Prof. dr hab. Krystyna Boratynska

Instytut Dendrologii Polskiej Akademii Nauk
Koérnik

borkrys@man.poznan.pl

Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Jopek pt. ,,Taksonomia

molekularna sekeji Batrachium (Ranunculus, Ranunculaceae) w Europie”

Rozprawa napisana zostata w formie niepublikowanej monografii, a nie w formie zbioru
publikowanych prac, jak to si¢ ostatnio najczesciej przyjmuje. Ustawa z dnia 14 marca 2003

r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
zezwala na takie przygotowanie rozprawy doktorskiej .

Promotorem Pani Magdaleny Jopek jest Pani dr hab. Joanna Zalewska-Gatosz (prof. UJ) na
podstawie decyzji Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Jagiellonskigo, a promotorem
pomocniczym jest dr hab. Michat Ronikier, prof. Instytutu Botaniki im. W. Szafera PAN w

Krakowie.

Recenzje¢ wykonalam na podstawie pisma Przewodniczacego Rady Dysecypliny ‘Nauki
Biologiczne’ Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, Pana prof. dr. hab. Andrzeja Kozika

z dnia 27.05.2020 r.

1. Warto$¢ naukowa rozprawy

Gatunki z sekcji Batrachium (wlosieniczniki, jaskry wodne) nalezg do rodzaju
Ranunculus i takie ujecie taksonomiczne przyjeto w niniejszej rozprawie. Ta grupa roélin
stwarza sporo klopotow juz na poziomie ustalenia samej liczby taksonoéw i ich odrézniania,
nie wspominajgc o badaniach pokazujacych ich drogi rozwoju ewolucyjnego. Dlatego,
uwazam, ze kazda praca na ten temat jest cenna i wnosi nowe wartosci. Podjecie badan nad
zroznicowaniem gatunkéw w obrebie badanej grupy roslin, w oparciu o markery genetyczne z
rownolegtym uwzglednieniem ich morfologii, jest niewgtpliwie oryginalnym i waznym

wktadem Pani Magdaleny Jopek w poznanie ich taksonomicznych relacji.



Uwazam, ze podjecie przez Panig Magdaleng Jopek zadania polegajgcego na identyfikacji
molekularnej gatunkow sekcji Batrachium oraz ustalenia ich wzajemnych relacji bylo nie lada
wyzwaniem. Bylo to mozliwe dzigki opiece Pani Promotor, dr hab. Joanny Zalewskiej-
Gatosz, ktora jest specjalistka w taksonomii tej grupy roslin, a takze dzigki wydatnej pomocy
promotora pomocniczego, Pana Michata Ronikiera.

Na wstepie checialabym wymieni¢ kilka najciekawszych wynikdw, jakie Doktorantka
uzyskata:

- przyczynita si¢ do uscislenia pozycji taksonomicznej kilkunastu taksonéw, miedzy innymi
takich, jak: Ranunculus ashibetsuenis Wiegleb., R. baudotii Godr., R. circinatus Sibth., R.
confervoides (Fr.)Fr., R. fluitans Lam., R. mongolicus (Krylov) Serg,, P. peltatus Schrank, R.
rionii Lagger czy R. trichophyllus Chaix.

- potwierdzita, ze trzy gatunki, Ranunculus omiophyllus Ten, R. hederaceus L. i R. tripartitus
DC. sg uznane za najstarsze ewolucyjnie i wyraZnie wyodrebniajg sie od reszty badanych
taksonow.

- dowiodla mieszancowego pochodzenia Ranunculus aqjuatilis L., R. kauffmmanni Clerc., R. x
gluckii A. Felix (= R.circinatus x R. trichophyllus), R. schmalhausenii Luferov, R.
penicillatus (Dumort.) Bab. i R. pseudofluitans (Syme) Newbould ex Baker &Foggitt,

- wykryla mieszarice migdzygatunkowe: Ranunculus aquatilis x R. peltatus, R. mongolicus x
R. trichophyllus, R. fluitans x R. circinatus a takze mieszanca do tej pory nie opisanego - R.
fluitans= R. baudotii.

- wykryla znaczng, nieznana wezesniej zmiennos$¢ wewnatrzgatunkowa Ranunculus
trichophyllus, przy czym gatunek ten morfologicznie nie jest az tak zréznicowany, jak mozna
byloby si¢ spodziewac biorac pod uwage jego bardzo rozlegly zasieg, ktéry przypada na
niemal cala Europg, znaczne tereny Azji i Afryki, Ameryke Pétnocna i Ameryke Potudniows,
Australie oraz Nowa Zelandie.

Przytoczone wyniki swiadezg o duzej wadze przedlozonej rozprawy oraz wskazuja na jej
szeroki, europejski zakres. Szkoda, ze Pani mgr Magdalena Jopek nie publikowata na biezaco

wynikéw swoich badan.

2. Warto$¢ merytoryczna rozprawy

Rozprawa zostala napisana, jak wspomniatam wyzej, w poprawnym stylu wlagciwym dla
dysertacji. W obszernym *Wstgpie’ (19 str.), Pani Magdalena Jopek we wlasciwy sposob

przedstawila obiekt badaf, jak i wprowadzita w tematyke badawcza. Wskazala takze na



wazniejsze aspekty wplywajace na wyjgtkowa uciagzliwos¢ badan taksonomicznych rodzaju
Ranunculus, sekcji Batrachium, do ktérych zaliczy¢ nalezy powszechng hybrydyzacje i
introgresje¢, a takze poliploidyzacje. Dos¢ obszerna (byé moze nawet zbyt obszerna) jest
czesé, w ktorej przyblizone zostaly zagadnienia zwigzane z filogenetyka molekularng roslin,
zastosowaniem markerow molekularnych w  filogenetyce, konstruowaniem drzew
filogenetycznych, oceng wiarygodnosci drzew filogenetycznych.

Cel pracy i hipotezy badawcze zostaty sformutowane krotko i przejrzyscie. Podstawowym
celem byla identyfikacja gatunkéw i ustalenie ich wzajemnych relacji. Doktorantka postawita
sobie 7 réznych hipotez badawczych, miedzy innymi zatozyta, ze identyfikacja molekularna
taksonéw bedzie zgodna z identyfikacjg morfologiczng. Do wszystkich hipotez
ustosunkowata si¢ w dalszych czesciach rozprawy, a zwlaszcza w podrozdziale
‘Podsumowanie’.

Material i metody przedstawione sg na 11 stronach. Material do badan obejmowat 19
taksonow (w tabeli na stronie 26 jest chyba 21 taksondw), wiekszos¢ roslin zebrana byla z
terenu Polski, ale takze z Rosji, Estonii, Finlandii, Wielkiej Brytanii, Danii, Wegier,
Chorwacji, Czarnogoéry, Grecji i Gruzji. Wykaz analizowanych prob i danych sekwencyjnych
wraz z nazwami taksonow i danymi lokalizacyjnymi zawiera dotgczona tabela (jako strona
26). Szkoda, ze wspomniana tabela nie ma tytulu ani numeracji. W dalszej czesci tego
rozdziatu Doktorantka omoéwita szczegdtowo techniki badan genetycznych (izolacje DNA,
amplifikacje DNA, elektroforeze i czyszczenie produktu PCR, sekwencjonowanie DNA,
klonowanie produktu PCR) oraz przedstawila sekwencje, na podstawie ktérych wykonala
analizy filogenetyczne.

Wyniki badan Doktorantka zaprezentowata na 15 stronach, ilustrujgc je 7 tabelami oraz 6
rycinami (w numeracji rycin sa pomytki). Wykonano sekwencjonowanie czterech regionéw
DNA: jadrowego - ITS i trzech chloroplastowych - rpl32-trnL, psbE-petl oraz matK.
Badaniami objeto 28 grup (rybotypdéw) odpowiadajacych taksonom. Rozumiem, ze ta
rozbieznos¢ w liczbie taksonéw (w materiatach wspomina sie o 19 taksonach, w tabeli na
stronie 26 jest 21) zmienita si¢ po uwzglednieniu wynikéw badar molekularnych opartych na
jadrowych markerach (czy tylko na rybosomalnych ITS?), w wyniku ktorych ustalono, ze
mamy do czynienia nie z 19 ale z 28 taksonami (patrz tab. 8). Ten watek nie jest do konca
jasny. W badaniach chloroplastowych wyrdzniono 19 haplotypéw (h1-h19), zaliczonych do 6
grup (tab. 12).

Drzewo filogenetyczne taksonéw sekcji Batrachium zbudowane na podstawie regionow

ITS ujawnito 7 kladéw, w ktérych znalazty sie najblizej spokrewnione ze sobg taksony oraz



grupe zewnetrzng ktorg stanowit R. sceleratus (ryc. 3). Wspomniany wyzej R. trichophyllus,
reprezentowany jest w badaniach przez 6 rybotypow (r1-r6), znalazl si¢ az w 4 kladach, co
$wiadczy o znacznej jego zmiennoséci wewnatrzgatunkowej.

Dendrogram, wykonany na sekwencjach chloroplastowych (rpl32-trnl 1 psbE-petl)
pokazal nieco inne relacje pomiedzy taksonami, niz te przedstawione na markerach
jadrowych. W tej analizie wyrdzniono 4 klady i grupe zewnetrzng reprezentowana przez dwie
sekwencje R. sceleratus. R. trichophyllus takze okazat si¢ taksonem zrdéznicowanym, bowiem
wykryto u niego 10 réznych haplotypow, ktére zaliczono do 5 grup (ryc. 5).

Relacje filogenetyczne na markerach jadrowy ITS i cpDNA byty identyczne tylko w
jednym kladzie (klad n-A = cp-A), w kladzie ktory tworzg trzy gatunki: R. hederaceus, R.
omiophyllus i R. tripartitus. W dalszej cze¢sci pracy Pani Magdalena Jopek wykazata, ze drogi
ewolucyjne tych ostatnio wymienionych gatunkéw wyraznie byty oddalone od drég
pozostatych taksondw i stanowia one ewolucyjnie najstarszg grupe sposrod badanych
taksonow.

Przedstawione zaleznosci filogenetyczne taksondéw na podstawie sekwencji ITS i na
podstawie sekwencji chloroplastowych wykazywaty znaczne réznice. Czym to mozna
wyttumaczyé¢, czy to tylko kwestia nieodpowiednich markeréw chloroplastowych, jak
sugerowata Pani mgr Magdalena Jopek? Doktorantka pokazala, ze przynaleznos$¢ do kladéw
wielu taksonow jest niepewna. W zwigzku z tym nasuwa si¢ pytanie, czy te relacje
filogenetyczne nalezy traktowaé jako wynik roboczy i wymagajacy dalszych badan? Mam
jeszeze jedno pytanie — czym mozna wytlumaczy¢ wyrazne réznice morfologiczne gatunkdw
spokrewnionych, np. R. circinatus i R. rionii. Te dwa gatunki znalazly sie w jednym kladzie
(n-c i cp-B, odpowiednio na bazie markerdw jadrowych i chloroplastowych), cho¢
morfologicznie sa rozne.

Rozdzial ‘Dyskusja’ zajmuje 18 stron. Poczatkowy jej fragment na temat znaczenia
gatunkow sekcji Batrachium w przyrodzie lepiej by pasowal do wstepu. Podobnie pisanie o
celu pracy jest tutaj zbedne.

Doktorantka po$wigcila wiele miejsca definicji gatunku w sekeji Batrachium. Wymienia 5
najezgsciej  dyskutowanych — koncepcji:  biologiczng, ekologiczng, morfologiczna,
filogenetyczng i genetyczna. Omoéwita je szczegdtowo na przykladzie badanych gatunkow
przytaczajac bogatg literaturg. Ostatecznie bioragc pod uwage specyfike jaskrow wodnych,
Autorka przyjela, ze gatunki w tej grupie roslin musza réznic sic pod wzgledem
ewolucyjnym, mie¢ ograniczony przeptyw genéw oraz powinny zachowywaé cechy

morfologiczne, ktore umozliwiajg ich rozpoznanie. Dodatabym tutaj jeszcze o morfo-



anatomiczno-geograficznej koncepcji gatunku, bowiem tak samo wartosciowe jak cechy
morfologiczne sg cechy anatomiczne i nie powinny by¢ pomijane; bardzo czgsto sg to cechy o
duzym znaczeniu diagnostycznym. Jak to wyglada u Batrachium, czy budowa anatomiczna
byla brana pod uwage w oznaczaniu taksondw? Ponadto nie trzeba specjalnie podkreslaé, ze
kazdy opis gatunku wymaga takze znajomosci jego zasiegu.

Obecnie, do wielu trudnych spraw wykorzystuje si¢ badania genetyczne, ktore dostarczajg
informacji na temat sekwencji nukleotydow DNA, tak jak mamy to w przypadku Batrachium
w niniejszej rozprawie. Doktorantka udowodnita w swojej rozprawie, ze zastosowanie
markerow genetycznych jest bardzo pewnym sposobem do identyfikacji gatunku, zwlaszcza
okazoéw mieszancowego pochodzenia.

Podkresli¢ trzeba, ze Autorka rozprawy wykazala bardzo interesujgce zrdznicowanie
genetyczne w obrebie R. trichophyllus, taksonu wspomnianego juz wezesniej. Wedlug Pani
Magdaleny Jopek R. trichophyllus jest gatunkiem polifiletycznym, a wykazane jego
zroznicowanie genetyczne powstato przede wszystkim na drodze izolacji geograficznej i
ckologicznej, przy czym nie ma ono przetozenia na zréznicowanie morfologiczne.

Rozprawa konczy si¢ ‘Podsumowaniem’, ktére stanowi koncowy fragment rozdziatu
"Dyskusja’. Faktycznie jest to podsumowanie pracy doktorskiej, ale z licznymi elementami
dyskusji. Tutaj tez Pani mgr Jopek ustosunkowuje si¢ do postawionych na poczatku rozprawy
hipotez badawczych. Wydaje mi sie, ze tak skonstruowana rozprawa w tym fragmencie jest
mato przejrzysta. Natomiast brakuje mi krotkiego rozdziatu nazwanego ‘Wnioski’, w ktérym
wypunktowane bylyby najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji badan.

Zamieszczona na koncu rozprawy bibliografia jest bardzo bogata, liczy 260 publikacii,
wickszo$¢ sg to prace genetyczne, ale wiele z nich dotyczy szeroko rozumianej biologii.
Przewazajg publikacje z ostatnich kilku lat, ale Pani Magdalena Jopek siggnela tez do prac
historyeznych, np. Hierna z 1837. Prac, ktorych przedmiotem badan s gatunki z sekcji
Batrachium jest cytowanych przynajmniej kilkanascie, kilka najnowszych dotyczy taksonéw

wschodnioazjatyckich.
3. Poprawno$¢ redakeyjna i drobne uwagi

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Jopek napisana jest jezykiem zrozumiatym i
poprawnym. Tabele sg jasne i czytelne, cho¢ w przypadku trzech z nich, z uwagi na ich
wielkos¢, nie sg fatwe w obstudze (tab. 1, 8, 12). Ryciny sa czytelne i dobrze opisane, jedynie

numeracja niektorych z nich jest pomylona (Ryc. 4 i 5 powinny mie¢ numery 6 i 7)



4. QOcena koncowa

Podsumowujac catos¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Jopek stwierdzam, ze
stanowi ona oryginalne osiggnigcie naukowe. Wprawdzie nie rozstrzygnieto wszystkich
problemow taksonomicznych i filogenetycznych w badanej sekcji Batrachium, ale
dostarczono wielu nowych wynikéw z zakresu wewnatrzgatunkowego zréznicowania
genetycznego badanych taksonow i relacji miedzy nimi, co niewgtpliwie przyczyni si¢ do
uscislenia wiedzy na temat tej grupy roslin.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Jopek spelnia warunki
okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pdzn.
zmianami) 1 wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie o dopuszczenie pani Magdaleny Jopek do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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