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RECENZIJA
Pracy doktorskiej Hanny Kijak
wykonanej w Zakladzie Genetyki, Instytutu Biologii Eksperymentalne;j

Wydzialu Biologii Uniwersytetu im Adama Mickiewicza w Poznaniu, pod opieka naukowg
Pana dr hab. Ireneusza J. Odrzykoskiego oraz dr Konrada Celinskiego, pt:

"Polimorfizm haplotypow chloroplastowego 1 mitochondrialnego DNA u watrobowca
Marchantia polymorpha sensu lato."

Recenzja zostala przygotowana na wniosek Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, zgodnie z wymaganiami art. 20 ust. 5 Ustawy z 14 marca 2003 roku o
stopnia i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003, Nr 65, poz.

595 z pézniejszymi zmianami).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Hanny Kijak porusza problem
zroznicowania genetycznego genomow organellowych watrobowca Marchantia polymorpha s.1.,
waznego gatunku modelowego. Celem pracy bylo zbadanie polimorfizméw organellowgo DNA
oraz oszacowanie roznic genetycznych pomig¢dzy trzema taksonami tego kompleksu oraz migdzy
M. polymorpha i M. paleacea.

Jako dodatkowy cel pracy postawiono sekwencjonowanie i charakterystyk¢ genomu
plastydowego Marchantia polymorpha subsp. ruderalis. Recenzowana praca doktorska Pani mgr
Hanny Kijak przedlozona zostala w formie obszernego, liczacego 193 stron manuskryptu,
podzielonego na 8 rozdzialow oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Prac¢ otwiera liczacy niespelna dwie strony wstep, bedacy proba zdefiniowania problemu i
uzasadnieniem celowosci podjetych badan.

Drugi rozdzial stanowi 24-stronnicowy przeglad literatury, podzielony dodatkowo na cztery
podrozdzialy. Pierwszy z nich porusza zagadnienie roslin modelowych, skupiajac si¢ jedynie na
najczesciej badanych organizmach, z szczegdélnym uwzglednieniem badan na Arabidopsis.
Marchantia polymorpha jako roslina modelowa jest opisywana w kolejnym z podrozdziatow.
Uwazam, ze informacje zawarte w tym podrozdziale, powinny zosta¢ umieszone w wstgpic




pracy, co lepiej wprowadziloby czytelnika w poruszane zagadnienia. Trzeci podrozdzial
przegladu literatury przedstawia pobiezna, aczkolwiek wystarczajagca na potrzeby pracy,
charakterystyke genomow organellowych roslin. Doktorantka nie ustrzegla si¢ w nim jednak
paru bledow, szczegdlnie w opisie genoméw mitochondrialnych watrobowcow. Nie mozemy
zakladac, ze u wszystkich watrobowcoéw pseudogenizacji ulegly geny cob i nadl. Gen cob jest
funkcjonalny u wielu gatunkow, natomiast watrobowce z rodzajow Treubia 1 Haplomitrium
posiadajg rowniez funkcjonalny gen nad7. Ostatni podrozdzial porusza zagadnienie barkodingu
ro§lin. Mimo, Ze jest to zagadnienie, bardzo cz¢sto poruszane przez wspodlezesnych badaczy. ten
wazny, z punktu widzenia celu pracy rozdzial jest potraktowany pobieznie, a wybor omawianej
literatury sprawia wrazenie dos$¢ przypadkowego, szczegolnie pod katem roslin zarodnikowych,
do ktorych zaliczany jest przeciez obiekt badan niniejszej pracy. Superbacodingowi. czy
identyfikacji organizmoéw w oparciu o kompletne genomy organellowe, ktory dominuje w
najnowszej literaturze, poswigcono zaledwie jedne, pigciolinijkowy akapit poparty pojedynczym
cytowaniem. W kontekscie roélin nizszych, kontrowersyjne jest rowniez stwierdzenie o trudnosci
analizy genoméw mitochondrialnych, gdyz w tym przypadku mitogenomy sa latwiejsze do
uzyskania i analizy, a wspomniana homologiczna rekombinacja dostala do tej pory potwierdzona
tylko u jednego gatunku watrobowca. Ostatnig cz¢sS¢ tego rozdzialu poswigcono mozliwosci
zastosowania techniki HMR w identyfikacji gatunkowej. Wybor prac do przegladu literatury
oczywiscie moze by¢ w duzym stopniu subicktywny. tym bardziej, ze waga poszczegolnych prac
w opinii recenzentow, promotorow i Doktorantki moze by¢ rozbiezna.

Cele pracy zostaly zdefiniowane w rozdziale trzecim. Doktorantka przedstawila w nim siedem
pytan badawczych, ktorych numeracja, zapewne w wyniku bledu edytorskiego zaczyna si¢ od
numeru 8. Sformulowane pytania (cele?) sa dos¢ drobiazgowe. Pierwsze trzy rownie dobrze
mozna zamkna¢ w formie jednego, tym bardziej, Zze sa wzajemnie potwierdzajace lub
wykluczajace. W podobnym kontekscie postawione sa kolejne 3 pytania. Wystarczy jedna
odpowiedZ negatywna, na ktorekolwiek z pytan 1-6, aby przeczaco odpowiedzie¢ na pozostale.
Ostanie pytanie dotyczy weryfikacji hipotezy o hybrydowym pochodzeniu M. polymorpha ssp.
ruderalis.

Realizacji postawionych celow mialy sluzy¢ 4 zadania badawcze. polegajace na
sekwencjonowaniu wybranych regiondw metoda Sangera (nb, na nieistniejgcym urzadzeniu typu
ABI 3010XL, zapewne chodzilo o 3130XL), sekwencjonowaniu genomowym na platformie lon
Torrent, opracowaniu testu diagnostycznego w oparciu o technik¢ HMR, oraz analizie wynikow.
Ponownie musz¢ stwierdzi¢, ze takie sformulowanie celi i zadan badawczych jest moim zdaniem
dos¢ dyskusyjne. Praca doktorska powinna na pierwszym planie stawia¢ hipotezy, Kktore
oczywiscie moga by¢ formutowane w formie pytan, ale nie powinny byc¢ od siebie zalezne w tak
duzym stopniu.

Podsumowujac pierwsza czes$¢ rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzi¢, ze autorka wykazata si¢
dostateczng znajomoscia lezacych u podstawy pracy zagadnien. W przypadku wstgpu w
prezentowanym ukladzie, samo wprowadzenie powinno by¢ moim zdaniem bardziej skupione na
zagadnieniu zmiennosci i taksonomii rodzaju Marchantia, umozliwiloby to, wraz z pelniejszym i
bardziej trafnym doborem literatury, lepsze wprowadzenie czytelnika w poruszane zagadnienie.



Nadal pewien niedosyt pozostaje rowniez po lekturze rozdzialu poswigconego celom i zadaniom
badawczym, gdzie brakuje wyraznie zdefiniowanej glownej hipotezy, a na cz¢$¢ sposrod
stawianych pytan mozna odpowiedzie¢ bez potrzeby prowadzenia badan.

Material i metody badawcze zostaly przedstawione w rozdziale czwartym. Material badawczy
obejmowal 27 prob z kompleksu M. polymorpha oraz 4 proby z M. paleacea. llo$ciowo material
nie wydaje si¢ by¢ zbyt obszerny, ale do realizacji postawionych celow w pelni wystarczajacy.
Szkoda tylko, ze tak kosmopolityczny gatunek ja M. polymorpha zostal zebrany z niewielkiego
obszaru geograficznego.

Metody badawcze zostaly przedstawione skrupulatnie i ich opis nie budzi wigkszych zastrzezen.
Do$¢ dlugo mozna natomiast dyskutowaé nad sensem prowadzonych analiz, bo cze$¢ z nich
wydaj¢ si¢ slabo przemyslana, szczegdlnie w czgsci dotyczgce) sekwencjonowania genomu
plastydowego. Proby izolacji frakeji chloroplastow mialy by¢ moze sens kilkanascie lat temu, ale
w dobie kosztow sekwencjonowania 1G pz na poziome tysiaca zlotych, wydaja si¢ niepotrzebnie
wykonana pracyg. Traktowanie wyizolowanego DNA jako “chloroplastowego™ jest rowniez
sporym naduzyciem, gdyz opisana metoda nie pozwala na eliminacj¢ jadrowego DNA, a jedynie
na zwigkszenie udzialu chloroplastowego DNA z 3-5% do kilkunastu procent.

Moje zastrzezenia budzi takze wybor platformy do sekwencjowania plastomu, ktéra znana jest z
generowania duzej ilosci blgdow typu indel w obrgbie regionow homopolimerowych, ktorych w
genomie referencyjnym przeciez nie brakuje. Do sekwencjonowania genomow pod katem
analizy SNP (a taka prowadzono w pracy) stosuje si¢ zwykle metod¢ SBS.

Decydujac si¢ jednak (cho¢ trudno mi znalez¢ do tego logiczne uzasadnienie) na platforme¢ lon
Torrent, zdecydowanie nalezaloby skorzysta¢ z chipéw o wyzszej przepustowosci, gdyz nawet
dwie analizy (1x200 i1 Ix 400pz) mogly dostarczy¢ w najlepszym przypadku (w praktyce
niespotykanym) zaledwie 150M pz.

Bledne zalozemia metodyczne dotyczace sekwencjonowania genomu chloroplastowego M.
polymorpha doprowadzily do koniecznosci uzupelnienia luk w plastomie za pomoca
sekwencjonowania metoda Sangera. Nie do konca rozumiem natomiast potrzeb¢ klonowania
amplifikowanych, brakujacych fragmentow. Genom plastydowy jest haploidalny, na potrzeby
zapelnienia luk zaprojektowano specyficzne startery, dlaczego zatem wymagane bylo
klonowanie?

Mimo powyzszych uwag, redakcyjne opracowanie omawianego rozdzialu jest na wysokim
poziomie, a przebiegi poszczegolnych etapow analiz sa opisane bardzo skrupulatnie.

Rozdzial prezentujacy wyniki podzielony zostal na trzy podrozdzialy. W pierwszym z nich
Doktorantka przedstawia wyniki analizy gatunkéw M. polymorpha s.l. i M. paleacea w oparciu o
zsekwencjonowane regiony genomu plastydowego i mitochondrialnego. Wszelkie wykryte
polimorfizmy opisane zostaly szczegotowo i zilustrowane stosownymi tabelami. Szczegdlowo
przeanalizowane zostaly takze warto$ci zréznicowania nukleotydowego oraz odleglosci
genetycznej obliczone na podstawie uzyskanych danych. Nowoscia w poprawionej wersji
manuskryptu jest rowniez analiza ABGD, ktora, w wigkszosci przypadkow nie wyrdznila



badanych podgatunkéw. Sporo uwag budzi jednak podrozdzial poswi¢cony opisowi wynikow
analizy filogenetycznej przeprowadzonej za pomoca metod NJ, ML 1 Bayesowkie). O ile w
przypadku analizy metoda odleglosciowa (NJ) opis jest zgodny z wynikami przedstawionymi na
rycinie 7, to w przypadku dwoch kolejnych analiz poprawnos¢ interpretacji moze budzi¢ pewne
zastrzezenia. W przypadku analizy ML (rycina 8) nie mozna méwi¢ o trzech wyréznionych
grupach, gdyz tylko dwie sg istotne statystycznie (MC 1 MP). W analizie Bayesowskiej hipoteze
o monofiletycznosci danej grupy przyjmuje si¢ lub odrzuca (gdy PP<95), co w opisywanym
przypadku powinno ograniczy¢ si¢ do stwierdzenia wystgpowania dwoch grup, odpowiednio MP
plus referencja. oraz wspolnej grupy MC. MB i MA. Rozpisywanie si¢ o pozostatych
.prawdopodobienstwach™ jest w tym wypadku niefortunne. Niestety, ta bledna interpretacja
otrzymanych wynikow powielona zostala takze w dyskusji.

Drugi z podrozdzialow, poswigcony jest otrzymaniu i1 analizie kompletnego genomu
chloroplastowego. W poprawionej wersji pracy do tego rozdzialu nie mam wigkszych uwag.
Zarobwno opis wynikow sekwencjonowania 1 analiza porownawcza zostaly poprawnie
przedstawione. W tekscie poczatkowo nie moglem natomiast znalez¢ bardzo istotnej informacji
o zmianie liczby genow w genomie NC 037507, ktory wg tabeli rozni si¢ iloscia CDS-6w oraz
genow tRNA (tabela 25). Zostalo to wyjasnione dopiero w osobnym podrozdziale (5.2.3), z
ktorego wynika, ze dane w tabeli 25 powinny by¢ jednak skorygowane, chyba, ze ORF29 nie
wstepuje fizycznie, zadnym pozostatych plastomow.

Rozdzial poswigcony sekwencjonowaniu genomu chloroplastowego zostal znacznie poprawiony
i poszerzony. Szkoda tylko, Ze opisane w nim wyniki nie mialy wplywu na wyboér regionow
analizowanych w pierwszym podrozdziale. Przy poszukiwaniu najbardziej optymalnych
markerow gatunkowych nalezy raczej zastosowa¢ metodg ,,przesuwnego okna™ (sliding window)
o optymalnym dla barcodingu rozmiarze, w celu okreslenia najbardziej polimorficznych
regionow, ktore niekoniecznie musza by¢ zbiezne z sztywno zdefiniowanymi loci.

W trzecim z podrozdzialow Doktorantka opisuje wyniki analizy qPCR majacej na celu szybka
identyfikacje¢ poszczegdlnych grup genetycznych gatunkéow z rodzaju Marchantia. Test zostal
opracowany w oparciu o fragment sekwencji genow vcfl oraz ycf2. W oparciu o przedstawione
w pracy dane, opracowany test sprawdzil si¢ jedynie w identyfikacji M. polymorpha ssp.
ruderalis.

Podsumowujac rozdzial wyniki, nalezy stwierdzi¢, ze zostal on poprawiony i znacznie
rozbudowany w poprawionej wersji manuskryptu, speliajgc wszelkie warunki stawiane
rzetelnym opisom uzyskanych w badaniach rezultatow.

Rozdzial stanowiacy dyskusj¢ otrzymanych wynikow sklada si¢ z czterech podrozdzialow.

Doktorantka juz w pierwszym akapicie przypomina gléwny cel pracy, jakim byla
charakterystyka zroznicowania haplotypow M. polymorpha s.l. oraz formulujac swoisty wstep do
dalszej czesci, podzielonej juz na podrozdzialy dyskusji. Pierwszych z nich poswigcony jest
molekularnej delimitacji taksonéw z rodzaju Marchantia w oparciu o zastosowane markery.
Otrzymane wyniki sa wzglednie szeroko dyskutowane z opublikowanymi badaniami nad
mchami, watrobowcami, a takze roslinami naczyniowymi. Pod koniec tego podrozdzialu
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Doktorantka probuje przeprowadzi¢ dyskusj¢ z wynikami analiz filogenetycznych, powielajac
niestety bledy interpretacyjne z rozdzialu wyniki. W oparciu o otrzymane w pracy wyniki w
zaden sposob nie mozemy stwierdzi¢, ze .,Wszystkie analizy dziela taksony M. polymorpha na
trzy grupy odpowiadajace podgatunkom™. Warto tez zaznaczy¢, ze zwigkszanie ilosci danych nie
zawsze prowadzi do lepszego rozwinigcia drzewa filogenetycznego, tym bardziej, ze niektore z
analizowanych regionow dobrze wyrézniaty badane podgatunki.

Drugi z podrozdzialow dotyczy weryfikacji hipotezy o hybrydowym pochodzeniu M.
polymorpha ssp. ruderalis . W kontekscie przedstawionych przed Doktorantkg wynikow, mozna
posrednio odrzuci¢ postawiong hipotezg, szczegélnie, biorac pod uwage dobry dobor prob,
pozwalajacy na odrzucenie potencjalnego wplywu czynnika geograficznego na zréznicowanie
haplotypow. Jak wspomniatem jest to jednak metoda posrednia, w celu ostatecznego odrzucenia
stawianej hipotezy nalezaloby przeanalizowaé loci genomu jadrowego. Kolejny podrozdzial
dedykowany jest zastosowaniu testow qPCR-HRM w molekularnej identyfikacji organizmow,
skupiajac si¢ na zaletach zastosowanej metody. Niestety nie moge¢ si¢ zgodzi¢ z ostatnim
akapitem tej czg$ci dyskusji, ktory przeczy przedstawionym wynikom. Identyfikacje jednego z
trzech analizowanych gatunkéw trudno nazwac sukcesem i mozemy mowi¢ w tym przypadku
tylko o teoretycznej przydatnosci, ktorej nie udalo si¢ potwierdzi¢ w niniejszej pracy.

Czwarty 1 zarazem ostatni z podrozdzialow skupia si¢ na pordwnaniu genomow
chloroplastowych watrobowcow. Niewielka liczba znanych sekwencji genoméw plastydowych
watrobowcOw ogranicza dosé istotnie mozliwosci wyciagania wnioskow odnosnie ich struktury,
dlatego z duzym dystansem podchodzilbym do stwierdzeni o stabilnosci budowy plastomow.
Nawet w obrebie slabo zroznicowanych genoméw plastydowych watrobowcow plechowatych
(complex thalloids) wystgpuja zmiany strukturalne, czego najlepszym przykladem jest
Conocephalum conicum, ale z oczywistych wzgledow takie informacje mogly nie by¢ dostgpne
Autorce. Rozdzial ten jest generalnie dobrze napisany, a jedyna moja uwaga dotyczy proby
uzasadnienia wyboru platformy do sekwencjonowania. Proby dos§¢ nieudolnej, gdyz nawet
cytowana praca (Brozynska et al., 2014) jasno pokazuje jakie problemy generuje zastosowanie
platformy Ion Torrent (Tabele 1-3), generujac nawet kilkadziesigt dodatkowych SNP. Wbrew
stwierdzeniu, wyciagnigcie wnioskow dotyczacych roznic migdzy genomami, nawet w oparciu o
powolywany artykul nie musi by¢ szczegolnie trudne.

Przedstawione w rozdziale siodmym wnioski w wigkszosci sa uprawnione 1 wynikaja z
zrealizowanych zadan badawczych. Niefortunne sformulowania obecne w poprzedniej wersji
pracy zostaly poprawione, badz usunigte.

Rozdzial 8 stanowi spis literatury, a calo$¢ zasadniczej cz¢sci pracy wienczy spis tabel 1 rycin.

Ponad 1/4 objetosci pracy stanowi suplement, w ktorym umieszczono tabele z sekwencjami
starterow, sklady buforow reakcyjnych, profile reakeji PCR czy numery akcesyjne sekwencji
regionow uzyskane w wyniku realizacji pracy. Blisko 19 stron zajmuje tabela indeli powstalych
w wyniku poréwnana zsekwencjonowanego genomu z genomem M. paleacea. Ostatnia, moim
zdanie calkowicie zbedna czeScia suplementu sa wydrukowane sekwencji nukleotydowe
regionow wykorzystanych w badaniach. Trudno mi jest doszukiwac si¢ sensu zamieszczania taki



danych nawet w suplemencie, rownie dobrze, pracg mozna byloby powigkszy¢ o parg stron
drukujac jeszcze sekwencj¢ genomu plastydowego.

Przedstawiona praca doktorska ma natomiast stosunkowo niewicle uchybien redakcyjnych, a
wigkszo$¢ z nich znajduje si¢ w elementach dodanych do pierwotnej wersji manuskryptu. Nie
rzutuja one w jakikolwiek negatywny sposob na calos¢ pracy.

Podsumowanie

Recenzowany manuskrypt sprawia wrazenie rzetelnej rozprawy naukowe) 1 speinia wszystkie
wymagania stawiany pracom doktorskim w mysl ustawy z dn. 14 marca 2003 roku (dz. U. Nr 65
poz. 595 z pozniejszymi zamianami) art. 13, ust. 1.

W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ uprzejmie z wnioskiem do Wysokiej Rady
Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o przyjecie rozprawy
doktorskiej Pani magister Hanny Kijak i dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
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Jakub Sawicki

Olsztyn, 15 stycznia 2019





