Warszawa, 22.05.2024
Prof. dr hab, Wojciech Plader
Instytut Biologii
Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
ul. Nowoursynowska 159

02-776 Warszawa

RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr inZ. Sylwii Eryki Milarskiej
pt. ,Genetyczna charakterystyka wybranych alpejskich i arktyczno-alpejskich gatunkdéw z

rodzaju Cerastium L. (Caryophyllaceae)”

Niniejsza ocena zostata wykonana na podstawie zlecenia prof. dr hab. Niny Smoliiskiej,
przewodniczgcej Rady Naukowe] Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie, zgodnego z uchwatg o powotaniu recenzentow w przewodzie
doktorskim mgr inZ. Sylwii Eryki Milarskiej oraz art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawg

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

Struktura pracy

Zasadniczg cze$¢ dysertacji stanowig dwa artykuly naukowe w jezyku angielskim,
opublikowane w roku 2022 i 2023 w czasopismach naukowych z dziedziny nauk o Zyciu, tj.
Poland Journal of Applied Genetics IF2022 — 2.400; MEIN — 140 pkt. oraz Scientific Reports IFao22
— 4.600; MEiN — 140 pkt.

Rozprawa zostata uzupetniona o ogdlne STRESZCZENIA w jezyku polskim i angielskim;
WSTEP, skrotowo przedstawiajgcy aktualny stan wiedzy; HIPOTEZY | ZADANIA BADAWCZE,
okreslajgce obszar i zatozenia pracy; MATERIALY | METODY, charakteryzujgce wykorzystane w
badaniach materiaty roslinne oraz krétko podsumowujgce zastosowane procedury badawcze;
OMOWIENIE PUBLIKACJI STANOWIACYCH ROZPRAWE DOKTORSKA, opisowo przedstawiajace
hajwaZiniejsze osiagniecia pracy; PODSUMOWANIE | WNIOSKI, gdzie w 7 punktach

przedstawiono te, dotyczace zmiennosci genetyczne] C. alpinum z Babiej Gory oraz w 5



punktach te, dotyczace charakterystyki i analizie poréwnawczej genoméw chioroplastowych

C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens.

Streszczenia wiasciwie podsumowujg zakres prac oraz najwazniejsze obserwacje poczynione

przez Autorke.

Wstep przedstawia podstawowe zagadnienia zwigzane z podjetym przez Autorke problemem
i stanowi wprowadzenie w tematyke badawczg realizowang w pracy doktorskiej. Autorka
przedstawita Rodzaj Cerastium nalezgcy do rodziny goZdzikowatych (Caryophyllaceae) z okofo
200 przedstawicielami, do ktorych nalezy C. alpinum {jeden z 17 gatunkéw tego rodzaju
wystepujgcy w Polsce), uwazany za gatunek krytycznie zagrozony, wpisany do Polskiej
Czerwonej Ksiegi Roélin, a ktérego jedyne stanowiska znajdujg sig na Babiej Gorze {Beskid
Zywiecki, Karpaty Zachodnie} na obszarze Babiogérskiego Parku Narodowego. Autorka
zaznaczyta, ze dotychczasowa wiedza na temat réznorodnosci genetycznej poszezegdlnych
gatunkéw z rodzaju Cerastium jest bardzo ograniczona i opiera sie na niewielkiej liczbie badar.
Opieraty sie one gtéwnie na technikach molekularnych, takich jak: AFLP, RAPD, SCAR, analizy
polimorfizmu izoenzymatycznego, badania cytogenetyczne czy badania w oparciu o
sekwencje trzech  niekodujacych  regiondw  plastydowego DNA.  Doktorantka
scharakteryzowata system markeréw iPBS (ang. inter primer binding sites) — ich wczesniejsze
zastosowanie do analizy zmiennoéci genetycznej wielu gatunkdw roélin jak réwniez, w oparciu
o wtasne doéwiadczenia zespotu, sugestig, ze mogg one stanowi¢ cdpowiednie narzedzie do

poznania zmiennosci genetycznej C. afpinum.

W koricowe czesci wstepu Autorka skupita sie na opisaniu sekwencjonowania genomow
chloroplastowych oraz ich wykorzystywaniu w badaniach poréwnawczych, biotechnologii,
identyfikacji gatunkdw czy w analizach filogenetycznych. W tym miejscu zaznaczyta, ze w bazie
NCB! dostepne sa tyiko dwie sekwencje genomow chloroplastowych dla rodzaju Cerastium, w
tym jedna niekompletna, co stanowi o wysokim potencjale uzycia tej metody w

prowadzonych badaniach.

Hipotezy i zadania badawcze zostaty jasno zdefiniowane. Cel ogdlny zostat doprecyzowany w
postaci dwéch celdw szczegotowych. Autorka sformutowata réwniez, na podstawie danych
literaturowych, dwie hipotezy badawcze. W celu weryfikacji postawionych hipotez

zaplanowano zadania badawcze bedate tematami dwdch zaprezentowanych publikacii.



Materiaty i metody Autorka szczegdtowo scharakteryzowata materiat biclogiczny (4
lokalizacje, w sumie 133 osobniki} wykorzystany w badaniach, a takie podsumowata zakres
metod eksperymentalnych do ktdrych zaliczyé moina izolacje DMA, warunki reakcji PCR,
szereg analiz statystycznych, przygotowanie bibliotek i sekwencjonowanie cpDNA oraz
szerokie spektrum programow bioinformatycznych uzytych do analiz. Pragne zaznaczyé, ie

rozdziat ten przygotowany zostat bardzo starannie, utatwiajac jego odbidr.

Spis literatury obejmuje ponad 50 pozycji, ktére stanowig najwazniejsze artykuty naukowe z
wiodgcych swiatowych czasopism (ponad 40% z ostatnich dziesieciu lat} oraz wazne prace
opublikowane wczesdniej.
Oswiadczenia Autoréw pozwalajg jednoznacznie stwierdzi¢, ze udziat Pani mgr inZ. Sylwii Eryki
Milarskiej w realizacji ‘publikacji wchodzacyeh w sktad rozprawy byt znaczacy i w petnym
zakresie wypefnia sformutowane przez ustawodawce, w odniesieniu do prac zbiorowych,
kryterium indywidualnego wktadu kandydata przy opracowywaniu koncepcji, wykonywaniu
czesci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow jak rdwniez na przygotowaniu

tekstu manuskryptu i adpowiedzi na uwagi recenzentow.

Omdwienie publikacji stanowigcych rozprawe doktorska

C. alpinum w Polsce, ze wzgledu na ograniczony zasieg (jedynym miejscem jego
wystepowania jest pietro alpejskie Babiej Gory} uznawany jest za gatunek krytycznie
Zagrozony.

W tym rozdziale Autorka osobno przedstawita i omowita wyniki dla kazdej z prezentowanych
publikacji.

W publikaciji 1, w celu oceny kondycji genetycznej C. alpinum z Babiej Gory pordwnano
zmienno$¢ genetyczng tego stanowiska (po podziale na cztery czesdci, wyrdinione na
podstawie ich przestrzennego rozmieszczenia oraz uksztattowania powierzchni) do populacji
z innych regionéw geograficznych: Szwecji, Norwegii oraz Szwajcarii. Uzyte w badaniach
markery iPBS daty pozytywne wyniki zardwno w ujawnianiu polimorfizmu genetycznego
pomiedzy osobnikami z poszczegdlnych populacji, jak i pomiedzy nimi. Wykazano, ze
pomiedzy populacjami Szwajcarskg i Szwedzkg wystepuje wysokie podobienistwo, 4

populacje polskie tworzyty jedng, heterogeniczng grupe a najmniejszym podobiedstwem do



pozostatych grup cechowata sie populacja arktyczna. O ile populacje zagraniczne okazaty sig
genetycznie jednorodne to wszystkie populacje krajowe wykazywaty brak barier w przeptywie
gendw pomiedzy nimi, co ze wzgledu na ich bliskie skupienie przestrzenne nie powinno by¢
zaskoczeniem, a znalazto potwierdzenie w analizie IBD (ang. isolation by distance).
Uzyskane dane mogg stanowi¢ istotne Zrédto informacji niezbgdnych do opracowania
skutecznych strategii ochrony C. alpinum w Polsce oraz jego monitoringu.

Prosze o wyjaénienie, skutkiem czego, w przypadku badanych populacji, jest powstanie

efektu waskiego gardta?

Czy istniejg metody, a jezeli tak to jakie, przywrdcenia réznorodnosci genetycznej?

W publikacji 2 wykonano sekwencjonowanie genomdw chloroplastowych trzech

gatunkdw nalezgcych do rodzaju Cerastium, w skfad ktdrego wchodzi kompleks C. alpinum —
C. arcticum, w ramach ktdrego czeéé badaczy wyrdinia dwa odrebne taksony: C. arcticum s.
str. i €. nigrescens. W ramach badan przeprowadzono szereg analiz majgcych na celu
okreslenie struktury wymienionych genoméw jak i analizy poréwnawcze i filogenetyczne.
Zaznaczy¢ nalezy, ze sg to techniki powszechnie stosowane w pracach z tego zakresu. Z
zastosowaniem odpowiednich programdw bioinformatycznych okreslono: wielko$¢ i
procentowy sktad genomow (A, C, G, T, liczbe gendw, powtdrzenia genomowe i sekwencje
mikrosatelitarne, wystepowanie substytucji synonimicznych (Ks) i niesynonimicznych {Ka),
okre$lono poziom zréinicowania poréwnywanych genomodw, wyznaczono przewidywane

miejsca redagowania RNA a takze przeprowadzono szeroko zakrojone analizy filogenetyczne.

W moim mniemaniu, pomimo ogromu uzyskanych wynikdw, w pracy zabrakio tych,
powstatych w oparciu o prace czysto laboratoryjne, mogace postuzyé w pdiniejszym czasie
do fatwej identyfikacji badanych gatunkéw. O ile wyniki okredlenia polimorfizmow na
podstawie analizy powtdrzen genomowych i sekwencji mikrosatelitarnych wydajg sig mato
skomplikowane, mogace w przysziosci postuzyé w praktyce jako markery molekularne, to
wyznaczenie miejsc redagowania w oparciu tylko na podstawie wynikéw uiytego
oprogramowania bioinformatycznege moze budzi¢ watpliwosdci. Na podstawie literatury
wykazano bowiem, Ze w obrebie rosli, nalezgcych zaréwno do okrytonasiennych jak i
nagonasiennych, liczba miejsc redagowania waha sie od 21 (Oryza sativa) do 54 (Gossypium

hirsutum) — wyjatek Ginko biloba (255 miejsc) {np.: He et al. BMC Plant Biclogy (2016}



16:257). Dodatkowo, nie zanotowano tam miejsc redagowania typu U-C, ktére s3

zarezerwowane dla glewikdw (Anthocerotophyta) czy paproci.
Na czym polega koncepcja sygnalizacji reirogradowej w komarce roslinnej?
Co to jest heteroplazmia cpDNA i w jakiej sytuacji moze nastgpi¢ szybki powrét do

stanu homoplazmii?

Za najwazniejsze osiagniecia Pani mgr inz. Sylwii Milarskiej, bedgce wynikiem badan
opisanych w rozprawie doktorskiej uwazam te, opisane w postaci wnioskdw:
2. Dane molekularne ujawnily niski poziom wewngtrzpopulacyjnej zmiennosci C. alpinum
przy jednoczesnym wysokim zréznicowaniu genetycznym populacji.
4. Populacje C. alpinum z Babiej Géry stanowiag odrebna, aczkolwiek niejednorodng grupe
o generalnie wigkszej zmiennosci genetycznej niz populacje z innych regiondw.
7. Mima izolacji geograficznej (...) C. alpinum z Babiej Géry nadal stanowi rezerwuar cennej

zmiennosci genetycznej w ramach gatunku.
oraz

4. Uzyskane dane genomiczne dla genoméw chloroplastowych C. alpinum, C. arcticum i C.

nigrescens umoiliwity identyfikacje cech unikalnych dla poszczegdlnych gatunkéw.

5. Ujawnione powigzania filogenetyczne w obrebie rodziny Caryophyllaceae byly zgodne z
pozycjg taksonomiczng badanych gatunkdw, a w przypadku rodzaju Cerastium potwierdzity
odrebny charakter kazdego z badanych gatunkéw (w tym C. alpinum, C. arcticum i C.

nigrescens).

Nalezy podkreslié¢, ze nakfad pracy wymagany do realizacji postawionych sobie przez
Autorke celéw badawczych byt znaczacy.

Praca nad rozprawa wymagata opanowania szeregu technik eksperymentalnych oraz
wielu procedur analizy danych. Doktorantka wykazat sie umiejetnoscig prowadzenia badan i
interpretacji ich wynikow.
Drobne btedy edytorskie, jak np.: brak cytowania w tekscie Brysting et al. 2011; Khapilina et
al. 2021 w spisie literatury powinno byé ,,a”; Parusel — w tekscie jest 2012 (str. 19) a w spisie

literatury sg pozycje z 2001 i 2014 - nie majg wptywu na jakosé ocenianej pracy.



Stwierdzam, ze oceniana dysertacja spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim.
W szczegdlnosci stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Pani mgr inz.
Sylwia Milarska wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng oraz umiejetnoéé prowadzenia pracy
naukowej. Wnioskuje zatem, zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz.17.2023.742 ze zm.) do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr inz.
Sylwii Milarskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie

nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ze wzgledu na wielorako$¢ oraz duzg réznorodnaosc uzyskanych danych naukowych, na
ich nowy charakter a w szczegélnosci na zsekwencjonowanie i szerokie analizy
bioinformatyczne genomdw chloroplastowych u trzech dotad nie opisanych wczesniej
gatunkdw, tj. C. alpinum, C. arcticum i C. nigrescens, zwracam sie do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem

o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Sylwii Milarskiej.
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