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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. DARIUSZA KADLUCZKI
pt. ,Analiza porownawcza dzikich taksonow z rodzaju Daucus L. na podstawie danych
cytogenetycznych oraz wybranych cech morfologicznych i anatomicznych”

Rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Dariusza Kadtuczki przedstawiona do recenzji zostata
wykonana w Katedrze Biologii Roslin i Biotechnologii Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona
Koligtaja w Krakowie. Promotorem pracy jest Pani dr hab. Ewa Grzebelus, prof. URK.

Badania zostaly przeprowadzone w ramach realizacji projektu badawczego NCN
PRELUDIUM 18 pt. ,,Powigzania ewolucyjne w rodzaju Daucus: cytogenetyczna i morfo-
anatomiczna analiza pordwnawcza dzikich krewniakow marchwi”, ktérego kierownikiem byt
Doktorant. Ponadto zostaly czg¢$ciowo sfinansowane ze srodkow MNiSW w ramach dotacji
celowej na prowadzenie badan naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi
zwigzanych, stuzacych rozwojowi mtodych naukowcow oraz uczestnikow studiow
doktoranckich.

Podstawg rozprawy sg trzy artykuty naukowe, ktérych wspdtautorem jest Doktorant. Celem
recenzji jest zatem ocena formalna rozprawy oraz ocena wartosci 1 spdjnosci
przeprowadzonych badan, poniewaz poszczegdlne prace zostaly juz zrecenzowane w ramach
procesu zatwierdzania do druku.

Przeprowadzone badania dotyczyly rodzaju Daucus, zawierajagcego m.in. podgatunek
D. carota subsp. sativus Hoffm. (marchew uprawna, jedna z najwazniejszych roslin
uzytkowych, o zsekwencjonowanym genomie), a ponadto okoto 40 gatunkow dzikich,
zrdznicowanych pod wzgledem genetycznym i morfologicznym, wsrod ktérych sg gatunki
ostatnio wigczone do rodzaju na podstawie wynikow analiz molekularnych. Takson ten moze
wigc by¢ bardzo dobrym modelem do badan porownawczych, a réwnoczesnie do prac
o znaczeniu potencjalnie praktycznym. Warto§¢ gospodarcza marchwi uprawnej jest
doceniana w kraju i na $wiecie. Wiadomo tez, ze dla skutecznego prowadzenia programow
hodowlanych potrzebna jest zarowno wiedza o genomie gatunku uzytkowego, jak znajomosé
dzikich gatunkoéw pokrewnych; otwiera to mozliwosci korzystania z ich puli genowej



do poszerzenia zmienno$ci genetycznej odmian uprawnych, zubozonej W procesie
- udomowienia. Rosnace znaczenie ma tez identyfikacja zasobow genowych roslin.

Mimo, ze przedstawiciele rodzaju Daucus byli przedmiotem licznych badan, dane
morfologiczne i cytogenetyczne, a takze taksonomiczne i filogenetyczne dotyczace tego
taksonu sg nadal niepeine. Badania podjete przez Doktoranta byly zatem niewatpliwie
uzasadnione. Warto tez podkresli¢, ze problematyka rozprawy miesci si¢ w obszarze badan
zespotu Katedry, ktory ma juz znaczace dokonania w tym zakresie.

Na cato$¢ rozprawy przedstawionej do recenzji skladajg si¢ trzy wykazy i dziewigé
rozdziatow. Wykazy dotycza: publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej,
pozostatego dorobku naukowego Doktoranta 1 stosowanych w pracy skrotow. Kolejne
rozdzialy obejmuja: streszczenia w jezyku polskim i angielskim, obszerne wprowadzenie
podzielone na kilka podrozdziatow, hipotezy i cele badawcze, materialy i metody, nastepnie
streszczenia trzech publikacji stanowigcych podstawe rozprawy, podsumowanie i wnioski,
literature oraz kopie publikacji wraz z o§wiadczeniami wspétautorow.

W wykazie pierwszym zostaly wymienione trzy publikacje stanowigce podstawe
recenzowanej rozprawy doktorskiej. Odnios¢ si¢ do nich przy omawianiu rozdziatu
zawierajacego streszczenia tych prac.

W  wykazie drugim Doktorant zawarl informacje dotyczace pozostalego dorobku
naukowego, w tym publikacji poza rozprawa, doniesien konferencyjnych, udziatu
w projektach badawczych, doswiadczen naukowych zdobytych za granicg, a takze podat
liczbowe zestawienie dorobku naukowego. Poniewaz jednak podanie takich informacji nie
jest wymagane przepisami, nie bede si¢ do nich odnosi¢ w recenzji.

Wykaz skrétéow jest niewatpliwie pomocny, choé¢ wobec tak niewielkiej liczby zawartych
w nim nazw by¢ moze prostsze bytoby podanie wyjasnien w nawiasach w samym tekscie.

Obydwa streszczenia pracy sa napisane w sposéb zwigzly, poprawny, jasno informuja
o zawartos$ci rozprawy.

Wprowadzenie to bardzo interesujacy rozdzial, obejmujacy wyczerpujace omdwienie stanu
wiedzy na temat gatunkéw z rodzaju Daucus, ich wystepowania, znaczenia oraz powigzan
taksonomicznych i filogenetycznych; zwlaszcza obszernie zostal oméwiony genom i badania
cytogenetyczne. Ponadto we wprowadzeniu znalazto sie przekonujgce uzasadnienie podjecia
prac badawczych. Autor zacytowal bogata literaturg, uzupehitl tez rozdzial przejrzystym
wykresem dotyczacym produkcji marchwi (i rzepy) na $wiecie. Na podstawie wprowadzenia

mozna wnioskowa¢ o bardzo dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktoranta do realizaciji
badan.

W rozdziale Hipotezy i cele badawcze zostaly sformutowane trzy hipotezy:

1. Zidentyfikowane w genomie marchwi uprawnej sekwencje powtarzalne CentDc wystepuja
rowniez w genomach jej dzikich krewniakéw i sg zlokalizowane w przewezeniach
pierwotnych (centromerach) ich chromosoméw, dzigki czemu mogg stuzyé jako
centromerowo specyficzne markery cytogenetyczne.

2. Gatunki rodzaju Daucus roznia si¢ migdzy soba pod wzgledem zawartosci jadrowego
DNA, morfologii pytku oraz morfologii i anatomii owocéw.
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3. Zawarto$¢ jadrowego DNA, cechy palinologiczne oraz cechy morfo-anatomiczne owocéw
mogg pomoc w identyfikacji gatunkéw rodzaju Daucus.

Dla ich zweryfikowania przedstawiono trzy cele badawcze:

1. Porébwnawcze mapowanie cytogenetyczne  sekwencji powtarzalnej  CentDc
(zidentyfikowanej w genomie marchwi uprawnej) u wybranych taksonéw (gatunkdw
1 podgatunkéw) rodzaju Daucus i gatunkéw spokrewnionych (Publikacja 1).

2. Okreslenie zawartosci jadrowego DNA w genomach wybranych taksonéw rodzaju Daucus
i gatunkow spokrewnionych (Publikacja 2).

3. Analiza poréwnawcza morfologii pytku oraz morfologii i anatomii owocéw u wybranych
taksonow rodzaju Daucus i gatunkow spokrewnionych (Publikacie 2 i 3).

Rozdzial Materialy i metody otwiera plan badawczy, przedstawiony w formie schematu,
zawierajgcego dwa zadania wstepne i cztery niezalezne zadania badawcze. Zadania wstepne
to pozyskanie i przygotowanie materialu roslinnego. Odpowiadaja one poszczegélnym
publikacjom skltadajacym si¢ na rozprawe, przy czym zadania 2. i 3. zrealizowane zostaty
wramach publikacji P2. Dodatkowe ramki w schemacie informujg o zastosowanych
narzgdziach badawczych. Badania podsumowuje ramka dotyczaca integracji i interpretacji
uzyskanych danych, a zwienczeniem catosci prac jest okreslenie sumy uzyskanej wiedzy i jej
znaczenia. Schemat jest pomystowym, przejrzystym przedstawieniem koncepcji Autora.

W omawianym rozdziale znajduje si¢ ponadto tabela zawierajaca wykaz taksonéw rodzaju
Daucus 1 gatunkéw spokrewnionych stanowigcych material badawczy. Doktorant nie
zamiescit szczegdtowego omowienia zastosowanych metod, wychodzac ze stusznego
zatozenia, ze s3 one w wyczerpujacy sposob opisane w poszczegdlnych publikacjach.

Kolejny rozdzial zawiera streszezenia trzech artykulow stanowigcych podstawe omawiane;j
rozprawy doktorskiej i omdwienie najwazniejszych wynikow. Przedstawione publikacje,
ktorych wspotautorem jest Pan mgr inz. Dariusz Kadluczka, stanowia cykl spdjny
tematycznie. Doktorant jest we wszystkich pracach autorem pierwszym, w dwodch z nich —
takze korespondencyjnym, rownorzednie z Promotorkg. Na podstawie oswiadczen wszystkich
wspolautordw, gdzie znajdujemy opis charakteru i zakresu wykonanych prac, mozna
z przekonaniem stwierdzi¢, ze udzial Kandydata w powstaniu wszystkich publikacji byt
dominujagcy. Zwlaszcza znaczny okazal si¢ w publikacji P3, cho¢ tu nie byt On autorem
korespondencyjnym. Nalezy podkresli¢, ze prace tworzace rozprawe to artykuty dwojga (P1
iP3) lub trojga autoréw (P2), co tym bardziej wskazuje na duzy udzial Doktoranta.
Omawiane publikacje ukazaly si¢ odpowiednio w BMC Genomics, BMC Plant Biology
1 Agriculture, a wigc w uznanych czasopismach z obszaru biologii molekularnej, z listy JCR.
Sa to tytuty o dobrej renomie i znaczgcych wskaznikach bibliometrycznych.

Publikacja 1 (P1): Kadluczka D.*, Grzebelus E.” 2021. Using carrot centromeric repeats to
study karyotype relationships in the genus Daucus (Apiaceae). BMC Genomics, 22, 508.
DOI: https://doi.org/10.1186/s12864-021-07853-2; MEiNjg2; 140; [Fy021 4,558

Rodzaj Daucus, interesujacy ze wzgledu na znaczne zrdznicowanie genetyczne
i morfologiczne, majacy jednoczesnie znaczenie gospodarcze, nie zostal jeszcze dobrze
poznany pod wzgledem cech kariomorfologicznych. Prace ograniczaly sie dotychczas
do badan marchwi uprawnej i kilku gatunkéw dzikich. W publikacji P1 przeprowadzono



cytogenetyczng lokalizacje powtarzalnej sekwencji centromerowej CentDec z genomu
marchwi uprawnej w chromosomach 34 wybranych taksondw rodzaju Daucus i gatunkdéw
spokrewnionych, z uzyciem metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Warto
zwrocié uwage, ze wykorzystano te sama sondg, ktora zastosowano we wczesniejszych
badaniach zespotu Katedry (prace Nowickiej i in. 2012, 2016), co zapewnia spdjnosé¢
wynikow.

Zmapowanie cytogenetyczne sekwencji CentDc powiodlo si¢ w genomach 26 obiektow
zrodzaju Daucus i jednego gatunku blisko spokrewnionego. W genomach 20 obiektéw
(nalezacych do 11 taksonéw) badana sekwencja wystepowata w regionach centromerowych
wszystkich chromosomoéw; u pozostatych taksonéw Daucus stwierdzono wystepowanie
roznej liczby chromosoméw z sygnatami CentDe, lecz zachowana byta ich lokalizacja
w obszarze centromeru. Wykorzystanie sekwencji CentDe jako markera cytogenetycznego
centromeréw dla rodzaju Daucus pozwolito w dalszej kolejnosci na przeprowadzenie
pomiaréw chromosomdéw u wybranych obiektéw.

Wyniki badan daly podstawy do wnioskowania o ancestralnym charakterze sekwencji
CentDc, a takze asumpt do dalszego wyjasniania powigzan filogenetycznych w obrebie
rodzaju Daucus 1 proceséw ewolucji sekwencji centromerowych roslin.

Publikacja 2 (P2): Kadluczka D.", Sliwinska E., Grzebelus E.” 2022. Combining genome
size and pollen morphology data to study species relationships in the genus Daucus
(Apiaceae). BMC Plant Biology, 22, 382.

DOLI: https://doi.org/10.1186/s12870-022-03743-1; MEiNyq21 140; IF50; 5,260

Pierwsza czgs$¢ publikacji stanowi analiza zawartosci DNA jadrowego w genomach
wybranych kilkunastu taksonow rodzaju Daucus i kilku gatunkéw z nimi spokrewnionych
zinnych rodzajéw. Do badan zastosowano metode cytometrii przeptywowej. Wielko$¢
genomu w obrebie rodzaju Daucus okazata si¢ zréznicowana 3,2-krotnie, przy czym
najmniejszy byt genom marchwi uprawnej; u gatunkéw pokrewnych zakres zmiennosci byl
mniejszy. U taksondw rodzaju Daucus nie stwierdzono zaleznosci miedzy zawartoscia
jadrowego DNA a liczba chromosoméw. Dla 11 sposrod badanych taksondéw dane dotyczace
wielko$ei genomu zostaty opublikowane po raz pierwszy.

Czes$¢ druga obejmuje analiz¢ palinologiczng tych samych taksonow z wykorzystaniem
mikroskopii $wietlnej 1 skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Ziarna pytku
poszczegdlnych taksonow okazaly si¢ zréznicowane pod wzgledem wielkosci i ksztattu.
Mikroskopie swietlng wykorzystano do pomiaréw osi biegunowej i rtownikowej; ich stosunek
decydowal o ksztalcie ziaren. Do analiz struktury sporodermy wykorzystano SEM, co
umozliwilo szczegdtowe obserwacje apertur i typoéw urzezbienia egzyny. W ramach badan
pytku 13 taksonéw byto po raz pierwszy przedmiotem takich analiz.

Dodatkowym celem postawionym w publikacji byto sprawdzenie, czy istnieja zaleznosci
migdzy zawartoscig jadrowego DNA a cechami ziaren pylku, znane s3 bowiem doniesienia
dotyczace korelacji pomigedzy wielkoscig genomu a cechami fenotypowymi. W przypadku
badanych cech i taksonéw takiej zaleznosci nie stwierdzono. Autorzy wskazali jednak
na przydatno$¢ wielkosci 2C DNA do rozrézniania gatunkéw w obrebie niektérych grup
o zblizonych parametrach ziaren pytku. Podsumowaniem wynikéw w publikacji P2 jest
dendrogram utworzony metods UPGMA, ilustrujacy powigzania pomiedzy badanymi
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taksonami Daucus okre$lone na postawie zawartosci jadrowego DNA i charakterystyki pytku.
W dyskusji oméwiono mozliwosci wykorzystania wynikéw badan obydwu czgscl pracy
do szerszego wnioskowania dotyczacego taksonomicznych i filogenetycznych relacji
w obrebie rodzaju Daucus i gatunkéw pokrewnych.

Interesuje mnie, czy byt konkretny powdd potaczenia w jednej publikacji badan wielkogci
genomu 1 cech pytku. Czy decyzja byla podyktowana tylko racjami praktycznymi
(umieszczenia wynikow w jednej publikacji), czy tez poréwnanie wielko$ci genomu z tymi
wlasnie cechami fenotypowymi zostalo spowodowane jaka$ szczegdélng merytoryczna
przestanka? Nie znalaztam co do tego wskazowek w pracy.

Publikacja 3 (P3): Kadluczka D., Grzebelus E." 2022. Comparative fruit morphology and
anatomy of wild relatives of carrot (Daucus, Apiaceae). Agriculture, 12, 2104.
DOI: https://doi.org/10.3390/agriculture12122104; MEiN,g; 100; IF02; 3,408

Publikacja P3 dotyczy poréwnawczych badan morfologicznych i anatomicznych owocéw
tych samych taksondw, ktére stanowity materiat roslinny w publikacji P2. Celem byta ocena
taksonomicznego znaczenia analizowanych cech. Sa one tradycyjnie wykorzystywane
w taksonomii rodziny Apiaceae, jednak (m.in. ze wzgledu na znaczny wptyw Srodowiska)
czgsto okazujg sie niespdjne z danymi molekularnymi. Zastosowano metody mikroskopii
swietlnej i SEM. Publikacja zawiera zdjgcia catych owocow, zdjecia przekrojow
w mikroskopie $wietlnym oraz otrzymane dzigki SEM obrazy powierzchni owocow
1 szczegdtow jej struktury. Zaobserwowano znaczng zmienno$¢ cech pomiedzy taksonami
pod wzgledem wielkosci, ksztattu i wagi owocéw, a takze urzezbienia ich powierzchni.
Wykazano znaczenie diagnostyczne niektérych cech i omoéwiono mozliwosci ich
wykorzystania w badaniach taksonomicznych.

W omawianych publikacjach wykorzystano zrdznicowane metody badawcze, w tym
wymagajacg dobrego przygotowania metod¢ cytogenetyki molekularnej FISH oraz
zaawansowang mikroskopi¢ SEM. Nalezy podkreslic wysoka jakos¢ zdje¢ makro-
i mikroskopowych. Wyniki kazdej z publikacji zostaly opracowane statystycznie.

W poszezegdlnych publikacjach wyniki zostaly wyczerpujaco przedyskutowane. Jednak
w tym miejscu autoreferatu zabrakto mi cho¢by krotkiego akapitu zawierajacego dyskusyjne
omowienie catosci rezultatdéw otrzymanych w ramach rozprawy.

W kolejnym rozdziale Podsumowanie i wnioski Autor krotko wskazal mozliwosci
wykorzystania wynikow badan. Nastepnie sformutowal siedem wnioskéw. Moim zdaniem
wnioski 4. i 6. majg raczej charakter przedstawienia wynikow. Jest to konsekwencja
sformutowania hipotezy 2. Rozumiem jednak, ze poréwnawcza analiza grupy gatunkow
wymaga takiego podej$cia — mimo iz na podstawie liczby chromosoméw 1 innych cech tych
gatunkéw mozna przewidywaé pozytywne zweryfikowanie hipotezy. Pozostale wnioski
trafnie oddajg istote osiggni¢¢ badawczych i wskazuja, ze postawione hipotezy znalazly
potwierdzenie w otrzymanych wynikach.

Zestawienie literatury obejmuje 118 pozycji, poczawszy od weczesnych, siggajacych lat
1950., waznych dla problematyki badan, a skonczywszy na najnowszych z roku biezacego.



Znajomo$¢ 1 dobdr pisSmiennictwa potwierdzaja bardzo dobre przygotowanie Kandydata
do pracy naukowej.

Podsumowujgc, recenzowana prace doktorska oceniam wysoko, bioragc pod uwage
osiggniecia badawcze, role Doktoranta w powstaniu poszczegdlnych publikacji, jak tez
poziom opracowania rozprawy. Badania zostaly przeprowadzone na obszernym materiale,
zuzyciem roznych metod i bardzo dobrze udokumentowane. Wyniki majg rangg
warto$ciowe] nowosci naukowej. Przedstawiono tez perspektywe wykorzystania uzyskanej
wiedzy w dalszych badaniach taksonomicznych i ewolucyjnych rodzaju Daucus i rodzajow
pokrewnych, jak réwniez do identyfikacji zasobow genowych i wspomagania programdow
hodowlanych marchwi. Rozprawa $wiadczy o dojrzatosci i samodzielnos$ci Doktoranta jako
mtodego naukowca.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa Pana mgr. inz. Dariusza Kadluczki spelnia
ustawowe warunki wymagane dla rozprawy doktorskiej [Art. 186 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574, z p6zn. zm.)].
Przedstawiam zatem wniosek do Rady dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo Uniwersytetu
Rolniczego im. Hugona Kollataja w Krakowie o dopuszczenie Doktoranta do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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