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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr inz. Magdaleny Jopek ,Taksonomia molekularna
sekcji Batrachium (Ranunculus, Ranunculaceae) w Europie”.

W obrebie rodzaju Ranunculus w sekcji Batrachium opisano 30 taksonéw o randze
gatunkowej oraz wiele hybrydéw. Uwaza sie rowniez, ze niektére gatunki maja pochodzenie
hybrydowe (F1) lub sg allopoliploidalne. Grupa ta stanowi wielkie wyzwanie dla taksonoméw w
zwigzku ze stosunkowo niewielka liczbg dostepnych cech morfologicznych oraz duzg
plastycznoscig fenotypowa. W zwigzku z tym czesto trudno o jednoznaczng identyfikacje
materiatu. Odszukanie nowych cech diagnostycznych bytoby bardzo pozadane w zwigzku z rolg
tych gatunkéw jako bioindykatoréw stanu ekologicznego wad.

W obrebie sekcji wystepuje duzy polimorfizm chromosomowy z cytotypami na pieciu
poziomach liczby chromosoméw (Prancl et al. 2018), od diploidéw (2n=16), triploidéw (2n=24)
tetraploidéw (2n=32), pentaploidéw (2n=40) po heksaploidy (2n=48) . 0d dawna poszukuje si¢
wiarygodnych markeréw molekularnych, ktére pozwolityby na pewna identyfikacje roslin oraz
rekonstrukcje historii filogenetycznej tej grupy.

Przedstawiona do recenzji praca oparta jest na analizie obszernego materiatu.
Analizowano mutacje ,rejonu ITS” - rodzinie genowej obejmujacej fragmenty niekodujgcych
sekwencji miedzy genowych ITS1, ITS2 oraz gen 5.8s rDNA. Jest to fragment jgdrowego DNA
czesto badany u roélin. Sekwencja ITS2 zostata zaproponowana jako roslinny ,barkod” do
identyfikacji gatunkowych (Yao i in. 2010). Oprécz ITS zbadano polimorfizm dwdéch sekwencji
chloroplastowego DNA ( rpl32-trnL oraz psbE-petL ) jako markerow cytoplazmatycznych, a dla
niektérych préb rowniez fragment sekwencji chloroplastowego genu matK.

Materiat do badan obejmowat 217 prob przypisanych pierwotnie do 18 gatunkéw oraz
dwdch taksondéw hybrydowych (R. x glauckii i R. x kolchoenisis). Wstepna identyfikacja zostata
przeprowadzona na podstawie cech morfologicznych. Ten bogaty materiat zebrano w ramach
projektu, ktérego celem jest opracowanie taksonomiczne sekcji Batrachium w skali catego
zasiegu. Zostal on w pracy wykorzystany wszechstronnie, stagd praca jest wielowgtkowa. Dla
recenzenta spoza grona specjalistéw znajacych badang grupe trudne jest przesledzenie
wszystkich watkdw.

Autorka starata sie zweryfikowac kilka hipotez funkcjonujgcych w literaturze oraz
sformulowata réwniez wiasne. Dane sg analizowane na rézne sposoby i moim zdaniem niektére
watki mozna bytoby wytaczy¢ bez szkody dla pracy np. identyfikacja préb zdeponowanych w BG
przez innych autoréw. To samo dotyczy wigczenia do analiz azjatyckiego gatunku R. mongolensis
czy dwach gatunkéw hybrydowych (R. x glauckii i R. x kolchoensis), dla ktérych nie dysponowano
duzg préba roélin.



We wstepie oméwiono badania przeprowadzone do tej pory nad przedstawicielami sekcji
Batrachium oraz w osobnym podrozdziale kr6tko oméwiono procesy ewolucyjne, ktére moga
ksztattowaé réznorodnoéé genetyczna badanej grupy. Oméwiono rowniez zagadnienia zwigzane
z wykorzystaniem markeréw molekularnych do identyfikacji roslin, metody rekonstrukcji drzew
i sieci filogenetycznych oraz metody oceny ich wiarygodno$ci statystycznej. Jest to bardzo
syntetyczne i profesjonalne wprowadzenie w aspekty metodyczne pracy. Uzasadniono rowniez
wybér markeréw oraz wybrane metody analizy danych.

Gl6wnym celem pracy byto wyszukanie diagnostycznych mutaciji, ktore bytyby przydatne
do identyfikacji badanych taksondéw i weryfikacja ich przydatno$ci do identyfikacji hybrydéw.
Jednym z celéw pracy byta réwniez rekonstrukcja historii filogenetycznej gatunkow ,CZystych”
na podstawie polimorfizmu ITS i cpDNA, co zostato pominiete w czgsci ,Cele pracy i hipotezy
badawcze”

Przedstawiono siedem hipotez, z ktorych dwie sg sformutowane bardzo ogolnie (, W
sekcji Batrachium dochodzi do hybrydyzacji migdzygatunkowe;j” i ,Najstarsze ewolucyjnie sg
wlosienniczniki posiadajace zdolno$¢ do wyksztatcania lidci ptywajacych”) Pozostate hipotezy sg
szczegotowe i dotycza postulowanego pokrewieristwa taksonomicznego par gatunkéw albo
hybrydowego pochodzenia niektérych z nich.

Material i metody

Material pochodzit gtéwnie z Polski, Rosiji i Finlandii. Wszystkie préby byly
identyfikowane na podstawie cech morfologicznych przez specjalistdw. Przypisano je do 17
gatunk6w i dwéch taksonéw hybrydowych (R. x glauckii, R. x kolchoensis). W przypadku 9 prob
identyfikacja morfologiczna byta alternatywna ( R. aquatilis/ trichophyllus). Identyfikacja byta
pézniej weryfikowana przy pomocy wykrytych alleli diagnostycznych. Nie dysponowano danymi
cytogenetycznymi, a dane literaturowe dotyczace mozliwej liczby chromosomowej badanych
roslin sa cytowane sporadycznie.

Uzyskano sekwencje nukleotydowe dla 215 préb. Sekwencje te zostaly zdeponowana w
bazie GeneBank (NCBI) i uzyskaly numery katalogowe (akcesyjne). Niektére z sekwencji byly
wykorzystane wczeéniej w pracy Bobrova iin. (2015), ktérej doktorantka jest jednym ze
wspbtautoréw. W niektérych analizach wykorzystano réwniez sekwencje zdeponowane w Banku
Genoéw uzyskane przez innych autoréw. Nalezy wspomnie¢ o tym, ze sekwencjonowanie
odbywato sie z wykorzystaniem jednego startera (s. jednokierunkowe). W przypadku ITS
sekwencjonowanie przeprowadzono réwniez dla klonowanych produktéw reakcji PCR dla
szesciu prébek R. kaufmanii, trzech R. x glauckii, dwéch R. x kelchoensis i R. penicillatus oraz
jednej R. pseudofluitans. Klonowanie miato na celu sprawdzenie haploidalnego zestawu alleli dla
weryfikacji poprawno$ci interpretacji miejsc heterozygotycznych dla gatunkéw o postulowanym
hybrydowym pochodzeniu.

Wyniki

Wyniki oméwiono bardzo szczegétowo, zestawiajgc dane w wielu kombinacjach: osobno
dla gatunk6w ,czystych” oraz po uwzglednieniu gatunkéw i préb traktowanych jako hybrydowe.



Analizowano réwniez osobno sekwencje ITS i sekwencje cpDNA oraz poréwnywano ich wyniki.
Gléwne wyniki przedstawione sg rowniez w podsumowaniu (podrozdziale 5.6) Dotycza one
trzech zagadnien:

Identyfikacji ,molekularnej” gatunkéw
Wykryto 76 genotypdéw (,rybotypéw”) ITS oraz 19 haplotypow chloroplastowego DNA

1. Autorka znalazta allele diagnostyczne umozliwiajgce identyfikacje 11 z 17 badanych
gatunkow, co pozwolito na przypisanie préb do odpowiednich gatunkdw lub ich
zidentyfikowanie jako préb o pochodzeniu hybrydowym (ze wskazaniem gatunkéw
rodzicielskich). Trudno sie jednak zorientowac, ile i jakie mutacje sg gatunkowo
specyficzne. Mozna te informacje wyszuka¢ w zatgczonych tabelach (tab. 8,12), ale nie
jest to tatwe. Autorka stwierdzila, zZe identyfikacja morfologiczna préb w wielu
przypadkach jest zawodna i nie pokrywa sie z identyfikacja na podstawie diagnostycznych
mutacji.

2. Na 217 badanych préb btedng identyfikacje stwierdzita dla 66 préb, a 58 prob byto
pochodzenia hybrydowego. Okazato sie np. ze nieomal wszystkie préby identyfikowane
morfologicznie, jako R. penicillatus to R, peltatus.

3. Autorka wykryta btedng identyfikacje taksonomiczng sekwencji zdeponowanych przez
innych autoréw. Dotyczy to potowy porownywanych sekwencji.(8/15)

Analiza filogenetyczna

Genotypy ITS podzielono na 28 mniejszych grup i 3 grupy gtéwne (tab. 8) . Dla sekwencji
chloroplastowych wykryto 19 haplotypow podzielonych na 6 grup. (Tab. 12)

1. Autorka przeprowadzita analize filogenetyczng, ktdra pozwolita na wyrdznienie czterech
kladéw na podstawie sekwencji ,ITS” dla préb ,czystych” (n-A,B,C,D) lub siedmiu, gdy
wigczeniu do analizy gatunki i préby hybrydowe Wyrézniono réwniez cztery kladéw na
podstawie sekwencji chloroplastowych (cp-A,B,C,D).

2. Potwierdzila silne zréznicowanie genetyczne R. trichophyllus, gatunku polimorficznego
pod wzgledem liczby chromosomdéw (Prancl et al. 2018 ). Stwierdzita polifiletyczno$é
tego gatunku (sekwencje ITS w klatach C i D z haplotypami B i D) oraz wystepowanie
gatunkow kryptycznych. Nie widomo jednak, czy jest korelacja pomiedzy kladami a

cytotypami.

3. Stwierdzila, Ze najstarsze filogenetycznie sa dwa gatunki diploidalne (R. hederaceus i R.
omniophyllus) oraz tetraploidalny R. tripartitus. Gatunki te charakteryzujg sie wspdlnym
rybotypem i haplotypem . Wyniki pozwolity na odrzucenie hipotezy o wyksztatcaniu lisci
ptywajacych tylko u gatunkéw najstarszych ewolucyjnie w sekcji Batrachium.

4. Autorka stwierdzita réwniez, Ze R. baudotii nie jest spokrewniony filogenetycznie z R.
peltatus.




Hybrydyzacja i poliploidyzacja

Dowody na hybrydowe pochodzenie prob opierajg sie gtéwnie na wykryciu ,,
addytywnego charakteru wielu diagnostycznych pozycji nukleotydowych” (heterozygotycznosci)
w rejonie ITS dla wielu loci jednoczesnie. Dodatkowe dowody pochodzg z klonowanych
fragment6éw reakcji PCR u R kaufmanii, R. penicillatus i R. pseudofluitans oraz R.x glauckiii R.x
kelchoensis, co pozwolito na identyfikacje gatunkéw rodzicielskich.

1. Wyniki sugeruja, ze szeroko rozpowszechniony R. aquatilis jest heksaploidem, ktory
powstat przez poliploidyzacje dwéch kryptycznych gatunkéw z grupy R. trichophyllus o
roznym rybotypie ( r6 x r3) Pierwszy z nich jest gatunkiem matczynym, co wynika z
haplotypéw cpDNA.

2. Autorka sugeruje ze tetraploidalny R. kaufmanii powstat przez hybrydyzacje dwdch
kryptycznych gatunkéw R. trichophyllus

3. Autorka przedstawia dowody na to, ze R. penicillatus jest hybrydem R. fluitansi R.
peltatus.

4, Wyniki pozwalajg na potwierdzenie hipotezy, ze triploidalny R. schmalhausenii (2n=24)
jest hybrydem R. peltatus oraz niezidentyfikowanego gatunku rodzicielskiego. Wyniki
opublikowano w pracy Bobrovaiin. (2015)

5. Dane autorki potwierdzajg hipoteze, Ze hexaploidalny R. pseudofluitans jest hybrydem
tetraploidalnego R. fluitans (jako gatunek matczyny) i diploidalnego R. circinatus.

6. Wyniki autorki potwierdzajg zatem hipoteze o czestym tworzenie taksonow
hybrydowych w badanej grupie. Dla przejrzystosci warto bytoby podzieli¢ je na hybrydy,
u ktdrych nie zaszta poliploidyzacja od gatunkoéw allopoliploidalnych.

Na konicu podsumowania autorka wspomina o trudnosciach, ktore napotkata przy
interpretacji swoich danych w sytuacji niepewnoéci identyfikacji morfologicznej. W dalszych
badaniach proponuje ,zastosowanie metod opartych na sekwencjonowniu nowej generacji, co
by¢ moze umozliwi uporzadkowanie taksondw mieszaicowego pochodzenia czy poliploidéw”.
Moim zdaniem lepsze wyniki mogtoby przynie$¢ powigzanie badania genotypdéw z analizg
cytologiczng metodg cytometrii przeplywowej oraz informacjami np. na temat sterylnosci
badanych préb.

Whioski autorki sg z reguty dobrze udokumentowane. Mam jednak pewne watpliwosci,
co do dwdch kwestii.

Czy hipoteza sugerujaca, ze najstarsza filogenetycznie jest grupa trzech gatunkow ( R.
hederaceus i R. omniophyllus, R. tripartitus) nie jest za wczeénie odrzucona? W analizie
filogenetycznej powinno uwzgledni¢ sie wieksza liczbe gendéw i wszystkie gatunki sekcji. Wyniki
analizy tylko malych fragmentéw genomu mogg nie odzwierciedla¢ filogenezy gatunkowej.

Zastanawiam sie rowniez nad tym, czy relacje filogenetyczne nie zmienilyby sie, gdyby

przy rekonstrukeji genomu chloroplastowego (i w mniejszym stopniu ITS) poming¢ insercje -
delecje o dyskutowanej przydatnosci? Nie zrobiono takiego poréwnania.




W pracy autorka poruszyta wiele watkéw. Przesiedzenie wszystkich byto duzym
wyzwaniem dla recenzenta. Trudno byto zapoznac sie z pelng dokumentacjg zawartag w
wielkoformatowych tabelach zbiorczych. Utatwieniem bytoby, gdyby surowe dane i rysunki byty
dostarczone jako pliki na dotgczonej ptytce CD. PoZzadane bytoby réwniez przygotowanie
dodatkowych tabel zbiorczych, pozwalajgcych tatwo zorientowac sie o wielkosci préby dla
gatunkéw czystych, hybrydéw oraz liczbie i rodzaju diagnostycznych mutacji pozwalajacych
odrozniaé gatunki itp.

Podsumowujgc moge stwierdzi¢, ze praca zawiera oryginalng, autorskg préobe rozwigzania
problemu naukowego. Wykazuje opanowanie warsztatu filogenetyka molekularnego oraz ogdéing
wiedze teoretyczng autorki dotyczacg analizy zmiennoéci genetycznej. Dowodzi umiejetnosci
prowadzenia pracy naukowej na wszystkich jej etapach, od formutowania hipotez, generowania
i analizy danych, po kompetentng dyskusje wynikéw na tle literatury przedmiotu.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi rozprawa speinia warunki stawiane pracom
doktorskim w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. ,0 stopniach naukowych i tytule naukowym.....” z
poZniejszymi uzupetnieniami. Stawiam zatem wniosek o dopuszczenie pani mgr inz. Magdaleny
Jopek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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