UNIWERSYTET W BIALYMSTOKU
Instytut Biologii
Swierkowa 20B, 15-950 Biatystok
tel: 085 745 73 04, fax: 085 745 73 01

Dr hab. Mirostaw Ratkiewicz prof. UwB Biatystok, 27.04. 2014r.
e-mail: ermi@uwb.edu.pl

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Herdegen

pt. "Phenotypic traits, genetic variation and gene flow between guppy populations in
Venezuela"

wykonanej na Uniwersytecie Jagiellonskim

pod kierunkiem dr hab. Wiestawa Babika

Ocena ogolna

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej, ktora sktada sig ze zbioru dwoch
opublikowanych prac oraz jednego maszynopisu, Autorka prezentuje wyniki badan z zakresu
genetyki populacji, filogeografii i biologii ewolucyjnej, jakimi byty: (1) okreslenie zréoznicowania
genetycznego w loci mikrosatelitarnych i mtDNA oraz pod wzgledem cech fenotypowych migdzy
dwoma grupami populacji gupika Poecilia reticulata zasiedlajacymi dwie sasiadujace ze soba
zlewnie w Wenezueli, (2) badanie zalezno$ci miedzy heterozygotycznos$cia a ekspresja ornamentow
samcoOw w celu testowania hipotezy zaktadajacej zwiazek heterozygotycznosci z dostosowaniem,
(3) porownania zmienno$ci genow MHC migdzy regionami i migdzy populacjami w obrgbie
regionéw z neutralnym ttem genetycznym w postaci loci mikrosateltarnych w celu testowania
wptywu doboru rownowazacego na obserwowany poziom zmiennosci.

Przeprowadzone badania pozwolity na obalenie hipotezy sugerujacej rolg pasma gorskiego
Cordillera de la Costa, jako bariery wzmacniajacej niepeina barierg pre-zygotyczna migdzy dwoma
badanymi grupami gupikéw oraz nie wskazaty obecno$ci dwoch gatunkow z tego rodzaju w
badanych regionie. Autorka wykazata ponadto zwiazek migdzy $rednia heterozygotycznoscia w 13
badanych loci mikrosatelitarnych i wielkoscia pomaranczowych plamek na ciele samcow gupikow,
ktora jest cecha silnie preferowana przez samice. Na uznanie zashuguje fakt, ze Autorka, stosujac
techniki sekwencjonowania nowej generacji (ION PGM oraz MiSeq) wykonata analizy loci MHC i



testowata rol¢ doboru rownowazacego w ksztattowaniu struktury genetycznej populacji z dwoch
regionéw na tle neutralnego tta genetycznego.

Przedstawiona do oceny rozprawa liczy 96 ponumerowanych stron, de facto jest jednak
znacznie obszerniejsza. Liczne tabele oraz ryciny w wigkszosci zgrupowane zostaty jako materiaty
dodatkowe na koncu kazdej z trzech czesci rozprawy. Autorka zamie$cita oswiadczenia wszystkich
wspoétautoréw prac. Lista cytowanej literatury jest aktualna i bardzo obszerna, nalezy podkreslié, ze
zawiera ona najnowsze prace w dziedzinie. Rozprawa jest podzielna na trzy czgsci. Kazda z tych
cze$ci posiada osobne rozdziaty: Abstrakt, Wstep, Metody, Wyniki i zakonczona jest dyskusja. W
rozprawie, oprocz wspomnianych trzech prac badawczych, znalazty si¢ takze: Streszczenie w
jezyku angielskim i polskim, wprowadzenie ogodlne oraz uwagi koncowe. Tytut dobrze
odzwierciedla zawarto$¢ rozprawy. Problemy naukowe zostaty przedstawione przez Autorkg w
sposOb $wiadczacy o jej bardzo dobrej znajomosci tematyki badawczej, a badania byty wykonane
zgodnie ze standardami pracy laboratoryjnej, analiz komputerowych jak i statystycznej obrobki
danych, w tym z zastosowaniem zaawansowanych narzedzi bioinformatycznych. Przeprowadzone
przez Autorkg analizy uzyskanych wynikéw i wnioskowanie sa poprawne i zgodne z aktualnym
stanem wiedzy. Sam maszynopis jest przygotowany starannie i zostat napisany fachowym jezykiem
angielskim spetniajacym wymagania publikacji naukowych.

Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Herdegen jest kompletna i spetnia
wszelkie ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Z petnym przekonaniem wnoszg o
dopuszczenie Autorki pracy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ocena szczegolowa

Polsko- i anglojezyczne streszczenia zajmuja nieco ponad dwie strony kazde. Sa one
napisane zgodnie z zasada ,,KISS” (ang. Keep it short and simple). Autorka przedstawia w obu
streszczeniach problem badawczy, hipotezy i cele, a uzyskane wyniki zostaty opatrzone
najwazniejszymi wnioskami. Jgzyk angielski nie budzi najmniejszych zastrzezen, jednak wersja
polskojezyczna streszczenia sprawia wrazenie bezposredniego ttumaczenia z angielskiego, co
skutkuje niekiedy sformutowaniami zapozyczonymi z tego jezyka, np. zmiennos¢ jest
,,rozdystrybuowana”, co cho¢ nie jest btedne, w naszym ojczystym jezyku brzmi obco.

Czg$¢ rozprawy zatytutowana ,,General Introduction” w bardzo dobry sposéb wprowadza
czytelnika w zagadnienia dotyczace przyczyn utrzymywania si¢ 1 spadku zmiennosci genetycznej w
naturalnych populacjach, przedstawia model specjacji allopatrycznej, role doboru ptciowego oraz
rownowazacego w ewolucji oraz pokazuje, dlaczego gupiki w Wenezueli sa idealnym obiektem do

testowania waznych hipotez ewolucyjnych w konteks$cie najnowszych badan.



Pierwsza cze$¢ rozprawy obala hipotezg o obecnosci dwoch gatunkoéw gupikow na
badanym obszarze, wskazuje na niewielka rolg¢ Cordillera de la Costa jako bariery geograficznej
(Srodowiskowej) we wzmacnianiu niepetnej bariery pre-zygotycznej oraz pokazuje genetyczne
podobienstwo w loci mikrosatelitarnych gupikow z fenotypowo zréznicowanych populacji, co jest
potwierdzeniem, ze dobor plciowy jest w stanie utrzymywacé rdznice fenotypowe mimo przeptywu
gendw. Praca ta jest opatrzona obszernym i starannie napisanym wstgpem, gdzie omowione zostaly
najnowsze wyniki badan i zaprezentowane hipotezy dotyczace specjacji u gupikow.

Autorka dobrze opisata skad pochodzity badane proby, jednak wedtug mnie skroty nazw
populacji powinny nawiazywa¢ do danego dorzecza, czy regionu, co umozliwitoby szybka
orientacj¢ podczas czytania, zwlaszcza, ze napisy na Fig. 1 sa mato czytelne. R6zne metody
statystyczne sa doktadnie opisane, z podziatem na mikrosatelity, mtDNA i cechy fenotypowe. W
Wynikach Autorka podaje warto$ci zroznicowania genetycznego oraz najbardziej prawdopodobna
liczbg genetycznie zréznicowanych grup populacji uzyskana z analiz mikrosateltarnego DNA jak 1
cech morfologicznych. Wykonuje Ona takze analizg izolacji przez dystans, IBD (zilustrowana na
przecigtnej jakosci Fig. S3) i stwierdza, ze znalazta niewielka korelacjg. Warto by tu dodac¢
sformutowanie w jez. angielskim ,,and marginally significant”, ze wzgledu na warto$¢ p réwna
0,051. Podane sa tez wyniki analizy AMOVA oraz drzewo filogenetyczne dla sekwencji mtDNA.
W dosy¢ obszernej dyskusji, ktora liczy 8 stron Autorka w sposob przejrzysty i logiczny omawia
oraz komentuje uzyskane wyniki. Z cata pewnoscia ma racje, sugerujac brak danych
potwierdzajacych obecno$¢ dwoch gatunkow gupikdw na tym obszarze. Wydaje mi sig jednak, ze
nieco zbyt sztywno trzymajac si¢ hipotezy zerowej zaktadajacej rolg Cordillera de la Costa jako
bariery geograficznej. Wobliczeniach, chocby AMOVA ogranicza porownanie do dywergencji
migdzy grupami populacji z dwoch dorzeczy. Uwazam, ze dodane takiej analizy z podzialem na
dwie grupy populacji pod wzglgdem linii mtDNA, datoby zardwno dla mikrosatelit jak i samego
mtDNA obraz dywergencji zréznicowanych genetycznie grup populacji. Taka analiza mogtaby by¢
przeprowadzona po wiaczeniu populacji CAS 1 GUAR do grupy San Juan Drainage (adekwatnie do
kolorow przedstawionych na Fig. S5 i ewentualnym odrzuceniu populacji SF). Fakt genetycznego
podobienstwa populacji GUAR 1 CAS (dorzecze Cariaco) do populacji z dorzecza San Juan sktonit
Autorke do uznania niewielkiej roli bariery, jaka jest Cordiliera de la Costa w utrzymywaniu si¢
dywergencji genetycznej. I chociaz wniosek ten wdaje si¢ stuszny, to mogtby by¢ on poparty
dodatkowa analiza, np. wieloczynnikowgq analiza wariancji, ktéra mozna by przeprowadzi¢ np. w
programie DISTLM czy DISTLMforward. Podobna uwaga moze dotyczy¢ pordwnania zmiennosci

genetycznej i dywergencji fenotypowe;.



W drugiej cze$¢ rozprawy dotyczacej analizy korelacji miedzy ogo6lng heterygotyczno$cia
w loci mikrosatelitarnych i obecnoscia pomaranczowych plamek u samcow Autorka wykazala, ze
ornamenty te moga by¢ wiarygodnym wskaznikiem ogolno-genomowej heterozygotycznosci.
Autorka we wstepie w przekonujacy 1 wyczerpujacy zarazem sposob wyjasnia, zwiazek mi¢dzy
heterozygotycznoscia a dostosowaniem w populacjach naturalnych, cytujac najnowsza literaturg, w
tym dotyczaca obiektu badan, tj. gupikow. Autorka starannie opisuje metody genetyczne i analizy
cech fenotypowych, stosuje poprawke Bonferroniego dla testow wielokrotnych i testuje modele
efektu ogdlnego jak i pojedynczych loci. W rozdziale ,,Results and Discussion” Autorka omawia i
wyjasnia uzyskanie wyniki dla heterozygotycznosci i cech fenotypowych dotyczacych
pomaranczowych plamek, jako jedynej z badanych cech fenotypowych powiazanej z MLH (multi
locus heterozygosity), co jest wynikiem waznym i interesujacym. Na Fig. 1 (strona migdzy s.55 i
56) brakuje wartosci regresji. Praca ta, jest najkrotsza ze wszystkich trzech czgsci rozprawy i jest
napisana w sposob logiczny 1 klarowny. Autorka na jej koncu stwierdza, ze ornamenty
odzwierciedlajace poziom heterozygotycznos$ci moga dawac korzysci genetyczne w ograniczonych
liczebnie 1 wykazujacych pewien stopien struktury populacjach. I chociaz Autorka podaje cytacje
wskazujace na ograniczony przeptyw genow, wedtug mnie przydataby sig tutaj analiza pokazujaca,
jak bardzo zroznicowane pod wzgledem genetycznym byty gupiki z badanej populacji zasiedlajacej
rzeke Casupo. Niewykluczone, ze w tym celu pomocna bytaby analiza PCA wykonana na
osobnikach zgenotypowanych w badanych loci (w programie GenAlEXx). Dodatkowo, chciatbym sig
dowiedzie¢, czy korelacja migdzy MLH a pomaranczowymi ornamentami istnieje dla wszystkich
badanych loci, a nie tylko bedacymi w rownowadze Hadry’ego-Weinberga i bez alleli zerowych,
czy tez analiza taka bytaby nieuprawomocniona, i jesli tak, to dlaczego?

W trzeciej czgsci rozprawy Autorce udato si¢ wykaza¢ zwiazek migdzy bogactwem
allelicznym w loci MHC i neutralnych dla dobru mikrosatelitach, co podkres$la rolg dryfu
genetycznego. Dywergencja migdzy regionami w MHC byta jednak mniejsza niz w neutralnych
loci mikrosatelitarnych, co moze oznacza¢ wptyw doboru réwnowazacego na obserwowany poziom
zmiennosci w skali dlugoterminowe;.

Wstep jest napisany wzorcowo i nawet nieobyty z tematem czytelnik znakomicie si¢
zorientuje w jego zawartosci. W metodach na uznanie zastuguje zastosowanie dwoch technik
sekwencjonowania NGS oraz procedury weryfikujace jakos$¢ 1 wiarygodnos¢ uzyskanych
sekwencji. Nie odnalaztem jednak analiz istnienia sygnatu doboru w samych sekwencjach MHC,
np. proporcji miejsc synonimowych do nie-synonimowych, liczny mutacji w miejscu wiazania
antygenu (ABS) i poza nim, czy tez drzewa lub sieci ewolucyjnej badanych (a przynajmniej

najczestszych) sekwencji MHC.



W Tabeli 1 (AMOVA) nie podane zostaly istotnos$ci statystyczne uzyskanych wartosci
wariancji. Intrygujaca jest niezwykle duza liczba wykrytych alleli w MHC (380 na 440
analizowanych ampliconow). Czy Autorka wykonywata dodatkowo obliczenia dla loci MHC z
uwzglednieniem tylko tych alleli (34), ktére wystapity w przynajmniej 10% prob i czy obliczenia te
daty podobne wyniki/konkluzje jak dla ogétu alleli MHC? Na uwage zastuguje zroznicowanie
$redniej liczby alleli na osobnika migdzy réznymi regionami badan, zapewne wskutek réznej liczby
loci MHC oraz dziatanie selekcji na geny MHC, ktora doprowadzita do dywergencji migdzy
populacjami w danym regionie. Autorka w przekonujacy sposob ttumaczy uzyskany wzorzec
zmiennosci, jako zalezy od czgstosci efekt koewolucji gospodarza i pasozyta, ktory mogt tez
doprowadzi¢ do mniejszego, w poréwnaniu z neutralnymi dla doboru mikrosatelitami,
zréznicowania genow MHC migdzy badanymi regionami.

Podsumowanie

Rola recenzenta jest wskazywanie stabych stron pracy, co ma na celu umozliwienie spojrzenia na
problem badawczy w nieco innym $wietle. Przedstawione powyzej nieliczne uwagi krytyczne w
niczym nie obnizaja doniosto$ci osiagnie¢ badawczych oraz wartosci merytorycznej publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy. W mojej ocenie koncowej chciatbym podkresli¢, ze Autorka
rozprawy podjeta probe odpowiedzi na aktualne pytania dotyczace przyczyn dywergencji
genetycznej oraz zweryfikowata rolg bariery srodowiskowej, doboru piciowego oraz
réwnowazacego w utrzymywaniu si¢ réznic genetycznych migdzy populacjami gupikéw z dwoch
dorzeczy. Badania wykonane zostalty prawidtowo i z zastosowaniem najnowoczes$niejszych metod
biologii molekularnej. Praca jest nowatorska, a jej poziom naukowy oceniam jako wysoki.
Stwierdzam wigc, ze rozprawa doktorska pt. "Phenotypic traits, genetic variation and gene flow
between guppy populations in Venezuela" spetnia warunki, o ktorych mowi artykut 13 Ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r.
nr 65, poz. 595; ze zm. w Dz. U. z 2011 r. nr 84, poz. 455) i wnoszg o jej wyrdznienie. Zwracam si¢
zatem do Rady Naukowej Instytutu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagiellonskiego o

dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Herdegen do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku





