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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi cykl trzech spéjnych tematycznie
artykutéow  naukowych opatrzonych wspdlnym opracowaniem. Artykuty zostaty
opublikowane w latach 2021-2022, w miedzynarodowych czasopismach naukowych z
zakresu nauk o zyciu i charakteryzujacych sie znaczacymi wskaznikami bibliometrycznymi tj.:
Plants (IF2021=4,658, pkt.mnisw=70), Genes (IF2021=4,141, pkt.mnisw=100) i International Journal
of Molecular Sciences (IF2021=6,208, pkt.mnisw=140). Wszystkie artykuty sg wieloautorskie i
maja od 4 do 7 autoréw. Doktorantka jest drugim autorem w pierwszym artykule, ktory jest
przegladowy i pierwszym autorem w artykule drugim i trzecim, ktére sa eksperymentalne.
Wtaczone do dokumentacji oswiadczenia wspdtautoréw artykutéw eksperymentalnych
wskazujag na dominujacy i merytorycznie istotny wkitad Doktorantki w ich powstanie.
Doktorantka prowadzita materiat badawczy, wykonata wszystkie analizy laboratoryjne
obejmujace: izolacje DNA, amplifikacje markerdw nrITS i cpDNA, przygotowanie preparatow
cytogenetycznych i ich barwienie w DAPI i DAPI/CMAs;, przygotowanie sond do
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), przeprowadzenie FISH, archiwizacje analiz
mikroskopowych oraz uczestniczyta w pomiarach wielkosci genomu. Przeprowadzita analizy:
filogenetyczne, struktury kariotypu, ewolucji wielkosci genomu i ewolucji loci rDNA,
przygotowywata ryciny i manuskrypty publikacji. Natomiast oswiadczenie Doktorantki co do
jej wktadu w przygotowanie artykutu przegladowego jest bardzo nieprecyzyjne i sprowadza
sie do stwierdzenia, ze ,mdj udziat polegat na pisaniu manuskryptu i przygotowaniu figur”,
podobnie zreszta jak w przypadku trzeciego autora artykutu. Poniewa:z jest to artykut
przegladowy prositabym Doktorantke o uszczegétowienie jakie rozdziaty/podrozdziaty i
ryciny zostaty przez nig przygotowane, czy w catosci czy czeSciowo.

Rozprawa oprécz artykutéw (Rozdziat Il), zawiera Autoreferat rozprawy (Rozdziat 1)
obejmujacy: Wprowadzenie, Cel pracy doktorskiej, Materiaty i metody, Wyniki i dyskusjg



oraz Literature; Podsumowanie i wnioski (Rozdziat Ill); Streszczenie w j. polskim i angielskim
(Rozdziat IV i V) oraz Oswiadczenia autoréw (Rozdziat VI).

Badania bedace przedmiotem rozprawy byly finansowane ze $rodkéw Narodowego
Centrum Nauki w ramach projektu OPUS 14 (2017/27/B/NZ8/01478) i zostaty wykonane w
Zespole Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska US pod kierunkiem Pani dr hab. Bozeny Kolano, prof. US.

Wprowadzenie rozpoczynajace Autoreferat rozprawy jest syntetycznym opisem
przedstawiajagcym zagadnienia zwigzane z podjetym przez Doktorantke problemem
badawczym. Autorka przybliza pojecie genomu, zwraca uwage na cechy charakterystyczne
struktury genomoéw roslinnych, w szczegdlnosci na wysycenie genomu sekwencjami
powtarzalnymi, w tym m.in. na geny kodujace rybosomalny RNA (rRNA) i ich znaczenie w
badaniach filogenetyczych i cytogenetycznych nad ewolucja genoméw roélinnych.
Wprowadza w zagadnienia analizy struktury i ewolucji kariotypdw, charakteryzuje rodzaj
Crepis pod katem cytogenetycznym i syntetycznie wspomina o metodach cytogenetycznych i
molekularnych wykorzystywanych do analizy ewolucji genoméw i kariotypéw. Tresci

przedstawione w tym rozdziale uwazam za wtasciwie dobrane i wyczerpujgce w kontekscie
tematyki rozprawy doktorskiej. Niemniej jednak, wprowadzenie tytutéw dla poszczegélnych
akapitow lub grup akapitdw poprawitoby jego czytelnosé. Tekst rozdziatu zostat
przygotowany w oparciu o liczng, w tym najnowszg, literature anglojezyczng opublikowana
w uznanych czasopismach naukowych. Wynika z niego, ze Doktorantka jest dobrze
zorientowana o stanie aktualnej wiedzy w zakresie poruszanej tematyki.

Kolejny podrozdziat Autoreferatu rozprawy to Cel pracy doktorskiej, w ktérym zostaty

sformutowane 4 hipotezy badawcze w odniesieniu do trendéw i kierunkéw ewolucji w
rodzaju Crepis, ktére Doktorantka weryfikowata w oparciu o trzy cele badawcze jakimi byty:
1) zrekonstruowanie zaleznosci filogenetycznych miedzy badanymi gatunkami Crepis, ktére
umozliwig badania nad ewolucjg kariotypu i wielkosci genomu, 2) poznanie trendéw w
ewolucji wielkosci genomu i ewolucji podstawowe;j liczby chromosoméw w rodzaju Crepis
oraz 3) poréwnanie organizacji chromosomowej loci rDNA w rodzaju Crepis. Cele te s3
istotne dla poszerzenia wiedzy nt. mechanizméw ewolucji chromosomoéw roslinnych i
znaczenia przemian chromosomowych w réznicowaniu sig i specjacji gatunkow.

Podrozdziat Materiaty i metody opisuje w skrocie materiat badawczy wykorzystany w

badaniach i stosowane metody, facznie dla wszystkich badan opisanych w dotagczonym cyklu
trzech artykutéw. W sumie do wszystkich analiz Doktorantka wykorzystata bardzo duzg, jak
na tego typu badania, kolekcje obiektow w sktad ktdérej wchodzito 55 cytotypéw
reprezentujacych 45 gatunkéw Crepis i dodatkowo 4 inne gatunki (tacznie 6 obiektow)
stanowigce grupe zewnetrzng w analizach filogenetycznych. Czes¢ opisujaca stosowane
metody w niektorych miejscach jest zbyt skrotowa, a czasami btednie wyedytowana (jak np.
wzOr na indeks asymetrii, str. 16). Mimo, ze cze$¢ brakujacych elementéw mozna znalez¢ w
dotfaczonych artykutach, prosze Doktorantke o doprecyzowanie nastepujacych zagadnien:

1. zjakiej liczby roslin w obrebie cytotypu izolowano DNA

2. co zawierat bufor wykorzystany do ekstrakcji jader komdrkowych z lisci, ktdre potem

byty podstawg analizy cytometrycznej

Strona | 2



3. ile roslin w obrebie cytotypu wykorzystano w analizach kariotypu

4. jaki byt czas barwienia ptytek metafazowych chromomycyng As i DAPI w barwieniu
réznicowym chromosomow?

Mimo powyzszych pytan, caty rozdziat pozwala zapoznaé sie na wystarczajagcym poziomie dla

zrozumienia opisanych péiniej wynikéw, z zastosowanymi materiatami rodlinnymi i

wykonanymi analizami.

Kolejny podrozdziat rozprawy poswiecony jest oméwieniu wynikéw zawartych w
dotaczonych dwéch artykutach eksperymentalnych i ich dyskusji. W akapicie
wprowadzajagcym do tego podrozdziatu Doktorantka nawigzuje do pierwszego artykutu z
cyklu, ktéry ma charakter przegladowy i z oczywistych wzgledéw go nie omawia. Zapewne
zostat on wtaczony w cykl artykutéw stanowigcych rozprawe doktorska jako swoiste
wprowadzenie czytelnika w omawiane zagadnienia badawcze. | w rzeczy samej stanowi
bardzo rzeczowy, ciekawy i obszerny przeglad literatury nt. wykorzystania narzedzi
cytogenetycznych do interpretacji ewolucji genomu roslin okrytozalgzkowych. Osobiscie
jednak, bardziej preferuje rozprawe doktorska sktadajagca sie tylko z artykutéw
eksperymentalnych. Tym bardziej, ze w mojej opinii, liczba przebadanych materiatéw i
przeprowadzonych analiz jak réwniez jakos¢ i waga wygenerowanych wynikdw opisanych
przez Doktorantke w dwéch artykutach eksperymentalnych byly wystarczajagce do
przygotowania rozprawy doktorskiej.

W czesci nawigzujacej do otrzymanych wynikéw, a opisanych w artykule drugim,
Doktorantka przedstawia zaleznosci filogenetyczne dla rodzaju Crepis, jakie zrekonstruowata
w oparciu o markery jadrowe nrITS (ang. nuclear ribosomal internal transcribed spacer) i 55
rDNA NTS (ang. not-transcribed spaser) oraz cztery markery plastydowe. W efekcie
przeprowadzonych analiz wyrdzniono dwie linie ewolucyjne tj.: Lagoseries i Crepis sensu
stricto z czterema kladami blisko spokrewnionych gatunkéw. Dalej przedstawia analize
struktury kariotypu badanych gatunkéw Crepis, ktéra zostata przeprowadzona w oparciu o
podstawowq liczbe chromosomoéw, typy morfologiczne chromosomdéw i indeks asymetrii.
Otrzymane wyniki wykazaty duze zréznicowanie liczby chromosoméw oraz formut kariotypu.
Wiekszos¢ analizowanych gatunkéw byta diploidalna, dla ktérych wyrézniono 5 wartosci
podstawowej liczby chromosoméw (od x = 3 do x =11), przy czym najczesciej obserwowana
wartoscig byto x = 4 oraz x = 5. Badania ewolucji podstawowej liczby chromosoméw w tle
filogenetycznym w oparciu o markery nriTS i chloroplastowe, wykazaty, ze dla obu linii
ewolucyjnych ancestralna liczba chromosomoéw to x=6, a dominujgcym trendem w ewoluc;ji
chromosoméw w rodzaju Crepis byta dysploidalno$¢ zstepujaca. Analiza indeksu asymetrii
wykazata, ze wiekszo$¢ analizowanych gatunkéw charakteryzowata sig symetrycznym
kariotypem, a analizy formuty kariotypéw wskazaty na réznice w morfologii chromosomoéw
blisko spokrewnionych gatunkéw. Kolejna omawiana sekcja odnosi sie do wielkosci genomu
w rodzaju Crepis. Nalezy podkreslié, ze w efekcie przeprowadzonych analiz okreslono
wielko$¢ genomu po raz pierwszy dla 8 gatunkow Crepis. Analiza ewolucji wielkosci genomu
wykazafa, ze ewolucji rodzaju Crepis towarzyszyly zaréwno wzrosty jak i redukcje wielkosci
genomu, a stwierdzone zmiany w strukturze kariotypéw jak i wielkosci genomdw
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towarzyszyly gtéwnie specjacji, rzadziej ewolucji catych grup blisko spokrewnionych
gatunkow.

W dalszej czesci Doktorantka omawia organizacje loci rDNA na chromosomach oraz
barwienie réznicowe CMA3/DAPI (trzeci artykut z cyklu). Identyfikacja lokalizacji genéw
kodujacych rRNA zostata przeprowadzona w oparciu o fluorescencyjna hybrydyzacje in situ z
wykorzystaniem sond 25S i 55 rDNA, standardowo stosowanych w tego typu badaniach. W
tym miejscu warto podkresli¢, ze dla 38 gatunkéw Crepis po raz pierwszy ustalono liczbe i
lokalizacje loci rDNA. Analiza miejsc hybrydyzacji na ptytkach metafazowych wykazata duzy
migdzygatunkowy polimorfizm wzoréw organizacji loci rDNA w rodzaju Crepis. W sumie
wyrozniono ponad 20 réznych wzoréw obejmujacych zréznicowanie zaréwno w liczbie jak i
lokalizacji loci rDNA. Cecha wspdlng wiekszosci analizowanych kariotypéw Crepis byta
lokalizacja locus 35S rDNA i 55 rDNA na krdtkim ramieniu tego samego chromosomu
odpowiednio dystalnie i proksymalnie. Natomiast pozytywny prazek CMAs, wskazujacy na
obecnos¢ regiondw bogatych w pary GC najczesciej kolokalizowat z locus 35S rDNA. Analizy
ewolucji chromosomowej lokalizacji loci rDNA wykazaty, ze wspdlny przodek dla obu linii
ewolucyjnych posiadat w kariotypie jeden locus 5S rDNA oraz jeden locus 35S rDNA, a
najczestszymi zmianami w ewolucji rodzaju byty duplikacje w liczbie obu loci.

Ostatni podrozdziat Autoreferatu rozprawy to Literatura. Obejmuje on 134 pozycje
zacytowane w autoreferacie. Jest to bardzo wartosciowe zestawienie pi$miennictwa
dotyczacego struktury i ewolucji kariotypéw i genomow roslinnych swiadczace o bardzo dobrym
przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do prowadzenia badan i analizy ich wynikow. Dwie
pozycje z tego wykazu (Patterson 2009 i pozycja ponizej), na stronie 32 sg niekompletne.

Rozdziat Podsumowanie i wnioski to zbiér siedmiu dobrze i jasno sformutowanych
punktéw zestawiajacych najwazniejsze informacje z przeprowadzonych badan i
odpowiadajgcych postawionym celom badawczym.

Streszczenia w j. polskim i angielskim wtasciwie podsumowujg zakres prac oraz
najwazniejsze obserwacje poczynione przez Doktorantke.

Ponizej kilka pytan do Doktorantki, ktére sg efektem lektury recenzowanej rozprawy:

1. Kiedy, opisujgc geny rDNA uzywamy terminu 45S rDNA, 35S rDNA lub 25S rDNA?

2. Wg jakich przestanek wybiera sie standardy wielkosci genomu w analizach
cytometrycznych?

3. Jak czesto u roslin okrytozalazkowych spotykany jest wewnatrzgatunkowy
polimorfizm chromosomowej organizacji loci rDNA? Na czym polega to zjawisko i w
jaki sposdb mozna wyttumaczy¢ jego wystepowanie?

PODSUMOWANIE

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani Magdaleny Senderowicz jest
warto$ciowym opracowaniem nt. struktury i ewolucji kariotypu rodzaju Crepis, a otrzymane
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wyniki sg oryginalne i w mojej opinii maja duzg warto$¢ poznawcza. Tego typu badania
oparte s3 m.in. na bardzo czasochtonnych analizach cytogenetycznych, wymagajacych od
osoby je przeprowadzajacej duzej precyzji, starannosci, cierpliwosdci a takze perfekcyjnego
opanowania zaawansowanego warsztatu mikroskopowego oraz specyficznej, czesto nie
prostej akwizycji i obrébki obrazéw mikroskopowych. Po lekturze rozprawy jestem pod
ogromnym wrazeniem liczby przebadanych cytotypdw. W analizach cytogenetycznych czesto
duzym wyzwaniem jest samo otzymanie czytelnych ptytek metafazowych, ktére jedynie sa
dopiero wstepem do wygenerowania wtasciwych wynikéw jakimi sg pomiary chromosoméw,
parowanie chromosoméw homologicznych (w czym w sprzyjajacych okolicznoéciach
pomocne sa markery cytogenetyczne takie jak np. geny rDNA) i wreszcie konstrukcja
kariotypow. | nie nalezy zapominac, ze wszystkie te analizy musza by¢ przeprowadzone na
reprezentatywnej liczbie ptytek metafazowych, najlepiej pochodzacych z kilku osobnikéw
danego cytotypu. Na podkreslenie zastuguje takze bardzo staranna dokumentacja graficzna
zamieszczona w kazdym artykule sktadajacym sie na rozprawe doktorska. Za szczegélnie
wartosciowe w kontekscie tematyki rozprawy uwazam wzory dystrybucji loci rDNA i
regionéw bogatych w pary GC na chromosomach analizowanych cytotypéw oraz rycine
przedstawiajaca ewolucje podstawowej liczby chromosoméw oraz ewolucje i lokalizacje
liczby loci rDNA Crepis sensu stricto (odpowiednio tabela 1 i rycina 8 w trzecim artykule
rozprawy). Przedstawiona rozprawa jest wartosciowym opracowaniem naukowym
stanowigcym oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Cato$¢ badan jest logicznie
zaplanowana i zrealizowana z uzyciem wtasciwych materiatéw i metod w celu uzyskania
zaktadanych celow i zweryfikowania postawionych hipotez. Wyniki zostaty poprawnie
opracowane, zaprezentowane, omowione jak rdéwniez zinterpretowane i poszerzajg
dotychczasowg wiedze. Przedstawiona rozprawa wskazuje takze na bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne Doktorantki w zakresie prowadzonych badan oraz na
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Podsumowujac uwazam, ze ztozona dysertacja spetnia wszelkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim okreslonym w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003, Nr 65,
poz.595), z pdzniejszymi zmianami z dnia 18 marca 2011 roku (Dz. U. 2011, Nr 84, poz.455),
w zwigzku z art. 179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku (Dz. U. 2018, poz. 1669) i
wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Senderowicz do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto, z uwagi na wysoka wartos¢ poznawcza wygenerowanych
wynikéw jak i jakos¢ ich prezentacji w artykutach sktadajacych sie na rozprawe doktorska,
stawiam wniosek o jej wyréznienie.

e,

Krakéw, 6 sierpnia 2022 dr hab. inz. Ewa Grzebelus, prof. URK
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