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Formalny aspekt rozprawy

Rozprawa doktorska Pana mgr Kamila Szandara zostata wykonana pod kierunkiem dr hab.
Moniki Szczecinskiej, prof. UWM oraz promotora pomocniczego dr Katarzyny Krawczyk w
Katedrze Botaniki i Ochrony Przyrody, Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Warminsko Mazurskiego w Olsztynie. Rozprawa obejmuje strone tytutowa, zrodio
finansowania badan Doktoranta, spis tresci, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
informacje bibliometryczne wspotautorskich prac naukowych wlaczonych w rozprawe
doktorska, wprowadzenie do tematyki i zagadnien rozprawy doktorskiej, zataczone dwie
oryginalne prace naukowe oraz oswiadczania promotora, autora pracy i os$wiadczenia
wspotautoréw. Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie spojnych tematycznie
dwoch wspotautorskich, anglojezycznych oryginalnych prac naukowych merytorycznie ze sobg
powigzanych, ktore ukazaty si¢ w 2022 r. i 2023 r. w BMC Plant Biology i Genes. Laczna
liczba punktow MEiN z tych publikacji wynosi 240, a impact factor 9,401. W tych pracach
Doktorant jest pierwszym autorem oraz jednym z korespondencyjnych autorow w pierwszej z
nich. Wszystkie prace zostaly opublikowane w czasopismach z listy JCR. W przypadku
kazdego artykutu wktad pracy Doktoranta zostat opisany bardzo doktadnie, potwierdzajac jego
wiodaca rolg w prowadzonych badaniach i przy przygotowaniu poszczegolnych publikacji.

Wktad wszystkich pozostatych osob w powstawanie rozprawy doktorskiej miesci si¢ W ramach
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wspolpracy naukowej, ktora wpisuje si¢ w standardowe przygotowanie doktoratu. W zakres
wspolpracy chodzi zwyczajowo rola pelniona przez promotora w trakcie przygotowania prac,
promotora pomocniczego oraz korzystanie z pomocy w zakresie analiz terenowych |
laboratoryjnych oraz statystycznych, ktora jest naturalnym zjawiskiem. Nie mam watpliwosci,
ze wktad mgr Kamila Szandara spetnia wymogi samodzielnosci w przygotowaniu rozprawy
doktorskiej.

Uktad rozprawy doktorskiej jest konsekwentnym poszerzaniem i uszczegdélowianiem
badan z zastosowaniem odpowiednich narzedzi do analiz, pozwalajacych na weryfikacje
hipotez oraz odpowiedzi na postawione pytania. Podsumowujgc uwazam, ze rozprawa

doktorska mgr Kamila Szandara speinia warunki formalne.

Ocena merytoryczna

W pierwszych rozdziatach rozprawy doktorskiej, mgr Kamil Szandar wprowadzit czytelnika w
tematyke badawczg przedstawiajgc syntetycznie wszystkie potrzebne zagadnienia zwigzane z
tematem pracy. Glowny cel badan oraz hipotezy zostaly przedstawione szczegdtowo i1
rzeczowo, pozwalajac w konsekwencji $ledzi¢ je 1 weryfikowa¢ w poszczegdlnych
publikacjach. Przedstawiono finansowanie badan przez NCN w ramach konkursu
MINIATURA 3 oraz ze zrodet Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj 2014-2020.
Poruszane, przez mgr Kamila Szandara, w rozprawie doktorskiej zagadnienie badawcze
skoncentrowaty si¢ na sekwencjonowaniu i okresleniu struktury mtDNA i cpDNA, transferu
sekwencji cpDNA do mtDNA oraz wykorzystaniu zmiennych sekwencji do okreslenia rdznic
wewnatrz — i miedzypopulacyjnych u Pulsatilla patens. Nalezy podkresli¢, ze Doktorant
stusznie wskazal na potrzeb¢ badan na poziomie mitogenomu u Angiospermae, w
szczegolnosci do weryfikacji filogenezy tej grupy ro$lin oraz mozliwosci identyfikacji
osobnikdow w sensie genetycznym. Zagadnienie filogenezy w oparciu 0 mtDNA u
okrytonasiennych jest jeszcze stabo zbadane, a niewatpliwie niesie za sobg potencjat naukowy.
Analiza statystyczna otrzymanych wynikow w publikacjach zostata przeprowadzona i opisana
wyczerpujaco oraz poprawnie, a do rekonstrukcji mitogenomu wykorzystano dwa podejscia w
sekwencjonowaniu. We wprowadzeniu do rozprawy doktorskiej mgr. K. Szandara obecnych
jest kilka zagadnien, na ktore chciatabym zwrdci¢ uwage 1 wedlug mnie wymagaja one
dodatkowego wyjasnienia. W przypadku dwoch z nich chciataby si¢ skupi¢ w tym miejscu
recenzji, a pozostale omowie przy dwoch publikacji. Doktorant ocenit, ze transfer genow
plastydowych do mitogenomu byt raczej wielokrotny na pierwszych etapach réznicowania sig¢

Angiospermae, stad moje pytanie o podstawy (dowody) tego typu wnioskowania. Czy w
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rozdziale 4.3 Analiza zmienno$ci gendw kodujacych biatka nie powinno by¢ podane ... 39

porownywanych genow ... ?

Publikacje wigczone do rozprawy doktorskiej

Pierwsza publikacja Szandar K., Krawczyk K., Myszczynski K., Slipko M., Sawicki J.,
i Szczecinska M. 2022. Breaking the limits - multichromosomal structure of an early eudicot
Pulsatilla patens mitogenome reveals extensive RNA-editing, longest repeats and chloroplast
derived regions among sequenced land plant mitogenomes. BMC Plant Biology 22: 1009,
podejmuje wazne wieloaspektowe zagadnienia zwigzane z wyborem materiatu genetycznego
jakim jest DNA mitochondrialne wzglgdem chloroplastowego w analizach historii ewolucyjnej
u Angiospermae. Analizg¢ DNA mitochondrialnego jako alternatywe dla DNA
chloroplastowego pod katem wcze$niej wspomnianych zagadnien, ale rowniez badania
transferu fragmentoéw CpDNA do mtDNA wykonano z uzyciem dwoch technik Pacific
Biosciences Sequel (PacBio) oraz sekwencjonowania nanoporowego w postaci dlugich
fragmentow DNA jako technologii trzeciej generacji. DNA oraz RNA wyizolowano z materiatu
roslinnego pochodzacego z polskiej populacji Rudne. Ostatnia z molekularnych technik okazata
si¢ najbardziej efektywna w odczytaniu i zlozeniu mitogenomu P. patens, ktory sktada si¢ z
trzech kontigow (chMtl-chMt2). Tym samym po raz pierwszy w literaturze Doktorant i
wspotautorzy przedstawili obecnos$¢ liniowego mtDNA zbudowanego z trzech chromosomow
i zweryfikowali hipoteze (H1) o wylacznym istnieniu kolistego mtDNA w rodzinie
Ranunculaceae. Nalezy uzna¢ to za znaczacy wkiad autorow w analize mitogenomu u
okrytonasiennych, ktorzy dodatkowo szczegotowo opisali uktad sekwencji mtDNA u P. patens,
liczacego dtugos¢ 986 613 pz. Istotnym wkladem Doktoranta i wspotautorow jest wskazanie
na wykorzystanie 39 gendéw kodujacych biatka mtDNA do badan filogenetycznych (H2).
Zapewne nalezatoby jeszcze szczegOtowo je przetestowaé, aby ostatecznie wykazaé ich
uniwersalny charakter w badaniach u Ranunculaceae. Niemniej jednak wykorzystanie
sekwencji kodujacych biatka rzucito $wiatto na wczesne rozejscie si¢ linii ewolucyjnych
Aconitum, Anemone i Pulsatilla. Jest to interesujgca alternatywa dla cpDNA, ktore jest bardziej
konserwatywne pod katem tych analiz. Z drugiej strony pozostaly niewyjasnione, czekajace na
kolejne wyzwania i badania pozycje gendéw DNApol i RNApol oraz ich mozliwego znaczenia
w filogenezie. Na analizy czeka rowniez wyjasnienie znaczenia transferu 26,7% sekwencji (z
wytaczeniem kopi IR) cpDNA do mtDNA u P. patens.

W drugim z artykutéw Szandar K., Sawicki J., Paukszto L., Krawczyk K. i Szczecinska

M. 2022. Are the Organellar Genomes Useful for Fine Scale Population Structure Analysis of
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Endangered Plants?—A Case Study of Pulsatilla patens (L.) Mill. Genes 14(1): 67, autorzy
przedstawili wykorzystanie nowych referencyjnych sekwencji w DNA plastydowym i
mitochondrialnym w analizujac strukture genetycznych P. patens na poziomie wewnatrz — i
miedzypopulacyjnym. Hipotezy H3, H4 oraz H5 postawione w rozprawie doktorskiej
zaktadajace roznice w zmiennos$ci miedzy dwoma typami DNA, okreslajace mozliwosé
identyfikacji haplotypow za ich pomoca oraz histori¢ ewolucyjng tego gatunku, zostaly tutaj
zweryfikowane. We wstepie pracy autorzy wyjasnili czynniki srodowiskowe i antropogeniczne
wplywajace na zanikanie populacji tym samym mozliwo$¢ wyginigcia tego gatunku, wzorce
roznorodnos$ci genetycznej oraz strukture filogeograficzng okreslong, we wczesniejszej pracy
autorstwa Szczecinska i in. (2016) za pomocg markerow mikrosatelitarnych. Syntetycznie
opisano wyniki z pierwszej przedstawionej pracy przez Doktoranta i wspotautorow, dotyczace
struktury DNA chloroplastowego i mitochondrialnego. Badania przeprowadzono na materiale
pochodzacym z wcze$niej analizowanych pieciu polskich populacji, przygotowujac biblioteki
z pomocg TruSeq DNA kit oraz stosujac techniki sekwencjonowania TruSegX Illumina. Dane
sekwencyjne uzyskane przy uzyciu Illumina pozwolity zmapowac uzyskany chloroplastowy
genom stosujac referencyjny P. patens (KR297058.1) oraz genom mitochondrialny z pierwszej
przedstawionej publikacji przez Doktoranta postuzyt, rowniez jako referencyjny, do odczytu.
Na uwage zastuguje szczegotowe przedstawienie i porownanie efektywnosci tych
dwoch genomow pod katem zastosowania ich w analizie historii ewolucyjnej sasanki otwartej
oraz zestawienie 1 poroOwnanie z wynikami uzyskanymi za pomoca markerow
mikrosatelitarnych. Daje to niewatpliwie alternatywe i nowe spojrzenie na badania ewolucyjne
1 pochodzenie gatunkéw, ale rowniez na dokladniejsza, chociaz zapewne drozsza i
pracochtonng molekularng, identyfikacj¢ osobnikow. Ponadto wykorzystanie 14
konserwatywnych sekwencji mtDNA powyzej 10 kpz pozbawionych sekwencji cpDNA w
wewnatrzgatunkowej analizie pozwolilo otrzyma¢ nieco odmienne wyniki grupowania si¢
haplotypow cpDNA i mtDNA. Do tego zagadnienia trzeba niewatpliwie podej$¢ ostroznie w
interpretacji, pamig¢tajac o sposobie dziedziczenia organelli u poszczegdlnych organizmoéw,
tempie mutacji, wielkosci tych genomow 1 ich zmianach w strukturze. Do istotnych osiagnigc
Doktoranta, w niniejszej publikacji zaliczam probe: (1) spojrzenia wieloaspektowego
polegajacego na poréwnaniu genomow organellowych, a tym samym zasobow genomowych
P. patens oraz jej historii ewolucyjne, (2) okreslenie unikalnego dla sasanki otwartej uktadu
genow plastydowych w mitogenomie, pozwalajace na prze$ledzenie ewolucji transferu DNA
chloroplastowego do mitochondrialnego. Jest to jednoczesnie wstgp do dalszych badan
zasobOw genetycznej roznorodnosci na trzech poziomach organizacji genomowej u roslin w

aspekcie DNA jadrowego, chloroplastowego i mitochondrialnego.



Sposob przedstawienia wynikéw 1 krytyczna ich analiza podlegaly juz ocenie przez
recenzentow czasopism, w ktorych zostaly opublikowane dwa artykuly. Niemniej jednak
pozostaje kilka pytan, ktore nie zostaly do konca wyjasnione, lub zostaly omoéwione
szczatkowo. Dlatego prositabym Doktoranta o odniesienie si¢ do tych zagadnien, ktore

przedstawitam ponize;j.

1. Jakie sg mozliwosci wyjasnienia licznych sekwencji genowych kodujacych biatka w
mtDNA rodzaju Pulsatilla? W pierwszej publikacji gléwne wnioski skupialy si¢ w rozdziale
Dyskusja wylacznie na poréwnaniu liczby tych gendéw migdzy niektérymi rodzajami i
gatunkami, dlatego warto byloby wyjasni¢ to zjawisko nie tylko poprzez wysoka
réznorodnos¢ mtDNA.,

2. Nieobecno$é gendéw rps10 oraz sdh3 nie zostaly stwierdzone w mitogenomie Pulsatilla. W
tym przypadku mozna byloby pokusié¢ si¢ o wyjasnienie ich znaczenia w ekspresji genow i

odzialywaniu na fenotyp.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr Kamila Szandara jest wieloaspektowym pod katem genomu
mitochondrialnego i chloroplastowego, interesujacym opracowaniem naukowym. Chciatabym
podkreslié, ze pomimo kilku uwag wniesionych przeze mnie w niniejszej recenzji, moja ocena
rozprawy doktorskiej jest pozytywna. Doktorant wykazat sie on umiejetnoscig syntezy danych,
zdolnoscia pracy w zespole, a jego prace wzbogacaja badania dotyczace mitogenomiki u
Angiospermae.

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Kamila Szandara
spelnia wszelkie wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2023.742 t,j ze zm.). Z powyzszym, przedkfadam Radzie
Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Warminsko Mazurskiego wniosek o dopuszczenie mgr Kamila Szandara do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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