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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Kroczak, pt. ,Struktura i ewolucja genomow
mitochondrialnych na przyktadzie wybranych rzedéw ptakow"

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedmiotem rozprawy Pani mgr Aleksandry Kroczak jest ewolucja struktury i sktadu gendw w genomach
mitochondrialnych ptakéw. Cho¢ genomy mitochondrialne kregowcéw sg niewielkie i zwykle niosg te same
geny, to jednak w genomach mitochondrialnych ptakéw spotykane sg duplikacje, ktorych historia ewolucyjna
jest stabo poznana. Autorka skupita sie na wybranych rzedach ptakéw, ktére reprezentuja jednak wigkszos¢
réznorodnosci w tej grupie zwierzat, analizujgc strukture ich genoméw mitochondrialnych (mitogenoméw).
Dotychczas sadzono, ze duplikacje w mitogenomach ptakéw s3 sporadyczne i nie przypisywano im istotnej
roli w ewolucji tej grupy zwierzat. Dopiero zastosowana przez Autorke nowa strategia identyfikacji
zduplikowanych fragmentéw w genomie mitochondrialnym ptakéw oraz bardzo doktadna analiza
zdeponowanych juz sekwencji, pozwolita wykry¢ obecnoéci powtérzonych fragmentéw u przewazajacej
czeéci badanych taksonéw. Wynik ten podwaza dotychczasowy stan wiedzy, jak réwniez umotzliwia Autorce
sformutowanie szeregu ciekawych pytari badawczych. Mgr Kroczak postawita sobie za zadanie opisanie
zréznicowania zduplikowanych regiondw, ze szczeg6lnym uwzglednieniem papug, dla ktdrych otrzymata
najwiekszy zbiér danych. Podjeta sig réwniez odpowiedzi na pytanie czy duplikacje pojawiaty sig wielokrotnie
i niezaleznie, czy raczej sg to stany ancestralne, a brak regionéw zduplikowanych wynika z ich losowej
redukcji. Autorka badata réwniez zjawisko heteroplazmii mitogenoméw u ptakéw i jego zwigzek z
duplikacjami. Uzyskane przez Autorke wyniki i przeprowadzone analizy umozliwity wykazanie powszechnego
wystepowania duplikacji w mitogenomach ptakéw, jak réwniez prawdopodobnie u wspélnego przodka
wspotczesnych ptakéw. Jednoczesnie w ewolucji mitogenoméw u ptakéw dochodzito do redukcji, utrat i
ujednolicenia zduplikowanych regiondw, co moze prowadzi¢ do btedéw w interpretacji relacji pokrewieristwa
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badanych gatunkdéw w analizach filogenetycznych opartych na markerach znajdujgcych sie w obrebie
zduplikowanych regiondw. Autorka wykazata rdwniez po raz pierwszy zjawisko heteroplazmii, czyli
wystepowania réoznych wariantdw mitogenomoéw u ptakéw. Uzyskane wyniki majg duze znaczenie
poznawcze i poszerzajg nasza wiedze o ewolucji ptakdw, a takze genomdw mitochondrialnych. Okazuje sie,
ze nawet blisko spokrewnione organizmy moga réznic sie strukturg mitogenomow, co prawdopodobnie nie
pozostaje bez wptywu na ich ewolucje. Przedstawione wnioski skfaniajg rowniez do stawiania kolejnych
pytan, przede wszystkim dotyczacych zwiazku duplikacji z dostosowaniem i fizjologig konkretnych taksondw
ptakow.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa zostata wykonana na Woydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego w Zaktadzie Bioinformatyki i Genomiki pod opiekg prof. dr hab. Pawta Mackiewicza. Rolg
promotora pomaocniczego petnit dr Adam Urantdwka. Praca przygotowana jest w formie monografii i zawiera
typowe dla tego typu opracowan rozdziaty. Catos¢ pracy liczy ponad 220 stron, w tym liczne zatgczniki,
zawierajgce numery dostepowe sekwencji, sekwencje starteréw i inne szczegotowe informacje, ktére byty
zbedne w gtdéwnym tekscie rozprawy. Autorka zilustrowata prace licznymi rycinami, oraz tabelami, ktdre sg
czytelne i znaczaco pomagaja $ledzi¢ wywdd. W pracy sa liczne odwotania do literatury, zaréwno dotyczacej
ewolucji mitogenoméw u ptakow, jak i bardziej ogdlne dotyczace mechanizmoéw ewolucji genomaow, ewolucji
genomu mitochondrialnego, czy tez metod wykorzystywanych w badaniach struktury i ewolucji genomoéw
mitochondrialnych.

Prezentowana praca przygotowana jest w formie monografii, a jednoczesnie Autorka ma na swoim koncie
imponujacy dorobek publikacyjny. Zabrakto mi jednoznacznej informacji, czy prezentowane wyniki sg juz
opublikowane w wymienionych pracach, czy tez stanowig nowy i niepublikowany materiat.

Ocena merytoryczna

Obszerny wstep obejmuje zagadnienia ogdlne dotyczace pochodzenia mitochondriéw (i ich genomdw) oraz
ich ewolucji. W szczegélnosci Autorka skupia sie na réznorodnosci mitogenomow kregowcow, co stanowi
dobre wprowadzenie do szczegétowego opisu aktualnego stanu wiedzy na temat mitogenoméw ptakdw.
Jednoczesnie w sposdb wyczerpujgcy przedstawia takie zjawiska jak przenoszenie gendw z genomu
mitochondrialnego do jgdrowego, rearanzacje w genomach mitochondrialnych oraz kwestie heteroplazmii.
Najwiekszy nacisk Autorka potozyta oczywiscie na zjawiska wystepujgce w genomach mitochondrialnych
ptakéw, ale odniosta sie rdwniez do ogdlnego stanu wiedzy na temat mechanizméw ewolucyjnych tych
procesdéw. W tym kontekscie zabrakio mi jednak szerszego przedstawienia hipotez odnosnie ewolucyjnego
znaczenia opisywanych zjawisk, w szczegdlnosci duplikacji i rearanzacji w genomach mitochondrialnych.
Watek ten pojawia sie dopiero w dyskusji i rowniez nie jest potraktowany w mojej ocenie wyczerpujgco.

We wstepie Autorka podkredla, ze dotychczas stosowane strategie sekwencjonowania nie pozwalajg na
wykrycie duplikacji w mitogenomach ptakdw, nie jest jednak jasne dlaczego strategie te byty btedne i czy
chodzi o dobdr starterdw, czy o metode, ktdrg sekwencjonowano poszczegdlne genomy. Wyjasnia sig to
dopiero w rozdziale Metody. Zaréwno w rozdziale Wstep, jak i Metody, nie pojawia sie jednak uzasadnienie
doboru badanych taksonéw, oraz wyboru papug do szczegétowych badan. Autorka przebadata wigkszoé¢
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rzedéw ptakéw, ale w pracy przewija sie sformutowanie ,wybrane”, zastanawia wigc kryterium doboru. W
zwiazku z tym, chciatabym aby Autorka odpowiedziata na pytanie:

Jakie byto kryterium doboru analizowanych rzedéw i gatunkéw ptakdw i jaki jest kontekst
filogenetyczny przeprowadzonych badan?

Metody opisane sg bardzo dokfadnie, w tym oczywiscie zaproponowana nowa strategia amplifikacji
fragmentéw genomow mitochondrialnych, ktdra umozliwia wyrycie duplikacji. Wiekszo$¢ metod jest typowa
dla tego typu badan i prawidtowo dobrana. Metody obejmuja zaréwno prace laboratoryjne, jak réwniez
analize danych. Autorka zdecydowata sie na metode sekwencjonowania tzw. Primer Walking, co uzasadnia
jej doktadnoscia. Zaproponowana metodyka umozliwia otrzymanie bardzo wiarygodnych wynikéw, cho¢ jest
pracochtonna. Jednoczeénie Autorka postuluje, ze inne metody sekwencjonowania mogg prowadzi¢ do
otrzymania btednych wynikéw. Choé¢ po czesci sie z tym zgadzam, to jednak moina znaczgco takie bfedy
ograniczy¢ dobierajac metodyke skfadania krétkich odczytéw i pdiniejszej analizy danych lub stosujgc
sekwencjonowanie trzeciej generacji (dtugich odezytéw).

Czy Autorka widzi mozliwos¢ zastosowania sekwencjonowania wysokoprzepustowego w
przedstawionych badaniach, jakie sq dokfadnie ograniczenia tego podejscia i jakiego rodzaju bfedy
mogg powstawac w wyniku sktadania danych z sekwencjonowania wysokoprzepustowego?

Przedstawione wyniki sg bardzo obszerne. Autorka przebadata 338 taksonow ptakow, co znaczgco
powiekszyto dotychczasowy zbiér poznanych sekwencji mitogenoméw w tej grupie organizmow.
Jednoczednie przeanalizowata zdeponowane w bazach danych sekwencje i wykazata, ze czgsto byty btednie
scharakteryzowane jako mitogenomy bez duplikacji. Tak obszerny zbiér danych umozliwit przekrojowe
analizy, oraz doprowadzit do wykrycia bardzo duzej liczby rejonéw powtérzonych. Autorka wykazata
obecno$é takich rejondw u 261 taksondéw (w tym 89, ktdére wczesniej opisane byly jako taksony bez
duplikacji). Dla 13 rzedéw ptakéw po raz pierwszy stwierdzita duplikacje w mitogenomie ich przedstawicieli.
W konsekwencji wykazata, ze dotychczasowe poglady w kwestii czestosci duplikacji w mitogenomach ptakow
s btedne. Nie tylko duplikacje te wystepujg stosunkowo czesto, ale réwniez, jak wynika z analizy standw
ancestralnych, prawdopodobnie w wiekszosci przypadkdw sg oddziedziczone po wspélnym przodku. Wyniki
te sg interesujgce i przekonywujace, cho¢ nasuwaja kilka pytan.

Czy rzedy ptakéw, w ktdrych do tej pory nie wykryto duplikacji charakteryzujg sie czyms szczegdlnym?
Czy stanowig odrebny klad, albo majg jakgs ceche wspdlng? Jak wiele taksonéw z tych rzedow
przeanalizowano?

Autorka przyjeta w trakcie analiz pewne zatozenia, a mianowicie, ze co najmniej 30% (lub 50%) taksonéw w
danym rzedzie musi posiada¢ duplikacje, zeby wnioskowac o tym, ze wspoélny przodek tego rzedu posiadat
duplikacje. Nie jestem do korica przekonana co do tej strategii, w niektérych rzedach badano wiele gatunkéw,
w innych pojedyncze. Jednocze$nie Autorka zatozyta, ze nabycie duplikacji i utrata duplikacji s zdarzeniami
o réwnym prawdopodobieristwie. Jest to oczywiscie jedna z mozliwoéci, ale z tego co Autorka pisze,
wnioskowatabym raczej, ze to utraty sg czgstsze.

Jakie sq ograniczenia i zalety przyjetych zatozen? Czy przyjecie réznego prawdopodobieristwa nabycia
i utraty duplikacji wptynie na rekonstrukcje standw ancestralnych? W jaki sposob uwzgledniano
obecnosd sladdw duplikacji wykrywanych w NUMTach?
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Analiza paralogéw i ortologédw wsrdd powtdrzonych rejonéw kontrolnych wskazuje zaréwno na przypadki
duplikacji, ktére miaty miejsce u wspdinych przodkdw réznych kladéw, jak i na niedawne duplikacje w obrebie
jednego taksonu. Jednoczeénie Autorka wykryta zjawisko ujednolicenia sekwencji zduplikowanych regionéw
kontrolnych utrzymywanych w genomie. Wynik ten uwazam za istotny, réwniez ze wzgledu na jego
praktyczne zastosowanie. Ztozona ewolucja regionéw kontrolnych (duplikakcje, zanikanie, oraz
homogenizacja) powoduje, ze fragmenty te nie stanowig wiarygodnego markera w analizach
filogenetycznych.

Wéréd analizowanych porzgdkéw gendw w zduplikowanych fragmentach Autorka wykryta az 36 porzadkow
genow charakterystycznych tylko dla jednego rzedu, co sugeruje, ze zanikanie zduplikowanych elementow
moze by¢ losowe. Autorka zaobserwowata pewng preferencjg w wystgpowaniu pierwszych lub drugich kopii
zduplikowanych elementéw, ktéra moze wynikac z tendencji poszczegélnych elementéw do duplikacji lub
presji selekcyjnej zachowujacej dang kopie, ale na tym etapie trudno wysnuc bardziej konkretne wnioski.
Czesto badane taksony nie byly blisko spokrewnione, co ogranicza interpretacje tego typu wynikéw. Autorka
przeanalizowata bardzo duzg liczbe danych pochodzacych od papug. Ta analiza wykazata bardzo duig
dynamike procesow duplikacji i ich utrat, co wiecej wskazujgc na wysokg czestosc duplikacji.

Czy zdaniem Autorki papugi sq tu wyjgtkiem, czy jest to jedynie wynik zgromadzenia wiekszej liczby
danych i mozemy sqdzi¢ , ze dla innych grup ptakéw zaobserwujemy podobng sytuacje w wyniku
analizy wiekszej liczby danych?

Autorka wykazata réwniez wystepowanie u ptakdw genoméw mitochondrialnych réznigcych sie liczba
gendw, czyli tzw. heteroplazmie. Udato sie to dzieki odpowiednio opracowanej strategii umozliwiajgcej
identyfikowanie obecnosci réznych wariantéw mitogenomoéw. Autorka wykryta heteroplazmie u 45
taksondw reprezentujacych 12 rzeddw ptakéw, co sugeruje ze jest to zjawisko powszechne. W tym miejscu
nalezy podkreéli¢, ze Autorka po raz pierwszy stwierdzifa obecnosé roznych wariantéw mitogenomow u
ptakéw. Zjawisko to oczywiscie moze mie¢ konsekwencje ewolucyjne i jego wykrycie uwazam za bardzo
istotny wynik.

Otrzymane wyniki sg bardzo dogtebnie przedyskutowane w rozdziale Dyskusja. Autorka krytycznie podeszta
do wynikdw wtasnych, jak réwniez skonfrontowata je z dostepna literatura na temat ewolucji mitogenomow.
Whioski ewolucyjne s3 w pewien sposdb ograniczone ze wzgledu na nie do korica poznane mechanizmy
prowadzace do duplikacji, a takze ich utrat. Autorka przytacza aktualne poglady w tej kwestii, ktore jednak
nie pozwalaja na wyjasnienie niektdrych obserwowanych zjawisk. Przede wszystkim, proponuje sig, ze w
genomach mitochondrialnych kregowcéw dochodzi do eliminacji zduplikowanych elementéw genomowych,
co stoi w sprzecznosci z powszechnym wystepowaniem u ptakéw mitogenoméw z duplikacjami. Wynik ten
na pewno stanowi istotng przestanke do dalszych badar nad mechanizmami powstawania i utrat duplikacji,
jak réowniez ich ewolucyjnego znaczenia. W dyskusji zabrakio mi szerszego omowienia kwestii wptywu
duplikacji na ewolucje i fizjologie, jak réwniez propozycji dalszych badan i pytan, ktére mozna postawi¢ na
podstawie dotychczasowych wynikdw. Szczegdlnie interesuje mnie kwestia skutkéw takich duplikacji,
zaréwno u ptakéw, jak i u innych organizmow.
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Jaki moze by¢ wpfyw zduplikowanych rejonow na fizjologie organizmow, u ktérych doszto do
duplikacji. Czy wszystkie geny w zduplikowanych rejonach ulegajg ekspresji? Jakie badania
zaproponowataby Autorka aby odpowiedzie¢ na te pytania?

Podsumowujac, uzyskane wyniki i wyciggniete z nich wnioski, oraz dogtebna dyskusja rzucaja nowe swiatto
na ewolucje genomow mitochondrialnych ptakéw. Za kluczowe uwazam wykazanie, ze:

1) Wspdlny przodek wszystkich wspdtczesnych ptakow najprawdopodobniej posiadat duplikacje w
swoim genomie mitochondrialnym, ktéra zostata oddziedziczona przez wiele gtéwnych linii, a
utracona tylko w kilku.

2) U papug, dochodzito czesciej do duplikacji niz ich utrat, co sugeruje dynamiczng ewolucje
mitogenomdw w tej grupie ptakow.

3) W genomach mitochondrialnych ptakow wystepuje zjawisko heteroplazmii.

4) W rejonach zduplikowanych mitogenoméw ptakéw moze dochodzic¢ do ujednolicania kopii genow.,

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Pod wzgledem edytorskim i jezykowym praca przygotowana jest poprawnie. W tekscie zdarzajg sig drobne
btedy jezykowe i literowe, co nie wptywa istotnie na odbior catosci. Przedstawione ryciny sg czytelne, choé
przed publikacjg warto by byto dopracowac je graficznie (np. wykorzystywanie koloru czerwonego i zielonego
na jednej grafice jest niewskazane).

Whiosek korncowy

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Kroczak spetnia kryteria stawiane pracom
doktorskim i $wiadczy o jej dojrzatosci naukowej. Uzyskane wyniki badan znacznie poszerzajg naszg wiedze
na temat ewolucji genoméw mitochondrialnych u ptakéw. Praca zostata poprawnie przygotowana i
zredagowana. Pani mgr Kroczak, wykazata, ze posiada odpowiedni warsztat oraz samodzielno$¢ naukowg
niezbedna do stawiania pytan, prowadzenia badan i ich opisywania. Na tej podstawie stwierdzam, ie
przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia warunki okreslone w ustawie (z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowe]j Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze
wzgledu na wysokg wartos¢ merytoryczng rozprawy wnioskuje o wyréznienie pracy doktorskiej pani mgr
Aleksandry Kroczak stosownym wyrdznieniem

dr hab. Anna Karnkowska
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