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Recenzja
Rozprawy Doktorskiej pana dr. Kamila Szandara
pt. ,, Analiza efektywnosci genomow organellowych w badaniach zmiennosci 1 struktury

genetycznej populacji rzadkiego i zagrozonego satunku Pulsatilla patens (L.) Mill.”

Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 15 czerwca 2023 r zgodnie z
wymogami okreslonymi w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce (Dz. U. 2023.742 ze zm.).

Formalny opis rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska wykonana zostata pod kierunkiem naukowym pani
dr hab. Moniki Szczecinskiej, prof. UWM, promotora oraz pani dr Katarzyny Krawczyk,
promotora pomocniczego, na Wydziale Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie. Temat rozprawy doskonale wpisuje sie¢ w problematyke badawczg
wokot ktorej koncentruja si¢ prace zespofu kierowanego przez panig promotor, dr hab. Prof.
UWM Monike Szczecinska.

Podstawa rozprawy doktorskiej sa dwa artykuty naukowe. Oba artykuty s3 pracami
eksperymentalnymi, ktore zostaty opublikowane w jezyku angielskim w renomowanych
czasopismach o zasiggu miedzynarodowym. Ponadto rozprawa obejmuje opracowanie w formie
manuskryptu liczacego 29 stron, ktore zawiera informacje o zrédle finansowania badan,
Streszczenie rozprawy w jezyku polskim 1 angielskim, Wstep, ktory pozwala na umiejscowienie
kontekstu wykonanych badan na tle dotychczasowej wiedzy z zakresu genomiki, jak rowniez
rozdzialy Materiat i Metody, Wyniki. Podsumowanie a takze obszerne zestawienie Literatury.
Waznym elementem pOwWyZszego opracowania jest przedstawienie hipotez badawczych 1

szczegdtowych celow pracy. Ta czgsc rozprawy napisana jest interesujgco I przejrzyscie, nalezy
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stwierdzi¢. ze Doktorant wykazat si¢ dobra znajomoscig badanych zagadnien 1 umiejetnie

wprowadzil czytelnika w problematyke rozprawy doktorskiej. Do dokumentacji zostaty
dotaczone oswiadczenia Autora rozprawy, promotora i pozostatych wspotautorow publikacji,
potwierdzajagce wkiad Doktoranta w przygotowanie manuskryptow. Po przeanalizowaniu
zamieszczonej dokumentacjl uwazam, Z€ rozprawa doktorska pana dr. Kamila Szandara spetnia
wymogi formalne.

Temat rozprawy i cel badan

Obiektem badan jest Pulsatilla patens, gatunek rzadki 1 gingcy, nie tylko w Polsce ale takze w
calej Europie. Gatunek ten jest jednym z najbardziej zagrozonych gatunkow roslin w Europie,
jego obecny zasieg jest rozdrobniony. Populacje sasanki otwartej podlegajg obecnie licznym
zagrozeniom wynikajagcym zarowno Zz naturalnych zmian szaty rolinnej, jak rowniez
przeksztalcen antropogenicznych siedlisk, dlatego tez wielkos¢ populacji stale spada. Poznanie
zasobow genowych istniejacych populacji oraz rozpoznanie procesOw genetycznych je
ksztattujacych odgrywa istotng role w pode] mowaniu skutecznej ochrony gatunkoéw zagrozonych
wyginieciem. Informacje plynace z badan genetycznych pozwalajg spojrzec z NOwe}j
perspektywy na dziatania dotyczace aktywnej ochrony wielu rzadkich 1 zagrozonych gatunkow.
Rozprawa doktorska pana dr. Kamila Szandara miesci sie w tym bardzo waznym nurcie badan
majacym na celu poznanie zasobow genomowych zagrozonych gatunkow, na poziomie catych
genoméw organellowych, w celu ochrony najcenniejszych populacji.

Celem badan podjetych przez pana Kamila Szandara w ramach rozprawy doktorskiej jest
analiza efektywnosci genoméw organellowych w badaniach zmiennosci i struktury genetyczne)
populacji sasanki otwartej. Doktorant postawit 5 hipotez badawczych 1 aby je zweryfikowa¢é
wyznaczyl nastgpujace cele szczegdlowe: 1) Zsekwencjonowanie, ztozenie 1 opisanie genomu
mitochondrialnego Pulsatilla patens; 2) Wytypowanie regionow genomu mitochondrialnego
uzytecznych w badaniach filogenetycznych sasanki otwartej; 3) Scharakteryzowanie zmiennoscl
genomoOw organellowych na poziomie wewnatrz 1 miedzypopulacyjnym; 4) Sprawdzenie, czy
genomy mitochondrialne podobnie jak chloroplastowe moga okaza¢ sie uzytecznymi
narzedziami w analizie genomiki populacyjnej i filogeografii roslin.

Temat, ze wzgledu na wazng pozycj¢ systematyczng P. patens oraz zagrozenie
wyginiecia gatunku, jak rowniez brak badan dotyczacych zmiennosci genomow organellowych
na poziomie miedzypopulacyjnym 1 wewnatrzpopulacyjnym, uwazam za aktualny 1 wazny.

Uzyskane wyniki majg nie tylko warto$¢ poznawczg, ale takze moga miec istotne znaczenie
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praktyczne w $wiadomym gospodarowaniu zasobami genowymi gatunku i beda pomocne dla

lepszego zaplanowania programow ochronnych . patens.
Konstrukcja rozprawy doktorskiej
Na oceniang rozprawe doktorska pana dr. Kamila Szandara sktadaja sie nastepujace artykuty:

1. Szandar K.. Krawczyk K., Myszczynski K. Slipiko M., Sawicki J., Szczecinska M. 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 Biol 2022; 22, 109.

https://doi.org/10.1186/s12870-022-03492-1
0. Szandar K., Sawicki J., Paukszto L., Krawczyk K., Szczecinska M. Are the organellar

genomes useful for fine scale population structure analysis of endangered plants”—A case
study of Pulsatilla patens (L.) Muill. Genes. 2023 14(1):67.
https://doi.org/10.3390/genes14010067

Prace stanowiace rozprawe sa wieloautorskie, jednak w obu pracach pan dr. Kamil Szandar jest
pierwszym autorem i miat wktad w ich powstawanie, co potwierdzajg zatagczone oswiadczenia
wspdtautorow publikacji. Wktad Doktoranta i pozostatych autorow zostat opisany merytorycznie
w sposob jednoznaczny. Analizujgc udziat p. Kamila Szandara stwierdzam, ze wymienione prace

moga by¢ podstawa rozprawy doktorskiej. W obu publikacjach wkiad p. dr. Kamila Szandara

obejmowal wspotudzial w opracowaniu koncepcji  badan, wykonanie doswiadczen
laboratoryjnych, w tym izolacja DNA, wspoludziat w sekwencjonowaniu nanoporowym
(pierwsza praca) i w przygotowaniu bibliotek do sekwencjonowania Illumina (druga praca),
przeprowadzenie analiz filogenetycznych i submisja sekwencji do Banku Genow (pierwsza
praca) oraz wykonanie analiz bioinformatycznych (druga praca). W obu publikacjach Doktorant
mial udzial w przygotowaniu manuskryptu jak rowniez w pracach na dalszych etapach ich
procesu wydawniczego, a W pierwszej pracy jest jednym z autorow korespondencyjnych. Laczny
[F zataczonych publikacji z roku opublikowania wynosi 9.4, a piecioletni 10,23. Sumaryczna
liczba punktow wg MNiSZ wynosi 240, co W mojej ocenie, jest w zupetnosci wystarczajace aby
ubiega¢ sie na ich podstawie o stopien doktora. Oba artykuly zostaly opublikowane w uznanych
czasopismach naukowych z pierwszego i drugiego kwartyla (Q1: BMC Plant Biology; QZ2:
Genes). Warto zaznaczy¢, ze pierwsza praca ma juz 4 cytacje bez autocytowan. W tych
specjalistycznych — czasopismach manuskrypty podlegaty rygorystycznym procedurom
recenzenckim przez ekspertow z dziedziny jakiej dotycza badania, tak wiec jakos¢ 1 wartosc

naukowa przedstawionych wynikow nie podlega dyskusji, nie ma zatem potrzeby 1ch
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szczegdtowego analizowania pod wzgledem poprawnosci wykonanych badan. sposobu ich

prezentacji, oraz ogdlnej wartosci merytoryczne;.

Merytoryczna ocena rozprawy

Przedtozony do oceny zestaw artykulow jest starannie przemyslany i tematycznie spojny,
dotyczy aktualnych zagadnien badawczych z zakresu genomiki poréwnawczej roslin.
Zaplanowane badania postuzyty do weryfikacji 5 hipotez badawczych.

W pierwszej pracy celem byto zsekwencjonowanie, zlozenie 1 opisanie genomu
mitochondrialnego, ktory dla Pulsatilla patens nie byt do tej pory poznany. Zwazywszy na fakt,
7e genomy mitochondrialne u roslin wyzszych wykazuja duza zmienno$¢ wielkosci jak rowniez
wysokie zréznicowanie strukturalne czasteczki, nawet u blisko spokrewnionych taksonow, to
podjete zadanie nie nalezalo do fatwych 1 bylo mozliwe dzigki zastosowaniu najnowszych
technologii, w tym sekwencjonowaniania PacB1o oraz Oxford Nanopore Technologies (ONT) w
potaczeniu z sekwencjonowaniem krotkich odcinkéw DNA i RNA. To ambitne zadanie zostato
w pelni zrealizowane. Zastosowane tu techniki laboratoryjne, jak rowniez przeprowadzone
analizy bioinformatyczne wymagaty od Doktoranta opanowania umiejetnosci laboratoryjnych 1
duzej wiedzy, a bylo to zapewne mozliwe dzieki pracy w tak doswiadczonym w tego typu
badaniach zespole. Istotnym wynikiem badan byto wykazanie, ze genom mitochondrialny
sasanki otwartej nie stanowi pojedynczej kolistej czasteczki, lecz sklada sig z trzech czasteczek
liniowych, nazwanych tu chromosomami 1 oznaczonych chMtl-chMt3, ktére sg zakonczone
przez odwrocone sekwencje powtorzone. Weryfikowana hipoteza (H1 w manuskrypcie), ze
genom mitochondrialny sasanki otwartej] ma taka sama kolista strukture jak u wczesniej
poznanych gatunkow z rzedu Ranunculales (Aconitum, Anemone, Nelumbo) zostata odrzucona.
Rzad jaskrowce jest najstarsza linia rozwojowa dwulisciennych wiasciwych, tak WIEC
wykazanie, ze genom mitochondrialny Pulsatilla patens ma inng struktur¢ niz poznane AOth
gatunki tego rzedu jest bardzo waznym olosem w dyskusji na temat ewolucyjnych zmian
struktury czasteczki mtDNA u roslin dwulisciennych. Zastosowane podejscie metodyczne
pozwolito takze na wykrycie genow polimerazy RNA i DNA, ktore rzadko wystepuja w genomie
mitochondrialnym roslin. Ponadto w genomie tym zidentyfikowano wiele regionow pochodzenia
chloroplastowego. Analiza porownawcza oendéw mitochondrialnych trzech gatunkow sasanki (F.
patens, P. alpina, P. pratensis) wykazata podobny poziom zmiennosci pomiedzy gatunkami jak
w kodujacych fragmentach genomu chloroplastowego. Autorzy udowodnill, ze pomimo

skomplikowanej struktury, genom mitochondrialny moze mie¢ zastosowanie W badaniach
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filogenetycznych, filogeograficznych oraz w genetyce populacyjnej i wskazali 14

konserwatywnych regionéw wystepujacych w poj edynczej kopii w kodujacych regionach, ktore
moga stuzy¢ jako markery w tym obszarze badan. Prosze Doktoranta o probg oceny, Czy
informacje z uzyskanych wynikow, bedzie mozna wykorzystaé w dziataniach majacych na celu
ochrone zagrozonych gatunkow?

W drugim artykule gléwnym celem bylo szczegotowe scharakteryzowanie zmiennoscl
genomOw  chloroplastowych 1 mitochondrialnych na  poziomie  wewnatrz- 1
miedzypopulacyjnym. Jako istotne osiagnigcie nalezy podkresli¢, uzyskanie nowych sekwencji
referencyjnych obu genoméw dla 16 osobnikow P. patens pochodzacych z 5 populacji
zlokalizowanych w potnocno-wschodniej Polsce, dla ktorych nastepnie przeprowadzono analizy
porownawcze. Nalezy tez podkreslic, ze analize zmiennosci w genomie mitochondrialnym
wykonano w oparciu o 14 regionow wyznaczonych w pierwszej pracy, jest to logiczna
kontynuacja wezesniejszych badan i mozliwosc przetestowania hipotezy H3 1 H4, ktore zostaty
sformutowane w zalaczonym do publikacji manuskrypcie. Postawione cele zostaly z
powodzeniem  zrealizowane. Analiza porownawcza cenomow  chloroplastowych 1
mitochondrialnych u 16 analizowanych osobnikow wykazata nizsza zmiennos¢ w genomie
mitochondrialnym, jednak udowodnila, ze dane z tego genomu umozliwiaja molekularng
identyfikacje osobnikow P. patens, ktorych nie mozna bylo rozpozna¢ w oparciu o dane z
genomu chloroplastowego. tak wiec zapewniaja dodatkowa rozdzielczosC w wykrywaniu
haplotypéw. Wykonane analizy pozwolity wyrézni¢ wsrod 16 badanych osobnikow 11
haplotypow, jednak haplotypy chloroplastowe i mitochondrialne nie sg takie same. Podobnie,
rozne grupowanie w oparciu o te dwa zestawy danych otrzymano w analizie filogenetycznej.
Zastanawiam sie dlaczego do sieci haplotypow Doktorant nie wiaczyl takze osobnika P22-6
pochodzgcego grupy genetycznej southern”, co mogtoby da¢ mozliwosc¢ oceny. CzZy grupowanie
haplotypoéw odzwierciedla pochodzenie geograficzne osobnikow, tym bardziej, ze sekwencje

genomu sg, gdyz wykorzystano je do konstrukcji drzewa filogenetycznego. Proszeg Doktoranta

1) 0 wyjasnienie, w nawigzaniu do hipotezy HS5, jak mozna wytlumaczy¢ powstate rozbieznosci.
2) Informacje z ktorego genomu, sdaniem Doktoranta, lepiej odzwierciedlajg strukturg
genetyczng i procesy zachodzace w populacji? 3) Przedstawione wyniki pokazaty, ze jedna
populacja (P-9) ma wyzszg zmiennosc, czy mozna zauwazy¢ zalezno$¢ pomigdzy poziomem
wykrytej zmiennosci a wielkoscia populacji, z ktorej pochodza osobniki, oraz wedtug jakich

kryteriow wybrano populacje i osobniki do powyzszych badan.
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Ocena strony edytorskie]

Rozprawa nie zawiera zbyt wielu biedow edytorskich, co Swiadczy o starannym przygotowaniu
manuskryptow. W pracy w Genes odnalaztam drobne nie$cistoéci w tekscie np. oznaczenie
osobnika P9-123 (w Tabeli 1 i na wykresach jest P9-122), str. 6 w piatym wierszu od gory ,,one
nonsynonymous and one nonsynonymous SNP™, czy liczba SNP w genomie chloroplastowym w
populacji P9, na poczatku podrozdziatu 3.2 jest liczba 58, a pod koniec 60. W autoreferacie
zabraklo mi doktadnego wskazania, ktore wyniki odnoszg si¢ do hipotezy 4 i 5, tak jak zostato
to zrobione dla hipotez 1-3.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska pana dr. Kamila Szandara prezentuje wysoki poziom naukowy, biorgc pod
uwage bardzo duze znaczenie rozwigzy wanego problemu, jako$¢ wykonanych badan w oparciu
0 najnowsze techniki oraz wysokg range czasopism, W ktorych zostaty opublikowane uzyskane
wyniki. Na podstawie analizy publikacji sktadaj acych si¢ na rozprawe doktorskg stwierdzam, ze
zalozenia pracy zostaly dobrze przemyslane a cele w petni zrealizowane, przy zastosowaniu
bardzo zaawansowanych metod badawczych. Jak wynika z autorstwa publikacji, badania byly
wykonane w szerszym zespole, jednak udzial Doktoranta w wykonaniu badan i przygotowaniu
rozprawy, zgodnie z o$wiadczeniami, nie budzi watpliwoséci. Badania dostarczyty
wartosciowych danych, uzyskane wyniki majg duza wartosC poznawcza i wnosza istotny wktad
w poznanie ewolucji struktury genomu mitochondrialnego na wezesnych etapach ewolucji roslin
dwulisciennych. Opublikowane wyniki otwieraja takze mozliwosci wykorzystania mtDNA w
badaniach na poziomie populacyjnym.

Whniosek koncowy

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska w pelni spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023.742 ze Zm.).
W zwiazku z powyzszym, przedkladam Radzie Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o dopuszczenie dr. Kamila
Szandara do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych

i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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Poznan, 03.08.2023 dr hab. Katarzyna Buézkdv;sk\gl-Cﬁmielewska. prof. UAM



