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Recenzja rozprawy doktorskiej dr. Kamila Szandara pt. ,,Analiza efektywnos$ci genomoéw
organellowych w badaniach zmiennosci i struktury genetycznej populacji rzadkiego
i zagrozonego gatunku Pulsatilla patens (L.) Mill.”

Ocena umieje¢tnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez osobe¢ ubiegajaca
sie 0 nadanie stopnia doktora

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata zrealizowana w Katedrze Botaniki i Ochrony
Przyrody, Wydziatu Biologii i Biotechnologii UWM w Olsztynie pod opieka promotor dr hab. Moniki
Szczecinskiej, prof. UWM oraz promotor pomocniczej dr Katarzyny Krawczyk. Prace doktorska
stanowi cykl dwoch, spojnych tematycznie publikacji naukowych opublikowanych w 2022 1 2023 roku
i wspotfinansowanych przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu MINIATURA 3 (projekt
DEC-2019/03/X/NZ9/01374 — kierownik dr Kamil Szandar):
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Artykuly zostaly opublikowane w czasopismach z wysokim IF — 4,14 i 5,26 odpowiednio
dla pierwszego i drugiego artykutu oraz o tacznej liczbie punktow MNiSW — 240. W obu pracach
doktorant jest pierwszym autorem a jego wktad w powstanie prac jest wiodacy. Wedlug oswiadczen
okreslajacych indywidualny wktad wspotautoréw dr Kamil Szandar brat udziat zar6wno w opracowaniu
koncepcji badan, analizach laboratoryjnych, analizach filogenetycznych, bioinformatycznych jak
roOwniez w przygotowywaniu pierwotnych manuskryptow, w odpowiedziach na recenzje
1 w ostatecznym przygotowaniu publikacji do druku. Dr Kamil Szandar brat wigc udziat we wszystkich
etapach badan, opracowania wynikow i ich publikacji, w tym rowniez na etapie skutecznego
aplikowania o $rodki na badania, a p6zniej w ramach koordynacji projektu naukowego peit rolg
kierownika. Bioragc pod uwagg powyzsze dane nalezy stwierdzi¢, Ze spelniony zostal przez
doktoranta warunek umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej w dyscyplinie

nauki biologiczne.

Ocena rozprawy doktorskiej pod katem prezentacji ogdlnej wiedzy teoretycznej osoby
ubiegajacej sie 0 nadanie stopnia doktora w okreslonej dyscyplinie

Tematyka badan prowadzonych w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej dotyczy mozliwosci
uzupetnienia wiedzy o zasobach genomowych sasanki otwartej Pulsatilla patens (L.) Mill w oparciu
o genomy organellowe. Wykorzystujac material genetyczny zgromadzony na potrzeby wczesniejszych
analiz genetycznych, w ramach ocenianego doktoratu, przeprowadzono badania, ktorych celem byta
analiza efektywnos$ci genomoéw organellowych w badaniach populacyjnych. Podjecie badan miato wigc
dwie istotne przestanki, pierwsza dotyczyta poszerzenia wiedzy o strukturze genomow organellowych,
druga — obejmowata wykorzystanie tej wiedzy do analizy zmiennosci i struktury genetycznej populacji
gatunku waznego dla zachowania roznorodnosci biologicznej kontynentu Europejskiego (gatunek
umieszczony jest na $wiatowej czerwonej liscie IUCN oraz w Zalgcznikach 11 i IV Dyrektywy
Siedliskowej UE).

Wszystkie aspekty teoretyczne podjetego problemu badawczego zostaly w odpowiedni sposob
zaprezentowane zarowno w samych publikacjach, jak i w dysertacji napisanej w jezyku polskim.
Wprowadzenia do odpowiedniej problematyki badawczej i metodologii oraz dyskusja uzyskanych
wynikOw zawarte w rozprawie w wyczerpujacy sposob prezentuja zagadnienia zwigzane ze strukturg
genomow organellowych u roélin, a w szczegdlno$ci ze strukturg mitogenomoéw. W poréwnaniu
do stosunkowo jednolitej wielko$ci mitogenomow zwierzat i grzybdw, mitogenomy roslin ladowych
sa znacznie wigksze i bardziej zmienne, nawet migdzy spokrewnionymi gatunkami. Czgste zmiany
strukturalne mitogenomow oraz przypuszczalnie nizsza szybkos¢ ewolucji w poréwnaniu z genomami
plastydowymi sprawiaja, ze nie sg one zwykle pierwszym wyborem w badaniach nad filogenetyka,

filogeografig i genetyka populacyjna roslin (wyjatkiem sa tu wczesne rosliny ladowe, takich jak mszaki,



ktorych mitogenomy sa stosunkowo stabilne ewolucyjnie). Tak byto rowniez w przypadku P. patens,
ktorej zmiennos¢ i strukture genetyczng populacji w europejskiej czesci zasiegu, opisano za pomoca
markeréw mikrosatelitarnych. Porownano réwniez efektywno§¢ markerow SSR 1 ISJ.
W dotychczasowych badaniach nad P. patens zsekwencjonowano i opisano tez genom chloroplastowy,
ktory jednak nie byt jeszcze wykorzystany w badaniach populacyjnych. Z powyzszych wzgledéw
podjecie zadania polegajacego na analizie mozliwosci wykorzystania mitogenomu w kombinacji
z genomem chloroplastowym w genomice poroéwnawczej wymagato doglgbnego przygotowania
zarbwno w sferze wiedzy teoretycznej jak i mozliwosci wykorzystania najnowszych osiagnigé
technicznych i bioinformatycznych.

Zadanie, ktore nalezato wykonac na poczatku to zsekwencjonowanie i opisanie mitogenomu
P. patens. Szczegoblnie interesujaca jest pod wzgledem przekazanego zasobu danych dyskusja struktury
opisanego mitogenomu w stosunku do obecnej wiedzy na temat mitogenomow roslinnych. Dzigki temu
mozna bylo wskaza¢ te wyniki, ktére majg odkrywczy i nowatorski charakter. Zaprezentowana
szczegotowa wiedza na temat genomow organellowych mogta by¢ dalej z powodzeniem wykorzystana
w analizach z zakresu genomiki populacyjne;.

Aspekt zwigzany z ochrong réznorodno$ci genetycznej matych i izolowanych populacji zostat
rowniez w odpowiedni sposob zaprezentowany w rozprawie. Przedstawiono znaczenie badan nad
zmienno$cig genetyczng zagrozonych gatunkéw w aspekcie ich ochrony oraz oceny potencjatu
ewolucyjnego i zdolnosci adaptacyjnych populacji. Wyjasniono niebezpieczenstwo wejscia takich
populacji w tak zwang ,spirale wymierania”, napedzang sekwencja niekorzystnych procesow
demograficznych i genetycznych w populacjach. W odpowiedni sposdb zaprezentowano rdéwniez
dotychczasowa wiedze na temat badanego gatunku, gatunkéw pokrewnych i spokrewnionych linii
ewolucyjnych. Analiza pi$§miennictwa cytowanego w publikacjach i w dysertacji réwniez potwierdza
odpowiednie przygotowanie teoretyczne Kandydata, ktore jest wtasciwe do podejmowanej nowatorskiej
problematyki badawczej.

W mojej ocenie zaprezentowana rozprawa doktorska w zupelnosci spelnia wymég
prezentacji ogélnej wiedzy teoretycznej przez dr Kamila Szandara w zakresie dyscypliny nauki

biologiczne.

Ocena rozprawy doktorskiej pod katem rozwigzania oryginalnego problemu naukowego oraz
oryginalnego rozwiazania w zakresie zastosowania wynikéw wlasnych badan naukowych

Jak wspomniano wyzej w ramach wczesniejszych badan na zasobami genetycznymi sasanki
otwartej P. patens w zespole badawczym do ktorego nalezy Doktorant zsekwencjonowano i opisano
genom chloroplastowy, ktory charakteryzowat si¢ typowsa strukturg kolista. Przeprowadzone analizy

wskazaly, ze najwigkszg zmienno$ciag wewnatrzgatunkowg charakteryzuja si¢ regiony mi¢dzygenowe



ndhJ-ndhK, ndhD-ccsA oraz intron genu rpsl6, ktére z powodzeniem moga by¢é wykorzystane
w badaniach ewolucyjnych w zakresie zmienno$ci i struktury genetycznej populacji. W ramach
ocenianej rozprawy podjeto dalsze badania, ktére miaty na celu uzupehienie wiedzy o genomach
organellowych poprzez sekwencjonowanie dodatkowych genomoéow chloroplastowych i1 opisanie
de novo genomu mitochondrialnego oraz wykorzystanie tej wiedzy w analizie zasobé6w genomowych
gatunku na poziomie wewnatrzpopulacyjnym i migdzypopulacyjnym.

Podjety problem badawczy oraz odpowiednio sformutowany cel badan jest wigc oryginalny
w stosunku do dotychczasowych badan genomicznych nad P. patens, ale rowniez w szerszym aspekcie
badan nad ewolucja kladu wczesnych roslin dwulisciennych, do ktérych nalezy rzad Ranunculales.
Warto podkreslié, ze w momencie rozpoczgcia badan, nie byto znanych zadnych kompletnych
sekwencji mitogenomow roslin z tego rzegdu.

Wykorzystanie genomow mitochondrialnych ros$lin  w analizach filogenetycznych
i filogeograficznych bywa trudne ze wzgledu na duze rozmiary mitogenomu, obecno$¢ dtugich
powtorzen oraz fragmentow pochodzenia plastydowego. Podejsciem metodycznym, ktdére mozna
zastosowaé jest analiza regionow konserwatywnych, ktore moga mie¢ duzy potencjal w badaniach
filogenetycznych. Podjgcie tego problemu przez Doktoranta jest wigc oryginalne, ale stanowi roéwniez
duze wyzwanie naukowe. Do tej pory, genomy organellowe wykorzystywano najczesciej do okreslenia
dos¢ ,utrwalonych” powigzan filogenetycznych, czesto na poziomie miedzygatunkowym,
uwzgledniajagc réznice w sekwencjach nukleotydowych poszczegdlnych gendéw. Informacje
o zmienno$ci wewnatrzgatunkowej i strukturze genetycznej populacji bazujace jednocze$nie na danych
z obu genomo6w organellowych nie byly jeszcze przedmiotem wigkszych analiz.

Oryginalno$¢ 1 nowatorstwo problemu badawczego dotycza réwniez podjetej z powodzeniem
analizy poréwnawczej danych genomicznych z organelli z wynikami wczesniejszych analiz
pochodzacych z jadrowych markerow mikrosatelitarnych wykonanych na tych samych osobnikach.
Dzigki temu uzyskano unikalng mozliwo$¢ wielostronnych poréwnan — co bylo interesujacym
rozwigzaniem metodycznym.

W ramach dysertacji postawiono sze$¢ hipotez, ktore testowano w ramach rozwigzania
problemu badawczego. Przewidywano kolista strukture mitogenomu P. patens oraz wystgpowanie
regionéw pojedynczej kopii jako potencjalnych markerow genetycznych. Przewidywano, ponadto,
ze genomy mitochondrialne wykazujg nizszy poziom zmiennosci populacyjnej w stosunku do genomow
chloroplastowych, ale ich wykorzystanie rozszerzy mozliwosci identyfikacji haplotypow
1 genotypowania osobnikow. Zaktadano rowniez, ze oba genomy organellowe ujawnig podobna historie¢
ewolucyjng badanego gatunku.

Materiat roslinny uzyty do badan obejmowal lacznie 16 osobnikow P. patens, nalezacych
do pigciu populacji zlokalizowanych na terenie Polski potnocno-wschodniej. W badaniach zastosowano
nowoczesne metody sekwencjonowania i opisu genomow. Wykorzystano techniki sekwencjonowania

PacBio oraz Oxford Nanopore Technologies w potaczeniu z sekwencjonowaniem krotkich odczytow
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DNA i RNA. Zbadano zawarto$¢ gendéw oraz potencjat edycji RNA, rozklad powtarzajacych
si¢ sekwencji oraz w przypadku mitogenomu udzial sekwencji pochodzacych z plastydow.
Sekwencjonowanie PacBio Sequel =zostalo wykonane przez firme¢ zewnetrzng natomiast
sekwencjonowania nanoporowe z wykorzystaniem urzadzenia MinlON wykonano we zakresie zespotu
badawczego. Nastgpnie przeprowadzono analize filogenetycznej pozycji genomu mitochondrialnego
P. patens w oparciu o geny kodujace biatka oraz sekwencje genow polimeraz RNA i DNA. W dalszej
fazie przeprowadzono analize filogenetyczng haplotypow cpDNA i mtDNA na poziomie
wewnatrzgatunkowym oraz wykrywanie zmiennosci. Przeprowadzono migdzygatunkowe analizy
(Pulsatilla alpina, P. patens 1 P. pratensis) zmiennos$ci genow mitochondrialnych oraz zréznicowanie
nukleotydowe na poziomie rodzaju. W koncowym etapie przeprowadzono analizy zmiennos$ci
wewnatrzgatunkowej oraz analiz¢ zmian nukleotydowych, wykonano rowniez wizualizacj¢ zmiennosci
frekwencji SNP lub InDel migdzy populacjami.

Wyniki badan nie potwierdzity hipotezy, ze genom mitochondrialny P. patens charakteryzuje
si¢ kolistg strukturg. Wykazano natomiast, budowe wielochromosomowa, na ktora sktadajg si¢ trzy
liniowe chromosomy flankowane przez odwrocone sekwencje powtdrzone oraz unikalny dla rodzaju
Pulsatilla uktad regionow pochodzacych z chloroplastow. Powtdrzenia wystepujace w mitogenomie
P. patens 1 ksztaltujace jego strukture naleza do najdluzszych, jakie dotad zostaly wykryte.
Zidentyfikowano 14 regionéw odpowiednich do wykorzystania w analizach genomiki poréwnawczej.
Badania dostarczyly tym samym nowych cennych informacji o mitogenomie wczesnych
dwulisciennych. Wyniki podwazyly roéwniez ogo6lna hipoteze o jednokrotnym transferze
chloroplastowego DNA do mitochondrium na wczesnym etapie roznicowania si¢ roslin
okrytozalazkowych.

W badaniach nad wewnatrzpopulacyjna i mi¢dzypopulacyjng zmiennoscia wykorzystano dane
otrzymane z nowych sekwencji referencyjnych genomoéw organellowych. Potwierdzita si¢ hipoteza
o tym, ze genom chloroplastowy charakteryzuje si¢ wigkszym poziomem zmienno$ci w porownaniu do
genomu mitochondrialnego. Poréwnawcza analiza danych dla 16 osobnikéw P. patens z pigciu
populacji pozwolita na identyfikacje 160 mutacji punktowych, w tym 64 substytucji i 96 indeli. Dane
z mitogenomu ujawnity osiem razy mniej substytucji i sze$¢ razy mniej indeli. Pomimo tej r6znicy
zarowno w genomie chloroplastowym, jak i mitochondrialnym zidentyfikowano t¢ sama liczbe
haplotypéw — jedenascie. Wykazano jednak niezgodnos$¢ klastrow haplotypdéw mitochondrialnych
i chloroplastowych. Nie zaobserwowano tez zgodnosci rozmieszczenia osobnikéw na drzewie
filogenetycznym z ich potozeniem geograficznym. Jednoczesnie wykazano, ze zmienno$¢ genetyczna
populacji opisana za pomocg metod genomiki poréwnawczej rozni si¢ od danych uzyskanych za pomoca
markeré6w jadrowych. Przeprowadzona analiza potwierdzita natomiast wykazany wcze$niej
ograniczony przeptyw gendow migdzy populacjami.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty wigc, ze zastosowanie danych o genomach

organellowych ma istotny potencjal w analizie zmiennos$ci genetycznej populacji badanego gatunku
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1 moze otworzy¢ nowy rozdzial w badaniach nad zagrozonymi gatunkami roslin. Wyniki przedstawione
w rozprawie mogg stuzy¢ do dalszego opracowywania nowych markeréw genetycznych. Beda stanowic
podstawe do testowania kolejnych hipotez, zarowno dotyczacych filogeografii P. patens, jak rdwniez
adaptacyjnych odpowiedzi tego gatunku na zmieniajace si¢ warunki $rodowiskowe. Sposéb
zaplanowania i przeprowadzenia nowoczesnych badan oraz opracowania wynikéw jest podstawa
do mojej bardzo wysokiej oceny rozprawy doktorskiej dr. Kamila Szandara pod katem
rozwigzania oryginalnego problemu naukowego oraz oryginalnego rozwigzania w zakresie

zastosowania wynikow wlasnych badan naukowych.

Drobne uwagi i pytania do Doktoranta:

1. Na stronie nr. 7 Autoreferatu Autor opisuje niekorzystne zmiany jakie zachodza
w zroéznicowaniu genetycznym matych i izolowanych populacji roslinnych. Jako réwnorzedne
wymienione s3: depresja wsobna i zwickszenie poziomu homozygotycznosci, sugeruje si¢
rowniez, ze zachodzg one rownoczesnie. W mojej opinii takie sformutowania nie oddaja dos¢
precyzyjnie natury depresji wsobnej, ktora jest charakteryzowana przez fenotypowe symptomy
genetycznej degeneracji osobnikow, np. utrate wigoru itp. Najczesciej depresja inbredowa jest
nastgpstwem zwigkszonej homozygotycznosci, wige trudno méwié o tym, ze zachodzi
rownoczesnie.

2. Na stronie 19 autoreferatu w opisie porownujagcym wyniki zmienno$ci genetycznej
w populacjach wkradt si¢ btad dla poziomu heterozygotycznosci obserwowanej w populacji
Zabiele (P15), zamiast Ho= 0.102 podano Ho=102.

3. Wyniki badan przeprowadzonych przez Doktoranta wskazuja, ze dane o zmiennosci i strukturze
genetycznej populacji oraz molekularna identyfikacja osobnikow moga rézni¢ si¢ a nawet
prezentowa¢ odmienne wzorce w zaleznos$ci od uzytych markerow genetycznych. Jaki moze
to mie¢ wplyw na interpretacje historii ewolucyjnej gatunku (populacji) oraz ksztaltowanie
strategii ochrony jego zasobow genowych?

4. Czym mozna wyjasni¢ niezgodno$¢ uzyskanych wynikow struktury genetycznej
i pokrewienstwa filogenetycznego osobnikow P. patens opartych na genomach organellowych

z ich rozmieszczeniem geograficznym?



Whiosek koncowy

Biorac pod uwage powyzsze uwagi oraz pozytywna ocen¢ doktoratu dr. Kamila Szandara we
wszystkich ocenianych aspektach stwierdzam, ze spetnia on warunki okreslone w artykule 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023.742 ze zm.) stawiane
rozprawom doktorskim. Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan
i wysoka rangg uzyskanych wynikéw, zwracam si¢ do ww. Rady z wnioskiem o wyroéznienie rozprawy

doktorskiej dr. Kamila Szandara.

M, Widngisl



