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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Anety Wiesyk

Tytut rozprawy: , Analiza poréwnawcza transkryptomu Solanum lycopersicum w przebiegu

tagodnej i ostrej infekcji wiroidem wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVs)”.

Praca dotyczy obserwacji zmian w profilach transktypcyjnych wywotanych przez infekcje
roslin pomidora przez wiroid wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTV). Cho¢ bardzo czesto
w tematyce oddziatywan pomiedzy rosling a patogenem badania transktyptomiczne stanowia
jedynie tto do dalszych, bardziej szczegotowych eksperymentéw, to w przypadku prac
z wiroidami wybrane podejscie eksperymentalne wydaje sig by¢ bardzo trafne. Wynika to
z faktu, ze ten typ patogenu nie posiada wiasnej »maszynerii transkrypcyjnej” i w tym
wzgledzie korzysta z zainfekowanego gospodarza. Mozna wiec zatozyé, ze nawet wczesne
etapy oddziatywania pomiedzy rosling a patogenem beda tu w znacznym stopniu
odzwierciedlone na poziomie transkrypcyjnym. Obok kanonicznych szlakéw, ktérych
modyfikacja ma bezposredni zwigzek z mozliwoscig dalszego postgpu choroby bad? reakcja
odpornosci dalszy rozwoj infekcji prowadzi do bardzo szerokiego spektrum zmian ekspresji
genow gospodarza. Zmiany te sg zalezne od genotypu wiroida ale takze od genotypu
zainfekowanej roéliny (Owens et al., 2012). Konsekwencjg tego jest to, ze pomimo juz
istniejacych prac dotyczacych wptywu PSTV na zmiany transkrypcyjne u zainfekowanej rosliny

nadal warto jest to zagadnienie badac.



W' przedstawionej pracy przeprowadzono analize zmian ekspresji genéw rosliny-
gospodarza w nastepstwie infekcji wiroidem PSTVd-M lub PSTVd-S23, wywotujgcymi
odpowiednio tagodny lub ostry przebieg choroby.

Autorka pracy potwierdzita akumulacje wiroidowego RNA w zainfekowanych roélinach
a nastgpnie przeprowadzita profilowanie transkryptéw z wykorzystaniem metod
hybrydyzacyjnych (mikromacierze) oraz sekwencjonowania. Dla wybranych genéw
przeprowadzono dodatkowa weryfikacje metoda nano string. Praca stanowi obszerny opis
zmian i niewatpliwie dostarcza informacji, ktére mogg zostac wykorzystane dla dalszych
dziatari nakierowanych na selekcje roélin o zwigkszonym stopniu tolerancji na PSTVd lub dla
badari podstawowych dotyczacych molekularnych, komérkowych oraz fizjologicznych
aspektéw oddziatywania miedzy patogenem a rosling zywicielska.

Ocena rozprawy

Pierwsza cze$¢ pracy stanowi streszczenie, w ktérym w sposéb zwiezty opisano
najwazniejsze aspekty zawarte w rozprawie. Niestety rozdziat ten koriczy sie dos¢
niefortunnym sformutowaniem: str. 10 »Potwierdzajg hipoteze, e stres wywotany wiroidem
prowadzi do przejicia od normalnych proceséw wzrostuy i rozwoju gospodarza-rosliny do
zmienionych $ciezek metabolicznych w reakcjach obronnych”.

Bardzo prosze o rozwiniecie tej mysli, poniewaz w obecnej formie jest ona dla mnie
niezrozumiata a byé moze jest nieuprawniona.

Co ciekawe, wyzej wymienione stwierdzenie nie znalazto sie w wersji anglojezycznej
streszczenia.

W kolejnym rozdziale (wstep, 23 strony) czytelnik zostaje wprowadzony w podstawowe
zagadnienia dotyczace klasyfikacji wiroidéw oraz ich biologii. Nastepnie zawarto bardziej
szczegotowy opis dotyczacy przebiegu infekcji przez PSTVd (sposéb namnazania sie wiroida,
jego transportu oraz zmian wywotanych w roélinie). Rozdziat jest stosunkowo dobrze
zobrazowany ilustracjami, ktére dodatkowo zwiekszajg przystgpnosc przedstawianych
zagadnieni. Niestety we wstepie nie przedstawiono aktualnego stanu wiedzy odnoénie prac
traksryptomicznych na tym samym modelu eksperymentalnym (zmiany transkryptomiczne
obserwowane u pomidora w nastepstwie infekcji PSTVd). W moim mniemaniu przez to praca
traci na przystepnosci i trudno jest uchwyci¢ istote podjetych badan oraz to na ile s3 one

nowatorskie w stosunku do istniejgcych prac.



Z ciekawosci zapytam réwniez jak wyglada stan badan dotyczacy dtugodystansowego
transportu czastek wiroida przez floem. Wiadomo, ze RNA musi by¢ transportowane
w kompleksach biatkowych, poniewaz w innym wypadku nastapi degradacja. To pytanie
wykracza nieco poza ramy niniejszej pracy ale zastanawiam sie, czy w soku floemowym

zidentyfikowano biatka roélinne wchodzace w kompleksy z RNA wiroidéw?

Rozdziat - ,Cel pracy” ma pewien mankament, poniewas pomimo jasnego nakreélenia
celow poszczegéinych badari brak jest zatozen pracy. Prosze o Przedstawienie jakie byty
zatozenia dla prowadzonych eksperymentéw i z czego one wynikaty.

W kolejnym rozdziale opisano materiat biologiczny oraz metody wykorzystane
W prowadzonej pracy. Metody opisano szczegétowo, moze nawet zbyt wnikliwie (jest to
sprawa subiektywna ale wydaje mi sie, ze nie ma potrzeby opisywania metodyki
przygotowania kompetentnych bakterii). Metodg, ktérg mozna by opisaé nieco doktadniej lub
nawet dziatanie przedstawi¢ w postaci schematu jest Nano String nCounter. Wzigwszy pod
uwage to, ze zamieszczono odnoéniki do literatury opisujace;j metode nie stanowi to
wiekszego problem. Dziwnym jest jednak fakt, ze doktadnie opisano techniki znajdujace sie
w podstawowych zbiorach procedur wykorzystywanych w laboratoriach biologii molekularnej,
podczas gdy rzadziej spotykana metoda jest opisana bardzo ogdInikowo.

W opisie metodyki analiz transkryptomicznych podano liczbe powtérzen biologicznych,
brak jednak jasnego opisu co stanowito jedno powtérzenie biologiczne (ile ro$lin, ktére
liscie). Prosze o wyjaénienie tej kwestii, gdyz rzutuje to na interpretacje danych.

Prosze réwniez wyjasni¢ czym podyktowany jest dobér czasu pobieranych préb oraz
dlaczego do sekwencjonowania wybrano RNA z roélin 17 dni po infekcji oraz odpowiadajacej
im kontroli?

W kolejnym rozdziale przedstawiono wyniki pracy. Pierwsza cze$¢ wynikéw dotyczaca
charakterystyki zainfekowanych roglin jest zbyt lakoniczna. Dokumentacja fotograficzna
objawdw pozostawia wiele do zyczenia, nekroz nie widaé. To by¢ moze nie utrudnia bardzo
obserwacji réznic dynamiki rozwoju choroby dla infekcji poszczegdlnymi szczepami wiroida,
jednakze lepszy opis zmian morfologicznych w obrebie poszczegdinych organdéw roélin i by¢
moze nawet anatomii poszczegdlnych tkanek mégtby poprawic jakos¢ dyskusji (np. kwestie

zmian ekspresji genéw zaangazowanych w regulacje hormonalng).



W dalszej czesci pracy przedstawiono analizy dotyczace badan transkryptomiczych.
Na poczatku wytypowano geny ulegajace zréznicowanej ekspresji, PO czym rozpoczeto
bioinformatyczne analizy funkcjonalne dla wytypowanych transkryptéw. Przedstawiony tok
analizy funkcjonalnej mikromacierzy jest prawidtowy i typowy dla tego typu badan; przede
wszystkim w analizie oparto si¢ o kategorie GO (Stosowanie okre¢lenia »termin GO” jest dogé
karkotomne. Dotychczas w literaturze polskojezycznej dotyczacej t.zw. Gene Ontology terms
spotkatem sie jedynie z okreéleniem »kategorie GO” i jest to chyba bardziej odpowiednie).
Kategorie GO pozwalajg na klasyfikacje wedtug funkcji produktu genu (MF - Molecular
Function), procesu biologicznego w jakim moze on bra¢ udziat (BP - Biological Process), czy
tez lokalizacji komérkowej produktu genu (CC - Cellular Component). Pokazuje to rycina
nr 10. Nastepnie dokonano analizy funkcjonalnej w oparciu o baze danych Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG). W ten sposéb wskazano $ciezki nadreprezentowane.
Przeprowadzone analizy wskazuja na wyrazna réznice przebiegu choroby i reakc;ji rosliny
w zaleznosci od Zastosowanego genotypu wiroida.

W rozdziale nr 4.2.2.5 podjeto sie podziatu gendw ulegajacych zréznicowanej ekspresji
na kategorie funkcjonalne. Jest to podejscie prawidtowe aczkolwiek nieco sztuczne poniewaz
W moim mniemaniu te informacje stanowia jedynie punkt wyjscia do dalszych analiz
bioinformatycznych nakierowanych na przedstawienie sieci czynnikéw nalezacych
do powigzanych ze sobg szlakéw regulatorowych. Do tego celu dobrze nadaje sie program
CytoScape i to mocno poprawitoby zrozumienie uzyskanych wynikéw. Grupowanie genow
ulegajacych zréznicowanej ekspresji bez proby tworzenia sieci wzajemnych oddziatywan
obarczone jest mozliwoscig utraty realnego, funkcjonalnego kontekstu. Na przyktad; pojecie
czynnik transkrypcyjny jest bardzo szerokie a przeciez s bazy danych w ktérych
zobrazowano/opisano przynaleznos¢ konkretnych czynnikéw do partykularnych szlakéw
regulatorowych. Wykazanie zaleznodci czynnik transkrypcyjny — dynamika zmian ekspresji
genow kodujgcych kinazy — zmiany ekspresji konkretnych gendw kodujacych receptory
mogtoby pozwoli¢ na budowanie interesujacych hipotez. Réwniez szkoda, ze w przypadku
niektdrych grup nie pokazano graficznie jakie miejsce geny o zréznicowanej ekspresji zajmujg
w konkretnych $ciezkach. Szkoda zwlaszcza, ze tego nie ma dla genodw, ktérych produkty
Zaangazowane sg w molekularne mechanizmy wyciszania i przemian RNA na poziomie
transkrypcyjnym i posttranskrypcyjnym. W $wietle danych literaturowych wydaje sig, ze jest

to poziom, na ktérym decyduje si¢ w duzym stopniu zdolnoé¢ wiroida do porazenia rosliny
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oraz dynamika przebiegu choroby. W tym swietle réwniez nalezatoby sie zastanowi¢ nad
biologicznym sensem Przypisania zmian ekspresji genéw zaangazowanych we wczesne etapy
detekcji patogenéw i uruchamiania kaskad sygnatowych prowadzacych do odpowiedzi
obronnej (rycina 19). Jakie znaczenie moze mie¢ wzrost ekspresji genéw kodujgcych
receptor FLS2 czy CERK1 jesli patogen, z ktérym pracujemy nie wytwarza peptydéw, ktére
mogg byé rozpoznane i jako taki nie zawiera chityny?

Kolejna sprawa to geny regulujace cykl komérkowy. Z przedstawionych badar wynika,
ze w nastepstwie infekgji genotypem 523 dochodzi do obnizenia ekspresji genéw, ktdrych
produkty s negatywnymi regulatorami proliferacji komorek (RBR1, KRP2, KRP7), jednoczeénie
spada ekspresja Cyklin typu D i cyklin typu B. To sugeruje scenariusz, w ktérym w jakis
nadrzedny sposéb zmniejszone jest wchodzenie komérek w faze proliferacji, zaréwno na
etapie G1-S jak i G2-M. To powoduje brak potrzeby silnej regulac;ji negatywnej, stad byé moze
niska ekspresja RBR1 itp. Wszystko to nalezatoby pokazaé na schemacie (Cytoscape, MapMan
badZ podejscie indywidualne oparte na istniejacych pracach). Powiazanie tego z ekspresja
czynnikdw transkrypcyjnych jest wrecz bezcenne bo przeciez podziaty w liéciach 53
regulowane przez czynniki transkrypcyjne, np. te, ktére reguluja losy merystemoidéw a jest
jeszcze aspekt regulacji loséw komérek na poziomie endoreduplikacji. Kazda, nawet najlepsza
analiza transkryptmiczna musi by¢ wsparta obserwacjami biologicznymi lub chociazby préba
stworzenia sieci regulatorowych. Podsumowujac przedstawiona analiza jest poprawna ale nie
wyczerpujaca i brak w niej gtebi, dzieki ktérej mozna méwiac kolokwialnie »WYCisngé” wiecej
istotnych informacji wynikajacych z szerokiego kontekstu zmian obserwowanych przez
autorke niniejszej dysertacji.

Odnosnie rozdziatu 4.3, w ktorym weryfikowano uzyskane wyniki i poréwnywano zmiany
obserwowane w mikromacierzach czy sekwencjonowaniu mam przede wszystkim pytanie
co oznacza skrét FC? Drugie pytanie to czym kierowano sie wybierajac poszczegéine geny do
analiz? Trzecie pytanie to czy wartosci istotnosci statystycznej dotycza statystycznych réznic
pomigdzy metodami czy tez istotnosci statystycznej zmian w stosunku do odpowiedniej
kontroli? Czy prezentowane wartosci to wartosci Srednie a jesli tak to dlaczego brak wskazania
rozrzutu wartosci w powtérzeniach (stupki btedu etc.)?

Prosze réwniez wyttumaczy¢ €zym mogga by¢ spowodowane duze réznice pomiedzy danymi

z sekwencjonowania i mikromacierzy (rozdziat 4.4)?



Rozdziat dyskusja jest napisany poprawnie, jednak réwniez w podobnym duchu co cata
Praca, poniewaz nie podjgto préby integracji danych w oparciu o kontekst obserwowanych
zmian oraz istniejace dane dotyczgce wzajemnych sieci powigzari poszczegélnych gendw.
Podobnie jak w czesci wynikowej brak jest schematéw, dzigki ktérym mozna przystepnie
zobrazowa¢ i zinterpretowac wyniki. Najwazniejszym mankamentem jest jednak to, ze
konfrontacji uzyskanych wynikdw z opublikowanymi pracami na tym samym modelu nie
poswigcono odrebnego rozdziatu. Utrudnia to zrozumienie osiggnigcia naukowego oraz
nowatorskich aspektow uzyskanych wynikéw.

To podejscie znajduje réwniez odzwierciedlenie w kolejnym rozdziale, w ktérym
przedstawiono wnioski. W moim mniemaniu nie s3 to wnioski a jedynie przedstawienie
i podsumowanie uzyskanych wynikéw. Whnioskiem moze by¢ na przyktad stwierdzenie, ze
analiza trankryptomiczna pozwala odréznic¢ delikatny przebieg infekcji od przebiegu ostrego.
Whioskiem natomiast nie jest stwierdzenie, ze ekspresja jakiej$ grupy gendéw byta wyisza
w danym wariancie. Wtedy nalezy wnioskowaé, ze infekcja prowadzi do zmian dotyczacych
konkretnego procesu co moze mie¢ zwigzek z konkretna odpowiedzig/sytuacja etc. Prosze
sprébowaé przedstawié¢ dwa lub trzy wnioski wyptywajace z prowadzonych analiz

i uzyskanych wynikéw.
Podsumowanie oceny dysertacji:

Praca jest przygotowana staranie i nie znalaztem w niej wigkszych btedéw merytorycznych
lub zaniedban dotyczacych planowania czy realizacji poszczegélnych eksperymentéw. Praca
napisana jest w sposéb Przystgpny, z zachowaniem odpowiednich proporcji pomiedzy
wstgpem, wynikami i dyskusjg. Generalnie nie znalaztem razacych btedéw stylistycznych
a ryciny przedstawione s3 w sposéb estetyczny. Zagadnienie, nad ktérym pracowano jest
ciekawe i wazne. Dobér metodyki jest wiasciwie poprawny chociaz praca zyskataby gdyby
autorka pokusita sie o bardziej wnikliwe analizy. Interpretacja wynikéw oraz sformutowane
wnioski niestety sa najstabszg czeicia niniejszej pracy. Do pPewnego stopnia rozumiem,
ze autorka usitowata unikngé nadinterpretacji co zdarza sig przy tworzeniu sieci oddziatywan.
Nalezy jednak zrozumie¢, ze pewna nadinterpretacja wpisana jest w prace ,,omiczne”
poniewaz prezentowane tu wyniki sg niejako hipotezami, dzigki ktérym wytyczane sg kierunki

do badan szczegétowych. Stad tez bardzo bezpieczne i na miejscu jest tu uzywanie terminéw
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takich jak: przypuszczalny, Przewidziany etc. (ang. hypothetical, predicted). Ogdlnie prace
oceniam wysoko i uwazam, ze po wykonaniu bardziej szczegbtowych analiz uzyskanych
wynikow przyczyni sie ona do dalszego poznania biologicznych podstaw reakcji roslina-
patogen oraz ewentualnych prac aplikacyjnych. Praca spetnia warunki wymagane ustawg
z dnia 14.03.2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, p0z.595), z pdzniejszymi zmianami z dnia 18.03.2011 roku (Dz.
U. Nr 84, p0z.455), w zwiazku z art. 179 ust.1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669)

i wnioskuje o jej dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem
dr hab. Robert Malinowski, prof. IGR PAN
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