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Rozprawa doktorska Pani magister Anety Wigsyk poSwigcona zostala badaniom zmian

jakie w transkryptomie pomidora wywotuj4 ostre i lagodne infekcje wiroidem

wrzecionowatoSci bulw ziemniaka (PSTVd). Patogen ten po raz piervvszy zostal dostrze2ony

juz w 1922roku jako nieznany czynnik atakuj4cy ziemniaki (solanum tuberosum). Jednakjego

podstawowe wlaSciwoSci zostaly opisane dopiero w latach 70. ubieglego wieku. Stwierdzono,

2e PSTVd, w odr6znieniu od wirus6w, nie posiada kapsydu bialkowego, lecz jest kolistym

jednoniciowym RNA o dlugoSci 359 nukleotyd6w. W warunkach naturalnych PSTVd infekuje

gl6wnie ziemniaki i pomidory. Ponadto, obecnoSi wiroida stwierdzano w roSlinach

warzywnych takich jak papryka, awokado i pepino oriv w sadzonkach roSlin ozdobnych

zrodziny Solanaceae. W przypadku pomidora do wczesnych objaw6w infekcji zaliczyt, mozna

redukcjg rozmiar6w roSliny oraz chlorozg czgsci wierzcholkowej. W p6zniejs4rm okresie

chloroza ulega nasileniu, liScie skrgcaj4 sig i mogq pojawiai sig fioletowe przebarwienia.

PSTVd jest niezwykle interesujqcym obiektem badari, gdy2 stanowi przyklad cz4steczki RNA,

kl6ra pomimo powszechnie znanej malej stabilnoSci tej klasy zwiqzk6w jest zdolna do

przetrwania w warunkach naturalnych. Co wigcej, po wniknigciu do kom6rki eukariotycznej

potrafi wykorzystad jej komponenty do wielokrotnego zwigkszenialiczby swoich kopii. PSTVd



nie koduje bialek, tak wigc wszystkie informacje niezbgdne do jego przetrwania

i funkcjonowania zapisane s4 w stosunkowo niewielkiej cz4steczce RNA. Badania PSTVd

obejmuj4 zatem szereg niezwykle ciekawych w4tk6w, od tych dotycz4cych ewolucji

i katalitycznych aktywnoSci RNA, poprzez r62norodne zagadnienia odnosz4ce

sig do oddzialywan patogen-gospodarz, aZ po aspekty aplikacyjne. W Swietle przedstawionych

powyZej fakt6w stwierdzii molnq i2 praca doktorska Pani mgr Anety Wigsyk poSwigcona

zostala wazkim i aktualnym problemom badawczym, maj4cym istotny wymiar zar6wno

poznawczy, jak i praltyczny.

Strona formalna rozprawy

Pod wzglgdem formalnym rozprawa nie budzi wigkszych zastrzeleh. Zostala ona

skomponowana w spos6b klasyczny, co ozttacza. iz Autorka vtyr62ni\a w niej nastgpuj4ce

czgSci:

* rozdzialzatytulowany Wstgp, w kt6rym do3i kr6tko izwiglle scharakteryzowalaobiekt

swoich badan;

* rozdzia\ Cel pracy, zawierajEcy jasno sprecyzowane gl6wne kierunki badan;

* rozdziaLMateriaty i Metody, w kt6rym zaprezentowane zostaly podstawowe materialy

oraz metody stosowane w trakcie wykonywania badan;

* rozdzial Wyniki, klarownie opisuj4cy przebieg badan i uzyskane rezultaty;

* rozdzial Dyskusja, w kt6rym wyniki przeprowadzonych badan zostaly wszechstronnie

om6wione na tle spostrze2eri poczynionychprzez innych badaczy;

* rozdzial Wnioski, kr6tko prezentuj4cy najwaZniejsze rezultaty badan;

* rozdzialliteratura.

Dodatkowo rozprawazaopatrzonazostalaw Spis: treSci, rysunk6w, tabel, za\qcznikow

i publikacji Autorki, vrykz skr6t6w, streszczenie, abstract oraz aneks.

Generalnie strona formalna rozprary nie budzi wigkszych zastrzeleh. W tekScie wystgpuje

jednak kilka niezbyt fortunnych okreSleri takich jak np.:

,jednoniciowa koliScie zamknigta" - rodzi ono pytanie naczppolega kolistoS6 zamknigcia;

,,g€try regulowane w ostrej infekcji" -kuhe zastanowi6 sig czy s4 jakieS geny nie regulowane

podczas infekcji;

,,cech4 wiroid6wjest brak zdolnoSci kodowania bialek" - one chybajednak zdolnoS6 posiadaj4,

tyle 2e nie koduj4;
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,,genom wiroid6w jest jednym z kluczowych czynnik6w wplywaj4cych na patogennoSd" - jakie

mog4 by6 inne czynniki, jezeli wiroid to sam tylko genom;

,,tetraloop" - po polsku jest to pgtla czteronukleotydowa;

Wszystkie te zastrzehenia nie zmieniaj4 jednak zasadniczo pozytywnej oceny pracy.

Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa stanowi zwartq logiczn4 caloS6, zostala napisana jasno i starannie,

z zachowaniem wlaSciwych proporcji migdzy poszczeg6lnymi rozdzialami. Jej tytul dobrze

charakteryzuje opisane w pracy badania. W rozdziale pierwszym (Wstgp) Autorka

wszechstronnie om6wila podstawowe zagadnienia dotycz1ce klasyfikacji, budowy

i funkcjonowania wiroid6w, a nastgpnie nieco bardziej szczeg6lowo odniosla

sig do najistotniejszych zagadnien dotycz4cych PSTVd, jego struktury, sposobu replikacji,

transportu i patogennoSci. Uwazam,izrozdziaL ten spelnia swoj4 zasadniczq funkcjg, stanowi

bowiem bogate 2r6dlo informacji koniecznych do zrozumienia zagadruen prezentowanych

w dalszej czgSci pracy.

W kolejnym rozdziale (Cel Pracy) jasno i kr6tko przedstawiony zostal cel oraz zak,res

badan. Pierwszy brzmi mo2e nieco lakonicmie, ,,poszerzetie wiedzy dotycz1cej ukladu

wiroid-roSlina", jednak, jak wynika z analizy dalszych czgSci rozprawy, dobrze odzwierciedla

zaniary Autorki. Drugi, tj. zakres badari, precyzyjnie opisuje kolejne etapy realizacji prac

eksperymentalnych.

W rozdziale trzecim Autorka zaprezentowalat?yte w badaniach materialy oraz metody.

W przypadku material6w ich opis jest wystarczajqco precyzyjny. To samo mo2na powiedzied

o opisie standardowych metod powszechnie stosowanych w laboratoriach zajmujqcych

sig biologiE molekularn4. Nieco mniej satysfakcjonujEce s4 opisy metod bioinformatycznych.

Autorka informuje jedynie o uzytych programach i zastosowanych procedurach, nie podaje

jednak szczeg6lov,rych ustawieh poszczeg6lnych program6w, tymczasem mog4 one istotnie

wplywa6 na koficowe rezultaty przeprowadzonych analiz. Pisze na przyklad ,,Pozostale

oczyszczone, wysokiej jakoSci odczyty" nie precyzuj4c co w tym przypadku oznacza ten

termin, czyli jakie odczyty vnil.aza odpowiednio wysokiej jakoSci.

Zasadniczq, czwartq i piqt4 czgS6 pracy stanowiq rozdzia\y, w kt6rych przedstawione

i om6wione zostaly wyniki badan. Po dokladnym zapoznaniu sig z nimi mogg stwierdzid,

iz Doktorantkabardzo sprawnie poradzlla sobie z realizacj1Wznaczonych wczeSniej cel6w.

Aby je osiqgnEi zastosowala dwa warianty wiroida: PSTVd-M wywoluj4cy lagodne objawy
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chorobowe oraz PSTVd-23S wywofujqcy ostre objawy chorobowe. Scharakteryzowa\aro5liny

zainfekowane tymi wariantami oraz okreslila poziom akumulacji wiroidowego RNA

w czterech punktach czasowych w 8, 17, 24 oraz49 dniu po inokulacji (dpD. Punkty te wybrane

zostaly w taki spos6b by odpowiadaty kolejnym etapom rozwoju choroby tj. okresowi:

bezobjawowemu

(8 dpi), pojawienia sig wczesnych objaw6w (17 dpi), pelnoobjawowemu (24 dpi) oraz

zdrowienia (a9 dpi). Nastgpnie, stosuj4c komercyjnie dostgpne mikromacierze DNA, ustalila

dla obu wariant6w i wszystkich czterech punkt6w czasowych jak zmienia sig profil ekspresji

gen6w w odniesieniu do niezainfekowanych roSlin kontrolnych. Zidentyfikowala geny

ulegaj4ce r62nicowej ekspresji a nastgpnie poddala je analizie ontologicznej oraz Scie2ek

KEGG. W rezultacie uzyskala zbi6r danych opisujqcych globalne zmiany zachodz4ce

w obrgbie transkryptomu w kolejnych etapach infekcji oraz ich wplyw na funkcjonowanie

kom6rek roSlinnych. Niestety dane tego typu, choi bardzo cenne, s4 niezwykle trudne

do zinterpretowania, gdyz liczba analizowanych zmiennych jest zbyt du2a. Nie pozwalaj4

one wyci4gnq(, precyzyjnych wniosk6w, dajq jednak pewien og6lny wgl4d w charakter

proces6w zachodzqcych w zainfekowanej wiroidem roSlinie i w rezultacie pozwalaj4

sformulowa6 szereg nowych interesuj4cych hipotez. Uzyskane wyniki stanowi4 zatem

doskonaly fundament, na kl6rym mo2na rozwijad dalsze bardziej ukierunkowane badania.

Bior4c powyZsze pod uwagg chcialbym zapytat, Doktorantkg, ra ile Jej zdaniem

r62nych sposob6w, obecnoS6 stosunkowo niewielkiej cz4steczki RNA mogla wplyn46 na tak

istotne zmiany w kompozycji transkryptomu kom6rek zainfekowanych wiroidem.

Jakie mechanizmy czy teZ procesy legly u podloZa obserwowanych zjawisk. Dodatkowo

prosilbym o wyjaSnienie jakie Jej zdaniem cechy wiroida zdeterminowaly lagodny i ostry

przebieg choroby. Czy w wigkszym stopniu byly to r62nice w strukturze czy raczej w poziomie

akumulacji wiroidowych RNA. Ponadto chcialbym sig dowiedzied wjaki spos6b wprzyszloSci

molnaby romti4za6 problem heterogennoSci badanych pr6bek. Z zaprezentowanych danych

nie wynika bowiem jaki byl stosunek iloSciowy kom6rek zainfekowanych

do niezainfekowanych.

Niezwykle interesujEcym podsumowaniem przeprowadzonych przez Doktorantkg

badan byla por6wnawczaanalizawynik6w uzyskanych przy zastosowaniu mikromacierzy oraz

masowego, r6wnoleglego sekwencjonowania RNA. Co ciekawe, korelacja migdzy nimi

byla stosunkowo slaba. Rodzi sig zatem pytanie jakie cechy czy ograniczenia obu technik legly

u podlo2a obserwowanych r62nic. Mam nadziejg,iz zagadnienie to zostanie szerzej om6wione

przez Doktorantkg podczas publicznej obrony rozprary.
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Wnioski koficowe

UwaZam, 2e wymienione na wstgpie stosunkowo drobne uchybienia nie wplywajq w

istotny spos6b na wysok4 oceng pracy. Zar6wno spos6b przygotowania, jak i zawartoSd

merytoryczna rozprawy pozwalajE sqdzit,, 2e jej Autorka jest sprawnym i utalentowanym

pracownikiem naukowym. W mojej ocenie praca spelnia wymogi stawiane rozprawom

doktorskim, st4d wnoszg o dopuszczenie mgr Anety Wigsyk do dalszych etap6w przewodu.
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