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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Marii Kroczak
pt. ,Struktura i ewelucja genomow mitochendrialnych na przykladzie wybranych
rzedow ptakow*

Ze wzgledu na wysoka odporno$¢ na degradacje wynikajaca z kolistej struktury, duze)
ilosci kop1i w komorce, dziedziczenia matczynego i rzadko zachodzacej rekombinacii
mitochondrialny DNA jest szeroko wykorzystywany w filogenetyce, genetyce populacyjnej,
ekologii molekularnej czy tez filogeografii. Najczescie) wykorzystywane sg sekwencje
podjednostek genow 1685 1 128 rybosomalnego RNA dla taksonow na poziomie rodziny,
oksj;dazy cytochromowej i cytochromu b - na poziomie gatunku lub region kontrolny - w
obrebie gatunku i blisko spokrewnionych taksondw.

W odréznieniu od sekwencji analiza utozenia genow mitochondrialnych jest tematem
nielicznych badan. U ptakow sekwencje pierwszego kompletnego mitogenomu uzyskano dla
kury. Kolejnosé¢ genow nd5/cyth/tRNA-Thr/tRNA-Pro/nd6/tRNA-GIw/CR/tRNA-Phe w tym
genomie jest inna niz u ssakow. Ten porzadek genow w mitogenomach ptakow wystepuje
najczgscie) 1 zostal przyjety jako standardowy. Oprdcz niego opisano jeszcze dwa uklady
zawierajgce duplikacie pomiedzy genem cyth, a tRNA-Phe. Podobnie rzadko podejmowanym
tematem badan jest heteroplazmia mitochondrialnego DNA.

Niedostateczna znajomos¢ procesdéw prowadzacych do duplikacji, rearanzacji
heteroplazmii moze by¢ przyczyna niezgodnosci drzew gendwych 1 drzew gatunkow
poniewaz sekwencje paralogéw mogg by¢ bardziej podobne do siebie niz ortologow.
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W zwigzku z tym wybdr tematu rozprawy doktorskiej nalezy uzna¢ za trafny i merytorycznie
uzasadniony.
Zalozenia i cele zostaly jasno i precyzyjnie sformutowane. Doktorantka postawila
przed sobg cztery cele badan:
1. analize czestotliwosci wystepowania duplikacji i ulozenia gendw w mitochondrium
ptakow;
2. okreslenia czy duplikacje i rearanzacje wystgpujg niezaleznie w poszczegolnych
liniach ewolucyjnych czy tez zostaly odziedziczone po wspolnym przodku,
3. analize czestotliwosci wystepowania heteroplazmii w mitochondrialnym DNA u
ptakow;
4. wyjasnienia w jaki sposéb ewoluowaly zduplikowane elementy w genomie

mitochondrialnym.

Wstep stanowi zwigzlg i logicznie syntez¢ wiadomosci dotyczacych utozenia genow i
ich rearanzacji w genomach mitochondrialnych kregowcow, heteroplazmii i ewolucji
mitochondrialnego genomu i doskonate wprowadza do badan prezentowanych w dalszej
czesci pracy. Literatura jest dobrana prawidtowo, ponadto jest zroznicowana i bogata. Na
podkreslenie zastuguje umiejetnos¢ wykorzystywania najnowszej literatury przedmiotu i
liczne odwolania do najnowszych badan §wiatowych w podjetej tematyce.

Mocna strong pracy jest metodyka. Autorka szczegotowo opisuje pochodzenie préb i
sposoby izolacji DNA. Doktorantka opracowata nowg strategi¢ identyfikacji duplikacji
opartg o amplifikacje wybranych fragmentow diagnostycznych. Pelng sekwencjg genomu
mitochondrialnego uzyskiwata poprzez amplifikacj¢ od czterech do sze$ciu nachodzacych na
siebie fragmentow i sekwencjonowania metoda primer walking, ktdra jest odpowiedniejsza
dla sckwencjonowania genomow o nieznanej aranzacji gendw oraz obecnosci
zduplikowanych fragmentow. Rekonstrukcje drzew filogenetyczne zostaly starannie
przeprowadzone z zastosowaniem metody Bayesowskiej, najwigkszej wiarygodnosci oraz
najwigkszej parsymonii.

Uzyskane przez doktorantk¢ wyniki zostaty bardzo starannie udokumentowane i
zaprezentowane na dobrej jakosci rycinach. W mojej opinii szczegdlnie interesujgce wyniki
dotycza duplikacji, rearanzacji i heteroplazmii mitogenomu ptakow. Dane te sg bardzo
nowatorskie, zostaty one szeroko przedstawione i wnikliwie przeanalizowane. Doceniam

ogrom wiozonej pracy aby uzyska¢ takie dane. Doktorantka przeprowadzita badania na
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imponujgce;j liczbie 338 gatunkéw. Opracowana przez nig strategia amplifikacji fragmentow
diagnostycznych okazata si¢ bardzo skuteczng co pozwolilo Doktorantce stwierdzi¢
duplikacje u 261 gatunkow, z czego u 198 gatunkow duplikacja zostata stwierdzona po raz
pierwszy przez Autorke. Biorac pod uwage, e przed badaniami Doktorantki duphkaqa byla
opisana tylko u 63 gatunkow przedtozona praca doktorska j Jest najbardzie;j obszernym
opracowaniem dotyczgcym analizy duplikacji fragmentow mitochondrialnego DNA u
ptakow.

Nastgpnym etapem badaf Doktorantki byto sekwencjonowanie petnych genomoéw
mitochondrialnych. Polgczenie wezeéniej opracowane;j strategii identyfikacji duplikacji z
sekwencjonowaniem metoda primer walking pozwolito Doktorantce zsekwencjonowaé
mitogenom u 153 gatunkéw ptakow.

Dysponujac sekwencjg mitogenomdw doktorantka przeszla do analizy utozenia
genow w rejonach zduplikowanych i stwierdzita obecnosé 41 roznych porzadkéw utozen.
Otrzymane wyniki otwieraja wiasciwie nowy rozdziat w genomice mitochondrialnego DNA
u ptakéw. Sposréd wielu interesujgcych i cennych wynikéw otrzymanych przez Autorke
zwraca uwage wykrycie nieznanej wezesniej formy heteroplazmii polegajacej na
wystepowaniu mitogenomow roznigeych sie liczbg genéw.

Dysponujac danymi o sekwencjach mitogenoméw, utozeniu gendw i heteroplazmii
Autorka mogla przejs¢ do wyjasnienia w Jaki sposob ewoluowat mitogenom u ptakéw.
Wartos$¢ naukowa doktoratu jest imponujaca. Niewatpliwie jest to jeden z najlepszych
doktoratow jakie miatem przyjemnos¢ recenzowag. Oryginalnos¢ tego doktoratu polega na
analizie zmian zachodzacych w mitogenomie w procesie ewolucji nie na podstawie
substytucji nukleotydowej, a na podstawie porzadku gendw w zduplikowanych rejonach
mitochondrialnego DNA.

Autorka rozprawy posiada duzy dorobek publikacyjny. 16 prac zostalo
opublikowanych w dobrych lub bardzo dobrych czasopismach naukowych.

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr
Aleksandry Marii Kroczak, stanowi oryginalne dzielo naukowe, a uzyskane wyniki sg dobrze
uzasadnione rezultatami badan. Uwazam, ze rezultaty te s wiarygodne i oryginalne, w
znaczacy sposob stanowigce novum naukowe. Autorka wykazata zarowno wystarczajace
kompetencje w stosowaniu nowoczesnych narzedzi analizy danych genomicznych jak i
profesjonalizm w znajomosci genetyki, mitochondrialnege DNA oraz molekularnych

mechanizméw ewolucji.



Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska mgr Aleksandry Marii Kroczak ,.Struktura
i ewolucja genomow mitochondrialnych na przykladzie wybranych rzedow ptakow™ spetnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim w $wietle art. 13 ustawy o stopniach naukowych i
tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 z pozniejszymi zmianami i NiniejSZym Wnosz¢ o
dopuszczenie mgr Aleksandry Marii Kroczak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Uwazam, ze przeprowadzone badania sa pionierskie 1 unikatowe. Ponadto,
biorac pod uwage zastosowane metody badawcze 1 ich znaczenie dla mitogenomiki

rekomenduj¢ Radzie Naukowej jej wyrdznienie.



