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1. Kwestie formalne

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zostata napisana w j. angielskim i sktada
si¢ z pigciu gtownych rozdziatow, gdzie zamieszczono wstep teoretyczny dla podjetych badan
(Rozdz. 1) oraz cele badawcze (Rozdz. 2), a takze gdzie opisano materiaty i metody badawcze,
wyniki i wnioski (Rozdz. 3-5). Ponadto, integralng czescia pracy jest spis literatury, suplement,
podzigkowania oraz streszczenie (w j. angielskim i polskim) i podzigkowania. Cato$¢ zajmuje
165 stron.

Praca ma struktur¢ monografii naukowej, przy czym rozdzialy 3-5 strukturg
przypominajg artykuly naukowe, tj. posiadajg wstep, materialy i metody, wyniki i dyskus;je,
natomiast nie posiadajg spisu literatury, ktory jest wspolny dla calej dysertacji. Struktura nie
budzi zastrzezen. Mam jednak pewne watpliwosci odnosnie wkiadu doktorantki w powstanie
pracy doktorskiej, ktore wynikaja z faktu, Zze dwa pierwsze rozdziaty opisujg badania, ktérych
wyniki opublikowano w formie dwoch artykulow w recenzowanych czasopismach, tj.

1. Niedzicka M, Fijarczyk A, Dudek K, Stuglik M, Babik W. 2016. Molecular Inversion
Probes for targeted resequencing in non-model organisms. Scientific Reports 6, Article
number: 24051. doi: 10.1038/srep24051.

2. Niedzicka M, Dudek K, Fijarczyk A, Zielinski P, Babik W. 2017. Linkage Map of
Lissotriton Newts Provides Insight into the Genetic Basis of Reproductive Isolation. G3
7(7):2115-2124. doi: 10.1534/93.117.041178.

Przede wszystkim, nie jest dla mnie jasne, dlaczego w rozprawie nie podano explicite,
ze rozdziaty 3 1 4 opisuja te same badania co wspomniane artykuty, tym bardziej, ze
recenzowana rozprawa datowana jest na rok 2018, podczas gdy publikacje ukazaty si¢ w 2016
i 2017 roku.

Ponadto, wymienione artykuly sa wieloautorskie, przy czym jedynie w przypadku
publikacji z 2016 roku mozna dowiedziec si¢ jakg role petili poszczegdlni autorzy. Dodatkowa
kwesti¢ stanowi zrédto finansowania badan, ktore nie zostalo wskazane w dysertacji, a jedynie
we wspomnianych publikacjach. Pani mgr Niedzicka jest pierwszym autorem w przypadku obu
artykulow, co wskazuje na jej dominujaca rol¢ w badaniach. Niemniej, ze wzgledu na
wieloautorski charakter publikacji zasadne byloby umieszczenie oswiadczen pozostatych
autorow odnos$nie ich wktadu w powstanie niniejszej dysertacji.



2. Ocena merytoryczna

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Niedzickiej bylo: 1) przetestowanie
mozliwo$ci zastosowania markeréw molekularnych, tzw. molecular invresion probes, u
gatunkow niemodelowych, 2) opracowanie mapy genetycznej traszek z rodzaju Lissotriton w
oparciu 0 markery molekularne oraz 3) okres$lenie zmiennosci morfologicznej traszek na
poziomie mi¢dzygatunkowym. Przedstawione w rozdziale 2 cele rozprawy sg sformutowane w
sposob jasny, a wstep do kazdego z rozdziatdéw nie pozostawia watpliwosci co do zasadnoS$ci
podjecia badan w tych obszarach.

W rozdziale po$wigconym opracowaniu markeréw MIP, autorka w sposob przejrzysty
wprowadza w zagadnienie oraz podaje szereg argumentéw (M.in. wysoka specyficznos¢,
powtarzalno$¢ czy niewielkie wymagania co do ilosci wyjsciowego materiatu), ktore
uzasadniajg podjecie proby opracowania markerow MIP dla traszek Lissotriton oraz okreslenia
ich wlasciwos$ci. Przedmiotem badan w rozdziale 4 byto opracowanie mapy genetycznej traszek
z rodzaju Lissotriton. Ta cze$¢ rozprawy W sposob naturalny taczy si¢ tematycznie z
poprzednim rozdziatem, bowiem w celu okreslenia mapy genetycznej wykorzystano markery
MIP opracowane na bazie metod opisanych w rozdziale 3. Istotnym aspektem byto
wykorzystanie potomstwa F2 dwoch gatunkéw traszki, tj. Lissotriton montanonii oraz L.
vulgaris w uktadzie dwoch niespokrewnionych rodéw do zbadania zaburzen segregacji
Mendlowskiej, ktore moga $wiadczy¢ o istnieniu genetycznych mechanizméw izolacji
gatunkowej. Pod wzgledem metodologicznym (wytaczajac analizy molekularne), praca bazuje
na szeroko cytowanej publikacji Fishman i in. 2001, stanowiacej ,,podrecznik” w zakresie
opracowywania map genetycznych. Rozdziat 5 opisuje badania nad zmiennoS$cia
morfologiczng traszek. Jako grupy referencyjne dla gatunkow L. montandonii i L. vulgaris
wybrano dziko zyjace osobniki z populacji w Karpatach charakteryzujace si¢ brakiem oznak
admiksji (introgresja). Jako probe referencyjng dla mieszancéw wykorzystano meskie
potomstwo F1 pochodzace z krzyzowki 2 osobnikow kazdego gatunku. Dodatkowo analizom
poddano dziko zyjace osobniki zebrane losowo wzdhuz 2 transektéw w Karpatach, dla ktorych
znany byt poziom admiksji genetycznej. Do analiz 8 cech morfologicznych (w tym 5
drugorzedowych cech ptciowych) wykorzystano zdjecia fotograficzne. Wykazano, ze indeks
morfologiczny bardzo dobrze rdéznicuje osobniki w grupach referencyjnych, cho¢ wyniki
pomiaréw indywidualnych cech maja istotnie subiektywny charakter (efekt mierzacego).
Badani pokazaty rowniez, ze osobniki z podgatunku L. vulgaris ampelensis sg morfologicznie
zblizone do mieszancéw, co moze ulatwia¢ introgresje prowadzaca do zastgpowania
mieszancoOw F1 osobnikami z coraz to wigkszym udziatem genomu L. vulgaris.

Przytoczona literatura (w liczbie 232 pozycji), sposob opracowania wstepu, swobodny
I merytoryczny styl prowadzenia dyskusji oraz opis metod pokazuja, ze doktorantka Swietnie
orientuje si¢ w podjetej tematyce oraz ze postawione wyzwanie podjeta swiadoma niuansow
natury metodologicznej i technicznej, towarzyszacych wykorzystanym metodom
molekularnym. Pragne¢ podkresli¢, ze w mojej ocenie dobor metod byt wlasciwy, a uzyskane
wyniki zostaty rzetelnie przedstawione i opracowane statystycznie (np. z uwzglednieniem
podwyzszonego ryzyka bledu pierwszego rodzaju).

Za najwazniejsze osiggniecia pracy mozna uznac:

1. Zakonczong powodzeniem probe opracowania markeréw molekularnych typu MIP dla
traszek z rodzaju Lissotrton. Mimo ze ta czg$¢ rozprawy ma charakter raczej techniczny,
jest przyktadem pracy o charakterze nowatorskim i moze stanowi¢ inspiracj¢ dla innych
badaczy. Optymizmem napawa fakt, ze skuteczne opracowanie markerow MIP jest
mozliwe dla gatunkéw o duzych i skomplikowanych strukturalnie genomach, dla



ktorych sekwencja nie jest poznana. Przyktadem takiej grupy moga by¢ rosliny
nagonasienne.

2. Opracowanie mapy genetycznej, otwierajacej mozliwosci dalszych badan nad
hybrydyzacja i specjacjg w rodzaju Lissotriton.

3. Wykazanie istnienia regiondw genomu, w ramach ktoérych zachodzi zaburzenie
segregacji Mendlowskiej w przypadku mieszancow F2. Mimo ze nie udato si¢ wskazac
jednoznacznie na przyczyny obserwowania zaburzen, uwazam ze jest to odkrycie
bardzo istotne dla dalszych badan nad hybrydyzacja u badanej grupy traszek.
Perspektywy takich badan nakre§la Autorka w dyskusji w rozdziale 4.

4. Wykazanie roznic w dlugoSci map genetycznych dotychczas badanych ptazéw
ogoniastych, wskazujac przy tym na mozliwe scenariusze w ewolucji tempa
rekombinacji w tej grupie.

5. llosciowa charakterystyka zmiennosci morfologicznej na tle poziomu admiksji genomu
traszek z naturalnych transektow na tle grup referencyjnych. Wykazano przy tym, ze
naturalna zmienno$¢ morfologiczna moze wykracza¢ poza wzorce obserwowane w
grupach referencyjnych. Wynik ten pokazuje, ze zmienno$¢ morfologiczna nie jest
$cisle zwigzana z poziomem introgresji genomu.

Powyzsze osiggniecia stanowig wg mnie oryginalny wktad rozprawy doktorskiej do
dyscypliny biologii. Rozprawa doktorska ma przy tym niewatpliwie duze znaczenie dla badan
nad rolg hybrydyzacji i introgresji w ksztattowaniu zmienno$ci traszek z rodzaju Lissotriton.

3. Uwagi
Praca jest napisana starannym jezykiem, z duzg dbalo$cig o czytelno$¢ przekazu, ktory
utatwiajg liczne ryciny i tabele. Niemniej, korzystajac z przywilejéw recenzenta, podczas
lektury poczynitem nieliczne uwagi, ktore zamieszczam ponize;.

1. Po lekturze catej rozprawy odniostem wrazenie, ze rozdziat 5, opisujacy badania
morfologiczne, odbiega pod wzglgdem celow od tytutu rozprawy. Umacnia mnie w tym
przekonaniu stwierdzenie autorki, ze (tlumaczac) ,,dostgpnos¢ mieszancow F1
otrzymanych w krzyzowce eksperymentalnej stwarza okazje do przebadania cech
morfologicznych...” (str. 29), ktére sugeruje, ze badania morfologiczne wykonano
niejako przy okazji. O ile pod wzgledem naukowym rozdzial 5 jest pelnowartosciowym
rozdziatem dysertacji, to jego obecno$¢ zaburza spdjnos$¢ tematyczng pracy. Z drugiej
strony, zagadnienia podejmowane w pracy znajdujg wspolny mianownik w postaci
zmiennosci miedzygatunkowej 1 hybrydyzacji. By¢ moze wystarczyloby zaproponowac
inny tytut dla catej rozprawy?

2. Na stronie 46 podano wniosek, ze niemal wszystkie markery MIP byty polimorficzne.
Mozna by uznaé, ze jest to pozytywna wiasciwos¢ markerow MIP. Niemniej, przy
opisie metod na stronie 36 podano, ze kryterium wyboru regionéw byta obecno$é
zmiennosci miedzygatunkowej. Czy zatem wszystkie opracowane markery nie powinny
by¢ polimorficzne?

3. Na stronie 47 Autorka pisze, ze przy opracowywaniu markeréw genetycznych wazne
jest skuteczne odfiltrowanie paralogow, szczegélnie gdy markery majg byc
wykorzystane przy opracowywaniu mapy sprze¢zen. Ciekaw jestem, czy znane sa
Autorce zastosowania markerow genetycznych, w przypadku ktorych obecnosé
paralogow bytaby dopuszczalna?



4. Na stronie 59 Autorka btednie podaje, ze statystyka opisujaca pokrycie genomu przez
map¢ byla oszacowana w oparciu o zatozenie réwnomiernego rozmieszczenia
markeréw, podczas gdy statystyka zaproponowana przez Fishman i in. (2001) zaklada
losowe (tj. nastepujace wg procesu Poissona) rozmieszczenie markerow. (Przy okazji
dodam, ze praca zrédtowa Fishman i in. (2001) nie zostala zamieszczona w spisie
literatury!) Btednie podano réwniez, ze testu X? uzyto w celu sprawdzenia, czy markery
rozmieszczone sa rownomiernie, podczas gdy faktycznie testowano czy rozmieszczenie
markerow jest zgodne z rozktadem losowym. Powyzsza uwaga dotycz rowniez
omowienia wynikéw (str. 61), gdzie powinno pojawi¢ si¢ stwierdzenie, ze
rozmieszczenie markero6w na opracowanej mapie odbiega od rozktadu losowego (a nie
réwnomiernego!).

5. Nastronie 61 podano, ze (thumaczac z j. angielskiego) ,,w obrebie 5 i 2 ¢cM mapowanych
markeréw znajduje si¢ szacunkowo 99,9% 1 95,3% genomu”. Czytane dostownie,
zdanie to jest niewatpliwie nieprawdziwe, cho¢ podobne zdanie mozna znalez¢ w pracy
Fishman i in. 2001. Podane warto$ci odnosza si¢ do statystyki pokrycia, ktora jest w
istocie dystrybuantg rozktadu wyktadniczego, ktory z kolei opisuje zmienng losowa
rowna odleglosci migdzy losowo wybranym markerem a kolejnym markerem na mapie,
przy zatozeniu ze markery sa losowo rozmieszczone z intensywnoscig rowng n/L.
Zmienna 2d w rownaniu statystyki opisuje obszar genomu (w cM) wokot losowo
wybranego markera. Zatem statystyka pokrycia okresla, jakie jest prawdopodobienstwo
wystapienia kolejnego markera genetycznego w odlegtosci nie wigkszej niz d od losowo
wybranego markera na mapie. Dodatkowo, warto zwrdci¢c uwage, ze podane
prawdopodobienstwa pokrycia moga by¢ btedne, poniewaz rozktad markerow nie jest
losowy — wartosci sa zapewne zbyt optymistyczne ze wzgledu na skupiskowe
rozmieszczenie markerow. Z ryciny 4.5 fatwo bowiem mozna zauwazy¢, Ze istnieja
liczne obszary genomu o zdecydowanie stabszym pokryciu. W tej sytuacji lepszym
sposobem okreslenia pokrycia bytoby podanie empirycznych czgstosci wystgpowania
markera w obrgbie 5 i 2 ¢cM od losowo wybranego markera, np. na drodze symulacji
Monte Carlo.

6. Na stronie 69, dyskutujac mozliwe przyczyny zaburzen segregacji Mendlowskiej
Autorka sugeruje, ze depresja wsobna nie jest przyczyng obserwowanych wzorcow,
podajac przy tym jako argument fakt, Ze zanotowano niedobdr heterozygot w loci
wykazujgcych najwigksze odchylenia od proporcji Mendlowskich. Warto si¢ jednak
zastanowic, czy nie jest to efekt wstepnego filtrowania markeréow pod katem obecnosci
paralogéw (str. 58) na bazie nadmiernej heterozygotycznosci markerow? Wiadomo, ze
rozmnazanie krzyzowe sprzyja utrzymywaniu si¢ licznych czynnikow letalnych w
genomie. Uzyskane eksperymentalnie potomstwo F2 wykazuje znaczny stopien
wsobnosci (0.25), przez co depresja wsobna staje si¢ realnym czynnikiem. Zaktadajac
podstawowy model depresji wsobnej, mozna si¢ spodziewaé, ze recesywne czynniki
letalne (potencjalnie sprzgzone z niektorymi z badanych regionéw) wywotaja nadmiar
heterozygotycznosci w potomstwie F2. By¢ moze skutecznie odfiltrowano te markery,
ktoére niosty najwiekszy sygnat depresji wsobnej?

7. Na stronie 79 podano, ze dla osobnikoéw zebranych wzdhuz transektoéw w Karpatach
okreslono poziom admiksji w oparciu o blisko 3 tysigce markerow SNP. Niestety, nie
podano zadnych szczegétow odn. markerow (w tym sposobu uzyskania i analizy
sekwencji) oraz zadnych informacji dotyczacych metod analizy statystycznej w celu
okreslenia admiksji. Jednie wskazano na niepublikowane zrédlo ,,Zielinski i in., w



przygotowaniu”. Trudno jest odnie$¢ si¢ do poprawnosci i zasadnoscei uzytych metod w
sytuacji, kiedy nie podano zadnych informacji.

Whiosek koncowy

Zamieszczone uwagi i watpliwosci nie podwazaja mojej ogdlnej wysokiej oceny
rozprawy doktorskiej. Dysertacja ma istotny i oryginalny wkiad w poznanie zmiennosci
badanych gatunkéw traszek oraz stwarza podstawy dla dalszych badan nad zagadnieniem
hybrydyzacji i specjacji tych gatunkéw. W mojej opinii recenzowana rozprawa doktorska
spelnia wymogi stawiane w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz.U. 2003
Nr 65 poz. 595, Art. 13). Wobec powyzszego wnoszg o dopuszczenie pani mgr inz. Marty
Niedzickiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Bydgoszcz 25.07.2018 dr hab. Igor J. Chybicki
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