci. Uwazam, iz rozdzial ten spelnia swoja zasadnicza funkcjeg, stanowi
bowiem bogate zrddlo informacji koniecznych do zrozumienia zagadnien prezentowanych
w dalszej czesci pracy.

W kolejnym rozdziale (Cel Pracy) jasno i krotko przedstawiony zostat cel oraz zakres
badan. Pierwszy brzmi moze nieco lakonicznie, ,,poszerzenie wiedzy dotyczacej ukladu
wiroid-roslina”, jednak, jak wynika z analizy dalszych czgsci rozprawy, dobrze odzwierciedla
zamiary Autorki. Drugi, tj. zakres badan, precyzyjnie opisuje kolejne etapy realizacji prac
eksperymentalnych.

W rozdziale trzecim Autorka zaprezentowata uzyte w badaniach materiaty oraz metody.
W przypadku materiatow ich opis jest wystarczajaco precyzyjny. To samo mozna powiedzie¢
o opisie standardowych metod powszechnie stosowanych w laboratoriach zajmujacych
si¢ biologig molekularng. Nieco mniej satysfakcjonujace sg opisy metod bioinformatycznych.
Autorka informuje jedynie o uzytych programach i zastosowanych procedurach, nie podaje
jednak szczegotowych ustawien poszczegdlnych programoéw, tymczasem moga one istotnie
wpltywac¢ na koncowe rezultaty przeprowadzonych analiz. Pisze na przyktad ,,Pozostale
oczyszczone, wysokiej jakosci odczyty” nie precyzujac co w tym przypadku oznacza ten
termin, czyli jakie odczyty uznata za odpowiednio wysokiej jakosci.

Zasadnicza, czwartg 1 pigtg cze$¢ pracy stanowig rozdzialy, w ktérych przedstawione
i omowione zostaty wyniki badan. Po dokladnym zapoznaniu si¢ z nimi mog¢ stwierdzi¢,
iz Doktorantka bardzo sprawnie poradzilta sobie z realizacjg wyznaczonych wczesniej celow.

Aby je osiggnaé zastosowata dwa warianty wiroida: PSTVd-M wywotujacy fagodne objawy



chorobowe oraz PSTVd-23S wywolujgcy ostre objawy chorobowe. Scharakteryzowata rosliny
zainfekowane tymi wariantami oraz okreslita poziom akumulacji wiroidowego RNA
w czterech punktach czasowych w 8, 17, 24 oraz 49 dniu po inokulacji (dpi). Punkty te wybrane
zostaly w taki sposob by odpowiadaty kolejnym etapom rozwoju choroby tj. okresowi:
bezobjawowemu

(8 dpi), pojawienia si¢ wczesnych objawéw (17 dpi), pelnoobjawowemu (24 dpi) oraz
zdrowienia (49 dpi). Nastepnie, stosujgc komercyjnie dostgpne mikromacierze DNA, ustalila
dla obu wariantow i wszystkich czterech punktéw czasowych jak zmienia si¢ profil ekspresji
genow w odniesieniu do niezainfekowanych roslin kontrolnych. Zidentyfikowala geny
ulegajace roznicowej ekspresji a nastepnie poddata je analizie ontologicznej oraz Sciezek
KEGG. W rezultacie uzyskata zbior danych opisujacych globalne zmiany zachodzace
w obrebie transkryptomu w kolejnych etapach infekcji oraz ich wptyw na funkcjonowanie
komdrek roslinnych. Niestety dane tego typu, choé¢ bardzo cenne, sa niezwykle trudne
do zinterpretowania, gdyz liczba analizowanych zmiennych jest zbyt duza. Nie pozwalaja
one wyciggna¢ precyzyjnych wnioskdw, daja jednak pewien ogdlny wglad w charakter
procesdow zachodzgcych w zainfekowanej wiroidem roslinie i w rezultacie pozwalaja
sformutowaé szereg nowych interesujgcych hipotez. Uzyskane wyniki stanowig zatem
doskonaty fundament, na ktérym mozna rozwija¢ dalsze bardziej ukierunkowane badania.

Biorgc powyzsze pod uwage chciatbym zapyta¢ Doktorantke, na ile Jej zdaniem
roznych sposobow, obecnos¢ stosunkowo niewielkiej czasteczki RNA mogta wplynaé na tak
istotne zmiany w kompozycji transkryptomu komorek zainfekowanych wiroidem.
Jakie mechanizmy czy tez procesy legly u podloza obserwowanych zjawisk. Dodatkowo
prositbym o wyjasnienie jakie Jej zdaniem cechy wiroida zdeterminowaty tagodny i ostry
przebieg choroby. Czy w wigkszym stopniu byty to rdéznice w strukturze czy raczej w poziomie
akumulacji wiroidowych RNA. Ponadto chciatbym si¢ dowiedzie¢ w jaki sposob w przysztosci
mozna by rozwigzaé problem heterogennosci badanych probek. Z zaprezentowanych danych
nie wynika bowiem jaki byt stosunek ilosciowy komoérek zainfekowanych
do niezainfekowanych.

Niezwykle interesujgcym podsumowaniem przeprowadzonych przez Doktorantke
badan byta porownawcza analiza wynikow uzyskanych przy zastosowaniu mikromacierzy oraz
masowego, rownoleglego sekwencjonowania RNA. Co ciekawe, korelacja migdzy nimi
byla stosunkowo staba. Rodzi si¢ zatem pytanie jakie cechy czy ograniczenia obu technik legty
u podtoza obserwowanych roznic. Mam nadzieje, iz zagadnienie to zostanie szerzej omowione

przez Doktorantke podczas publicznej obrony rozprawy.



Whioski koncowe

Uwazam, ze wymienione na wstepie stosunkowo drobne uchybienia nie wplywajag w
istotny spos6b na wysokg ocen¢ pracy. Zaréwno sposob przygotowania, jak i zawartos¢
merytoryczna rozprawy pozwalajg sadzi¢, ze jej Autorka jest sprawnym i utalentowanym
pracownikiem naukowym. W mojej ocenie praca spelnia wymogi stawiane rozprawom

doktorskim, stagd wnosze o dopuszczenie mgr Anety Wigsyk do dalszych etapow przewodu.
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