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Ocena pracy doktorskiej Pani mgr Joanny Sikory, wykonanej pod kierunkiem prof. UAM dr
hab. Konrada Celinskiego, na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu,

pt. ,Zastosowanie metody przeczesywania genomu do charakterystyki r6znorodnosci
genetycznej blisko spokrewnionych taksonéw z kompleksu Pinus mugo”

zgodnie z wymaganiami okreslonymi w art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3 Ustawy z dn. 20.07.2018 r.
Prawo o Szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz{571)

Rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Sikory dotyczy szczegdtowej analizy
poréwnawczej genoméw cpDNA, mtDNA i nrDNA u wybranych taksonéw z europejskiego
kompleksu gérskich sosen Pinus mugo (P. mugo sensu stricto, P. uncinata Ramond i P.
uliginosa Neumann) i genoméw blisko spokrewnionych taksonéw czyli Pinus sylvestris i
Pinus x rhaetica, w oparciu o analizy wysokoprzepustowego sekwencjonowania nowej
generacji (NGS) oraz analizy bioinformatyczne, w tym gtéwnie metode przeczesywania
genomu (ang. genome skimming). Przedstawione badania wpisujg si¢ w kontekst szeroko
pojetych analiz filogeograficznych i konserwatorskich, bazujgcych na identyfikacji
polimorfizmu miedzy spokrewnionymi taksonami rodziny Pinaceae, ktére mogg tworzy¢
mieszance miedzygatunkowe.

Formalna ocena pracy

Przedstawiona rozprawa liczy 130 stron i obejmuje wykaz 3 prac naukowych
wchodzacych w sktad cyklu, oraz 3 pozostatych prac, wraz z przypisanymi im danymi
biometrycznymi, w tym: piecioletni Impact Factor (IFs) czasopisma i sumaryczng punktacjg
MNiISW/MEiN. We wstepie rozprawy zawarto krétkie wprowadzenie do przedstawionych prac
naukowych, cel pracy wraz z przedstawieniem 9-ciu szczegétowych celow badawczych,
materiat i metody, komentarze do 3 gtéwnych publikacji wchodzacych w sktad cyklu wraz z
oryginalnymi maszynopisami tychze, oraz syntetyczne podsumowanie. Cato$C wienczy
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bibliografia, zlozona z tematycznych 84 prac naukowych, oraz o$wiadczenia autorow i
wspotautoréw prezentowanych 3 prac wchodzacych w sktad cyklu.

Merytoryczna ocena pracy

Rodzina Pinaceae jest najwiekszg rodzing istniejacych nagonasiennych i obejmuje wiele
gatunkéw o znaczeniu ekologicznym, ekonomicznym i medycznym. Przedstawiony problem
naukowy dotyczy gtéwnych wyzwan taksonomicznych i filogenetycznych w obrebie
kompleksu Pinus mugo, grupy blisko spokrewnionych sosen gérskich wystepujgcych w
europejskich pasmach gorskich. Ogélinie, rodzina Pinaceae zawiera wiele chronionych lub
zagrozonych gatunkéw, co sprawia, ze doktadna identyfikacja kazdego z gatunkow jest
kluczowa w ochronie trwatosci i réznorodnosci ekosysteméw lesnych. Pomimo szeroko
prowadzonych badan, relacie miedzy réznymi taksonami w kompleksie Pinus mugo nadal
pozostajg niejasne, gtéwnie z powodu wysokiego poziomu podobiefstwa genetycznego
miedzy gatunkami. W tym kontekscie, przedstawiona rozprawa dostarcza nowych danych,
ktore moga poméc w dalszych badaniach identyfikacyjnych na podstawie wybranych
markeréw zmiennosci DNA.

Na poczatku dysertacji, znajdujemy szczegdtowy opis wspéiczesnego podejscia do
analiz genomu wybranych gatunkéw roélin w celu przeprowadzenia oceny réznorodnosci
genetycznej, opartej na wysokoprzepustowej analizie genoméw NGS i suplementowanej
nowatorskg metodg przeczesywania ,genome skimming”. W pracy nie podano odrebnie
sformutowanych hipotez badawczych, ale wyodrgbniono 9 celéw, ktére mozna zgrupowac
wokét nastepujacych tez badawczych:

v Réznorodno$é genetyczna blisko spokrewnionych gatunkéw, powstatych w wyniku
niedawnej dywergencji od wspolnego przodka i nalezacych do taksonéw z kompleksu P.
mugo - umozliwia wykrycie réznic migdzygatunkowych. By zweryfikowac te teze, podjgto
cele badawcze nr 1-3 dla genomu cpDNA, cel 4 dla genomu rDNA, cel 5 - dla trzech
badanych genomoéw tacznie.

v Dzieki zastosowanej metodyce, mozliwe jest opracowanie specyficznych markerow w
obrebie kazdego z badanych taksondéw, bedacych dobrym narzedziem do dalszych
analiz filogenetycznych, niezbednych w genetyce populacyjnej i konserwatorskiej (cele
6-7 oraz 9).

v Rodzima sosna btotna (P. uliginosa) jest odrebnym gatunkiem, genetycznie
spokrewnionym z P. mugo, P. rotundata i Pinus x rhaetica (cel 8).




Rozdziat Materiat i metody zawiera podstawowe informacje na temat nazw
gatunkowych i geograficznej lokalizacji badanych taksonéw tj. Pinus uliginosa, P. rotundata,
Pinus x rhaetica, P. mugo, P. uncinata i P. sylvestris z Polski, Niemiec i Czech. Dalej,
znajdujemy skrotowy opis metod badawczych, poniewaz szczeg6ty metodyczne
zamieszczono w kazdym z artykutéw, wchodzacych w sktad cyklu. Warto zaznaczy¢, ze
poddany analizom materiat roslinny (igty) pochodzity gtéwnie rezerwatéw przyrody i parkow
narodowych, co w wigkszej mierze gwarantuje autochtoniczno$é¢ badanego materiatu
zrédtowego (w rozumieniu lokalnych genotypéw). Zastosowane metody badawcze nie budza
zastrzezen, zaréwno co do izolacji genomowego DNA, jak i jego obrébki w celu tworzenia
bibliotek genomowych, sekwencjonowania nowej generacji (NGS), czy tez samej metody
przeczesywania genomu za pomocg dedykowanych programéw bioinformatycznych (np.
Geneious Prime 2020.2.5) w celu odczytania koricowych sekwencji poszczegdinych
genoméw cpDNA, mtDNA i nrDNA (nuclear ribosomal DNA) badanych taksonéw.

Wyniki badan wilasnych i wspétautorskich przedstawiono w rozdziale 4.
Komentarze do publikacji, dla dwu- lub tréj-autorskich 3 prac badawczych, opublikowanych
w latach 2021-2024, w ktérych Doktorantka jest pierwszg autorkg i ktérych tgczna punktacja
wynosi 280 pkts wg listy MNiISW/MEIN, oraz sumaryczny IFs = 10,164.

1) W pierwszym artykule, pt. New insight into taxonomy of European mountain pines,
Pinus mugo complex, based on complete chloroplast genomes sequencing (Plants 10,
1331 z 2021 r.; IFs = 2,632, MNiSW 70 pkts), Dyplomantka przeprowadzita szczeg6towg
analize genomu chloroplastowego, realizujgc zatozone na poczatku badan cele
badawcze nr 1, 2 i 3. Opisany w tej pracy problem naukowy dotyczyt relacji
filogenetycznych w obrebie kompleksu Pinus mugo, grupujacej blisko spokrewnione
sosny gorskie z Alp, Karpat i Pirenejéow. Na podstawie przeprowadzonej analizy
filogenetycznej dla sekwencji otrzymanych z wysokoprzepustowego sekwencjonowania
NGS, ujawniono de novo kompletne sekwencje genoméw chloroplastowych trzech
kluczowych taksondéw kompleksu Pinus mugo sp. mugo, mianowicie Pinus mugo sp.
mugo (MZ333466), P. mugo subsp. rotundata (MZ333465) i P. mugo subsp. uncinata
(MZ333464), odkrywajac przy tym - 5 kluczowych regionéw wysoce zmiennych (tzw. hot
spotéw), ktére moga byé przydatne w dalszej identyfikacji genetycznej badanych
taksonéw. Co ciekawe, przeprowadzona analiza filogenetyczna, ktéra obejmowata
szesnascie kompletnych genoméw cpDNA z réznych gatunkéw drzew iglastych,
wykazata ze kompleks Pinus mugo tworzy odrgbng grupe monofiletyczna. W badaniu
tym podkreslono znaczenie stosowania metod sekwencjonowania o wysokiej
przepustowosci w celu wyjasnienia ztozonych powigzan filogenetycznych i zwrécono
uwage na potrzebe prowadzenia cigglych badarn majacych na celu ochrone i
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2)

3)

zachowanie tych waznych gatunkéw sosny gorskiej. W tym ujeciu, praca zawiera
kluczowe wyniki dla ochrony zasobéw genowych, zwiaszcza dla zagrozonego
wyginieciem taksonu sosny btotnej (P. uliginosa).

Drugi artykut pt. Assessment of ITS2 region relevance for taxa discrimination and
phylogenetic inference among Pinaceae, z 2022 r., réwniez zostat opublikowany w
czasopiémie Plants. W manuskrypcie, poddano krytycznej ocenie zastosowanie
jadrowego rybosomalnego odcinka DNA (ITS2) w kontekscie przeprowadzania
taksonomicznej dyskryminacji oraz badan filogenetycznych w rodzinie Pinaceae. W
przedstawionym badaniu, przeanalizowano 368 sekwencji ITS2 z 71 taksonéw w
siedmiu rodzajach i trzech podrodzinach sosnowatych. Oceniono zmiennos$¢
genetyczna, rozbieznos¢ i ,zdolno$¢” ITS2 do rozrézniania taksonéw na réznych
poziomach taksonomicznych (kompleksu gatunkéw, rodzaju, podrodziny i rodziny).
Wyniki wskazuja, ze chociaz ITS2 moze zapewni¢ pewien poziom dyskryminacji
taksonomicznej, jego ogdina przydatno$¢ do identyfikacji gatunkéw u Pinaceae,
zwlaszcza dla taksonu Pinus mugo, jest ograniczona (dla ktérego zaobserwowano
zerowa warto$¢ wskaznikéw dywergencji z innymi taksonami). Otrzymany wynik
wskazuje na koniecznoé¢ opracowania bardziej precyzyjnych markeréw DNA, niz ITS1 i
ITS2, w celu przeprowadzenia wiarygodnej identyfikacji i analizy filogenetycznej u
sosnowatych, wymaganej np. w genetyce konserwatorskiej, zmierzajacej ku skutecznej
ochronie zasobéw genowych gatunkéw sosen, w tym réwniez tych, zagrozonych

wyginieciem.

Trzeci artykut, opublikowany w 2024 r., w International Journal of Molecular Sciences
(Int. J. Mol. Sci. 25(18), IFs = 4,9; MNiSW 140 pkts), pod tytutem “Exploring taxonomic
and genetic relationships in the Pinus mugo complex using genome skimming data”,
miat na celu poszerzenie dotychczasowych wynikéw badan o dodatkowe zestawy
danych sekwencyjnych przydatnych do identyfikacji taksonomicznej, w oparciu o
nowoczesng metode przeczesywania genoméw cpDNA, mtDNA i nrDNA. Otrzymane
wyniki dostarczyly cennych spostrzezen na temat klasyfikacji, ochrony i zarzadzania
kompleksem Pinus mugo dla polskich, czeskich i niemieckich populaciji.
Przeprowadzone analizy danych, oparte na tzw. hot-spotach dywergenciji, znaczgco
poprawity rozdzielczos¢ filogenetyczng kompleksu Pinus mugo, a dodatkowo
wyodrebnity Pinus x rhaetica z kompleksu Pinus mugo, sugerujac, ze prawdopodobnie
jest hybryda Pinus sylvestris i Pinus mugo.

Ujawniony wzér zmienno$ci genetycznej w oparciu o genom mitochondrialny, wyraznie
wskazat na unikalny, lokalny charakter analizowanych populacji z kompleksu Pinus
mugo, co prawdopodobnie jest wynikiem oddziatywania dtugiej izolacji przestrzennej na
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pule genowg tego taksonu, a biorgc pod uwage strukture filogeograficzng P. mugo lub P.
uncinata jako domniemanych taksonéw macierzystych P. rotundata i P. ulignosa, mozna
przypuszczaé, ze populacje czeskie i niemieckie P. rotundata byty prawdopodobnie
ksztattowane przez podobne czynniki presji $rodowiskowej. W ten sposob, wyniki
opublikowane w pracy nr 3, zawierajg szereg odpowiedzi na postawione cele badawcze
nr4-9.

Pod wzgledem merytorycznym pracg oceniam wysoko, gdyz zastosowano w niej
prawidtowy warsztat naukowy w celu osiggnigcia zatozonych 9-ciu celéw badawczych.
Podjete badania wpisujg si¢ we wspoiczesng problematyke identyfikacji poszczeg6inych
gatunkéw kompleksu P. mugo Turra sensu lato, historycznie opisywanych jako samodzielne
gatunki, lub w réznej randze wigczane do P. mugo, P. rotundata lub do P. uncinata —
posiadajagcych odmienne cechy morfologiczne, przy jednoczesnym matym zréznicowaniu
genetycznym, co jest charakterystyczne dia form posrednich (mieszaricowych) powstatych w
wyniku krétkiego czasu dywergencji gatunkow. Dodatkowo, proces krzyzowania sie¢ trzech
wspomnianych taksonéw z P. sylvestris (L.) w geograficznych strefach ich ko-habitacji —
znacznie utrudnia przeprowadzenie feno- i genotypowej delimitacji kazdego gatunku. Na to
wszystko naktada sie zjawisko endemicznosci niektérych taksonow, bedace wynikiem ich
réznego potencjatu adaptacyjnego do lokalnych warunkéw $rodowiska i klimatu. Narastajaca
potrzeba objecia ochrong $cistg gatunkéw zagrozonych wyginigciem (jak w przypadku sosny
biotnej w Polsce), czyni podjgte badania analiz genomowych bardzo przydatnymi w praktyce
leénej, z punktu widzenia ochrony zasobéw genowych blisko spokrewnionych gatunkéw w
obrebie taksonéw z kompleksu Pinus mugo sensu lato. Na podstawie przedstawionych
wynikéw badan witasnych, Doktorantka w sposéb prawidtowy wyciagneta szereg wnioskow,
ktére zawierajg cenne spostrzezenia na temat klasyfikacji, ochrony i zarzadzania
kompleksem Pinus mugo.

Zaprezentowane metody analiz relacji filogenetycznych u blisko spokrewnionych
taksonéw kompleksu Pinus mugo, dodatkowo wzmocnione danymi o nowych regionach
wysoce zmiennych (uzyskanych dzigki metodzie przeczesywania genomu), znacznie utatwito
pozyskanie nowych danych o polimorficznych sekwencjach mitochondrialnego,
chloroplastowego i jadrowego DNA, ktére bytyby trudne do pozyskania metoda tradycyjnego
sekwencjonowania. Istnieje jednak kilka aspektéw, ktérych mozna bytoby uwzgledni¢ w
przysztych badaniach, pogtebiajac w ten sposéb zdobyta juz wiedze, jak np.:

- szersze probkowanie osobnikéw, poniewaz obecne badania koncentrujg si¢ na trzech
gtéwnych przedstawicielach kompleksu Pinus mugo. \Witaczenie wiekszej liczby taksonéw lub




populacji z réznych regionéw geograficznych mogtoby zapewni¢ petniejsze zrozumienie
réznorodnosci genetyczne;j i historii ich ewolucji,

- przeprowadzenie analiz w obrebie genomiki funkcjonalnej, w tym zbadanie
funkcjonalnych implikacji dla zidentyfikowanych wysoce zmiennych regionéw i loci
mikrosatelitarnych, mogtoby dostarczy¢ wgladu w adaptacyjne znaczenie zmiennosci
genetycznej,

- badanie korelacji miedzy poziomem zmiennosci genetycznej, a czynnikami
srodowiskowymi pozwolitoby zrozumie¢, w jaki sposéb roézne taksony dostosowujg sie do
danych siedlisk, zwtaszcza w kontekscie przeptywu genéw miedzy Pinus x rhaetica a innymi
taksonami, i mogtoby wyjasni¢ dynamike ewolucyjna w obrebie kompleksu,

- przedstawione badania sugerujg podjecie diugoterminowych analiz w celu
monitorowania zmian genetycznych w czasie i réznej lokalizacji geograficznej, co mogtoby
dostarczyé cennych informacji na temat proceséw ewolucyjnych i statusu ochrony badanych

taksonow.

W zwigzku z tym, chciatabym zaadresowac pare pytann do Doktorantki, z prosbg o ich
szersze rozwiniecie, niz to zawarto w podanych pracach, a mianowicie:

1) W jaki sposéb uwzglednienie dodatkowych taksonéw lub populacji mogtoby poprawi¢
rozdzielczo$¢ filogenetyczng w obrebie kompleksu Pinus mugo?

2) Czy wysoce zmienne regiony (hotspots), zidentyfikowane w genomach
chloroplastowego DNA, majg pewne implikacje funkcjonalne w adaptacji taksonéw do

zewnetrznych czynnikéw srodowiskowych?

3) W jaki sposéb procesy ewolucyjne, tj. losowy system kojarzenia, swobodny przeptyw
genéw lub dryf genetyczny, ktére obok mutacji i rekombinacji w loci DNA — mogty
wplynaé na poziom i charakter zmiennosci genetycznej populacji z ktérych pobierano
probki do badan?

4) W jaki sposéb uzyskane wyniki nt. dynamiki ewolucyjnej migdzy taksonami
mieszancowymi, a ich gatunkami rodzicielskimi w obrebie kompleksu Pinus mugo, moga
byé przydatne w praktycznych dziataniach na rzecz ochrony badanych taksonéw?

W podsumowaniu oceny merytorycznej, Doktorantka byta wsp6t-pomystodawczynig
podjetych badan, wykazata si¢ samodzielnoscig podczas redakcji manuskryptéw
wchodzacych w sktad cyklu, oraz samodzielnie przeprowadzita wigkszos¢ badan, dokonata
analiz bioinformatycznych i statystycznych (np. analizy najwigkszej wiarygodnosci ML,
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permutacje MCMC w analizie bayesowskiej Bl), przeprowadzita wielowatkowe dyskusje,
poparte wynikami prac autoréw - krajowych i zagranicznych, oraz sformutowata prawidtowe
wnioski. Zaprezentowana dysertacja zostata poparta 84 pozycjami literaturowymi, ktére w
petni odpowiadajg tematyce badan i w wigkszosci pochodzg z ostatnich lat, cho¢ w catej
dysertacji, znajdziemy wiecej powotan na literature przedmiotu, zawartg w artykutach
naukowych wchodzgcych w sktad cyklu.

W catej dysertacji (w opisach, jak i zatgczonych pracach naukowych) zabrakio moim
zdaniem jasno wyodrebnionych hipotez badawczych, ktérych formutowanie jest kluczowym
elementem kazdego badania naukowego, w tym réwniez badan przesiewowych genomu.
Hipotezy pomagajg ukierunkowaé badania na konkretne pytania i umozliwiajg testowanie
przewidywan dotyczgcych relacji miedzy zmiennymi. W kontek$cie przedstawionych badan,
hipotezy mogg dotyczy¢ na przyktad:

v genezy réznic w sekwencjach genéw miedzy réznymi populacjami lub gatunkami,
v okreslenia funkcjonalnych skutkéw mutacji w okreslonych regionach genomu,

v identyfikacji specyficznych markeréw genetycznych zwigzanych z okreslonymi cechami
fenotypowymi lub szeroko pojetej adaptaciji do zmiennych warunkéw Srodowiska.

Whniosek koricowy:

Po uwaznym przestudiowaniu przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
Pani mgr Joanna Sikora przedstawita bardzo ciekawg i nowatorskg koncepcje molekularnej
charakterystyki puli genowej wybranych taksonéw sosen gérskich z kompleksu Pinus mugo
sensu lato, tj. P. mugo, P. rotundata i P. uncinata. Moja pozytywna opinia dotyczy przede
wszystkim zastosowania prawidiowego warsztatu metodycznego, w tym nowoczesnej
metody przeczesywania genomu, do osiggnigcia zatozonych celéw badawczych. Rzetelnie
przestudiowana literatura przedmiotu, oraz konsekwentnie prowadzone badania wiasne w
oparciu o narzedzia biologii molekularnej (w tym sekwencjonowanie NGS trzech typéw
genoméw cpDNA, mtDNA i nrDNA), jak réwniez analiza danych genomowych w
odpowiednich bioinformatycznych programach obliczeniowych, wygenerowaty nowy zestaw
danych, ktéry znacznie poprawit rozdzielczo$¢ filogenetyczng kompleksu Pinus mugo w
analizie réznicujgcej taksony u Pinaceae. Waznym wynikiem podjetych badan jest
potwierdzenie przestanki z wczeséniejszych prac (nie opartych na analizie NGS) o zasadno$ci

zachowania odrebnego nazewnictwa dla Pinus x rhaetica, Pinus uliginosa i Pinus rotundata.




Cata praca zostata logicznie i poprawnie przedstawiona. Jej wyniki na pewno znajdg
praktyczne zastosowanie m.in. w genetyce konserwatorskiej catej rodziny Pinaceae.
Postawienie na poczatku dysertacji paru wyodrebnionych hipotez badawczych, pozwolitoby
lepiej oszacowaé zasadno$¢ przyjetych metod badawczych do osiggniecia zamierzonych
celéw, jak i zweryfikowa¢ interpretacje uzyskanych wynikow.

W podsumowaniu, poddana recenzji rozprawa spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim w art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3 Ustawy z dn. 20.07.2018 r. Prawo
o Szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz1571), zatem przedstawiam przed Wysokg
Radg Naukowa Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu wniosek o dopuszczenie
Pani mgr Joanny Sikory do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

prof. dr hab. Justyna Nowakowska
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