Wplynelo do Drziekana

; tu
Wydziaty Biologii UJ
W dniu

L, 17 68y, 219

td6dz, dnia 10.12.2019 r.

WYDZIAL BIOLOGII
EOCHRONY
SRODOWISKA

Uniwersytet £odzki

Dr hab. Piotr Minias, prof. Ut
Uniwersytet todzki

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
email: piotr.minias@biol.uni.lodz.pl

RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Dudek

pt. ,Geny gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC): charakterystyka i introgresja u
traszek z grupy Lissotriton vulgaris”

wykonanej w Zespole Genomiki i Ewolucji Eksperymentalnej
Instytutu Nauk o Srodowisku
Uniwersytetu Jagiellorskiego w Krakowie

pod opiekg prof. dr. hab. Wiestawa Babika i dr. Piotra Zielinskiego

Tematyka rozprawy

W swojej rozprawie doktorskiej, mgr Katarzyna Dudek postawita sobie za cel scharakteryzowanie
zmiennosci genéw gféwnego uktadu zgodnosci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex,
MHC) w kompleksie traszek z rodzaju Lissotriton, obejmujacym traszke karpacka L. montandoni oraz
kilka linii ewolucyjnych L. vulgaris klasyfikowanych do niedawna w obrebie pojedynczego gatunku,
traszki zwyczajnej. Badania Doktorantki skupity sie na mechanizmie introgresji miedzygatunkowej, czyli
procesie, w ktérym nastepuje przeptyw alleli danego genu miedzy poszczegélnymi gatunkami na
drodze krzyzowania sie. Hipoteza adaptacyjnej introgresja zaktada, ze niektére geny powinny ulega¢
czestszej introgresji niz inne, jesli transfer nowych alleli w poprzek bariery migdzygatunkowej moze
przynies¢ osobnikom drugiego gatunku przewage selekcyjna. Takiej sytuacji mozna spodziewac sie

wtasnie w przypadku genéw MHC pozostajacych pod dziataniem silnego doboru réwnowazacego, ktory



utrzymuje w populacjach ich wysokg zmiennos¢ genetyczng. Dziatanie doboru réwnowazacego opiera
sie na trzech podstawowych mechanizmach: przewagi heterozygot (naddominacji), doboru
negatywnie zaleznego od czestosci oraz doboru fluktuujgcego. W zasadzie kazdy z tych mechanizmow
sprawia, ze pojawienie sie nowego, poczatkowo rzadkiego allelu MHC w populacji {(np. na drodze
introgresji) moze by¢ faworyzowane przez dobér. W efekcie, moina sie spodziewaé, ze geny MHC beda
ulega¢ znacznie fatwiejszej introgresja niz wiekszo$¢ pozostatych genéw, ktérych zmiennosé nie jest
warunkowana poprzez dziatanie doboru réwnowazgacego. Empiryczne przetestowanie tej hipotezy w
obrebie kompleksu traszek z rodzaju Lissotriton byto jednym z podstawowych celéw badawczych
rozprawy doktorskiej mgr Dudek. Trzeba jednak zauwazy¢, ze testowanie hipotez zwigzanych z
procesami introgresji nie jest zadaniem tatwym, gdyz podobne wzory zmiennosci genetycznej moga
powstac na drodze innych mechanizmoéw, np. poprzez zachowanie ancestralnych polimorfizmow w
niedawno rozdzielonych liniach ewolucyjnych badZ gatunkach. Stad informacje o roli mechanizmu
introgresji w ksztattowaniu zmiennosci genetycznej populacji pokrewnych gatunkéw, w szczegdélnosci
w rejonach stref mieszaricowych, sg niezwykle skape. Dopiero w ostatnich latach zainteresowanie
naukowe tym procesem nasila sie, jednak w dalszym ciggu stan wiedzy w tym temacie jest
zdecydowani niezadawalajgcy. W konsekwencji, tematyka badan podjetych przez mgr Dudek w
ramach swojej rozprawy doktorskiej jest zdecydowanie nowatorska i dobrze ukonstytuowana na tle

ewidentnych niedostatkow obecnego stanu wiedzy w tym zakresie.

Wybdr traszek z rodzaju Lissotriton do testowania powyzszych hipotez jest réwniez bardzo
dobrze uzasadniony. Zasieg traszki karpackiej styka sie z zasiegiem traszki zwyczajnej po obu stronach
(wewnetrzneji zewnetrznej) tuku Karpat tworzac dwie fatwo wyréznialne strefy mieszaficowe. Pozwala
to na zebranie doskonatego materiatu do wnioskowana o natezeniu procesu adaptacyjnej introgresji
na drodze analizy zmiennosci genetycznej obu gatunkow zarowno w samej strefie mieszaricowej
(populacje syntopiczne), jak i w populacjach lezacych w bezposrednim sasiedztwie oraz w pewnym

oddaleniu od tej strefy (odpowiednio populacje parapatryczne i allopatryczne).

Struktura rozprawy i jej ocena formalna

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska to manuskrypt o standardowej strukturze liczacy 103
strony, 33 rysunki i 21 tabel. Praca jest logicznie podzielona na dziesiec¢ rozdziatéw obejmujacych
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, cele pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje,
informacje o dostepnosci danych, podziekowania i spis literatury. Oba streszczenia sg klarowne i

prezentuja najwazniejsze wyniki pracy wraz z ich interpretacja oraz zwieztym wprowadzeniem



teoretycznym. Wstep jest dosé obszerny (15 stron) i stanowi bardzo dobre wprowadzenie do czesci
wynikowej i dyskusyjnej pracy. W rozdziale tym Doktorantka szczegdtowo, a jednoczesnie w
przystepny dla czytelnika sposdb, opisuje strukture gendw i czasteczek MHC, a takie ich role w
inicjowaniu odpowiedzi odpornodciowej kregowcow. Odrebne podrozdziaty wstepu poswiecone sa
mechanizmom warunkujgcym ewolucje genéw MHC, przegladowi informacji o strukturze regionu MHC
u ptazéw, procesowi introgresji, charakterystyce badanych taksonéw, a takie problemom zwigzanym
z genotypowaniem MHC u organizmdw niemodelowych. Cho¢ wartos¢ merytoryczna wstebu oceniam
wysoko, w kilku miejscach tego rozdziatu pojawiaja sie stwierdzenia, ktére w mojej ocenie wymagaja
doprecyzowania. Dla przyktadu, na stronie 10 Doktorantka pisze, ze ,zazwyczaj MHC klasy | jest
bardziej roznorodny niz MHC klasy II” nie podajac zadnego odniesienia do materiatéw zrodtowych. Z
kolei u niektérych grup kregowcéw (np. u ptakéw niewrdblowych) MHC klasy Il wykazuje znacznie
wyzszy poziom polimorfizmu niz MHC klasy |, wiec stwierdzenie Doktorantki wydaje sie nadmierna

generalizacja.

Wartosciowym elementem w strukturze rozprawy jest wyrdznienie celéw pracy w postaci
oddzielnego rozdziatu, co stanowi dla czytelnika uzyteczng mape do poruszania sie po kolejnych
rozdziatach rozprawy. Materialy i metody, w szczegdlnosci protokoty laboratoryjne i analizy
bioinformatyczne, opisane sg skrupulatnie i szczegdtowo, umozliwiajac replikacje badan. Rozdziat
wynikéw jest najobszerniejszym rozdziatem liczacym 35 stron i logicznie podzielonym na podrozdziaty
odpowiadajgce poszczegdlnym celom badawczym, choé¢ moim zdaniem najbardziej rozbudowane
tabele (np. Tabele 17 zajmujacy szesc stron) warto byto zamiescic w postaci zafgcznika, a nie w gtéwnej
czesci wynikowej. Dyskusja jest relatywnie krotka (7 stron), ale wystarczajaca, aby zinterpretowad
wyniki na tle istniejgcej wiedzy oraz wyprowadzi¢ ptyngce w nich wnioski. Cytowane prace s3
poprawnie dobrane, a cato$¢ bibliografii jest obszerna i liczy az 181 niemal wytgcznie anglojezycznych
pozycji literaturowych. Z wyjatkiem kilku drobnych btedéw edycyjnych (np. brak poprawnych cytowan
na stronie 46 czy zduplikowana pozycja Flajnik (2018) w spisie literatury), tekst rozprawy nie budzi

zastrzeien pod wzgledem stylistycznym, ani formalno-jezykowym.

Ocena merytoryczna

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Dudek obejmuje trzy podstawowe cele badawcze. Pierwszy z nich
dotyczyt szczegStowej charakteryzacji gendw MHC klasy | i 11 u traszek z rodzaju Lissotriton. Pionierskie
badania regionu MHC u traszek skupiaty sie wezesniej na gatunkach klasyfikowanych obecnie do dwéch

innych rodzajoéw, Triturus (traszka grzebieniasta) oraz Ichthyosaura (traszka gérska). Obejmowaty one




przede wszystkim charakterystyke polimorfizmu egzonu 2 MHC klasy Il, odpowiedzialnego za
kodowanie miejsc wigzgcych antygen. W pdzZniejszych latach zmiennos$¢ tego samego egzonu
scharakteryzowano rowniez u traszek z rodzaju Lissotriton, jednak rozprawa doktorska mgr Dudek
stanowi doskonate uzupetnienie wynikdw tych badan. Po pierwsze, badania prowadzone w ramach
niniejszej pracy doktorskiej skupity sie nie tylko na genach MHC klasy II, ale réwniez klasy |, ktore jak
dotychczas (zgodnie z mojg wiedzg) nie zostaty scharakteryzowane u traszek. Co wiecej Doktorantka
po raz pierwszy scharakteryzowata cate sekwencje kodujgce czgsteczki MHC obu klas, nie ograniczajac
sie jedynie do sekwencjonowania pojedynczych egzondw. Tak postawiony cel badawczy wymagat
opracowania nowatorskiego podejscia metodycznego, gdzie startery do amplifikacji docelowych
sekwencji zostaly zaprojektowane de novo w oparciu o istniejgcy transkryptom referencyjny traszek z
rodzaju Lissotriton. Nastepnie petne sekwencje kodujgce amplifikowano z wykorzystaniem
komplementarnego DNA nie zawierajgcego introndow, ktére otrzymywano poprzez przepisanie
wyizolowanego mRNA. Sekwencje transkryptow uzyskano na drodze tradycyjnego klonowania. Na
podstawie transkryptomow Doktorantka zaprojektowafa réwniez startery do amplifikacji jednego z
dwodch egzonow (egzon 2) kodujgcych miejsca wigzace antygen w czasteczce MHC klasy |. Startery
amplifikujgce egzon 2 MHC klasy Il zostaty zaprojektowane z wykorzystaniem techniki ,genome
walking”, bazujac na opracowanych wczesniej sekwencjach starterowych amplifikujacych relatywnie
krotki fragment egzonu. Sekwencje alleli MHC obu klas zostaly uzyskane z wykorzystaniem
sekwencjonowania nastepnej generacji technikg Illumina. Allele uzyskane na podstawie
sekwencjonowania genomowego DNA porownano z allelami uzyskanymi na podstawie analiz
komplementarnego DNA, co postuzyto do identyfikacji alleli o niskiej ekspresji (allele nieklasyczne lub
pseudogeny). W koricu, analiza alleli MHC w obrebie dwdch rodzin otrzymanych poprzez krzyzowanie
traszki zwyczajnej i karpackiej umozliwita uzyskanie haplotypéw MHC, okreslenie minimalnej liczby loci
przypadajacej na haplotyp, oraz oszacowanie tempa replikacji i lokalizacje regiondow MHC obu klas na

mapie genetyczne;j.

Podsumowujgc te czes¢ badan, jestem pod bardzo duzym wrazeniem réznorodnosci i
zaawansowania wykorzystanych przez Doktorantke metod i technik, zaréwno laboratoryjnych, jak i
bioinformatycznych. Przeprowadzone prace z pewnoscig wykraczajg daleko poza standardowe
procedury charakteryzowania polimorfizmu MHC u organizméw niemodelowych. Co wiecej,
postawione sobie przez Doktorantke cele badawcze wymagaty niezwykle kreatywnego podejscia i
autorskiego opracowania skomplikowanej metodologii, ktéra umozliwita skuteczng realizacje tychze
celéw. Trzeba tutaj podkresli, ze genotypowanie MHC u organizméw modelowych jest czesto
niezwykle trudne, zaréwno ze wzgledu na liczne duplikacje genow, niewielkg wiedze o organizacji

genomowej regionu MHC, a takze z powodu czestego braku referencyjnych zasobdw genetycznych w



postaci ztozonych genoméw lub transkryptomoéw. Stad jedynie dla bardzo nielicznych gatunkow
kregowcow charakteryzujgcych sie niewielka liczbg loci MHC istniejg zestawy starterow umozliwiajgce
amplifikacje poszczegdlnych loci. W innych przypadkach, rézne loci MHC amplifikowane sg zbiorowo
przy pomocy jednego lub kilku zestawdw starterdw, a nastepnie genotypowane z wykorzystaniem
technik sekwencjonowania nastepnej generacji. Jednak nawet w takich przypadkach czesto mozliwe
jest wykorzystanie istniejgcych sekwencji starterowych od pokrewnych gatunkéw bad? silnie
zdegenerowanych sekwencji amplifikujacych geny MHC u szerokiego spektrum gatunkéw.lkorzystanie
z tych ufatwien niesie jednak za sobg pewne niebezpieczeristwa, np. specyficzng amplifikacje jedynie
niektérych loci albo alleli. W swojej pracy Doktorantka z tego rodzaju utatwiert nie korzystata, co
dwiadczy o jej ambitnym podejéciu do prowadzonych badan. Takie podejicie zaowocowato uzyskaniem
bardzo szczegdtowej charakterystyki regionu MHC u traszek z rodzaju Lissotriton na bardzo réznych
poziomach organizacji (zmiennosci nukleotydowej egzonu 2, roinorodnosci alleli, organizacji
haplotypowej, etc.). Wydaje sie, ze na skutek badan przeprowadzonych w ramach przedtozonej mi do
oceny rozprawy doktorskiej, traszke zwyczajng i karpacka moina zaliczy¢ do gatunkow o najlepiej

poznanej zmiennosci i strukturze regionu MHC wérdd ptazow.

Mimo mojej pozytywnej oceny tej czeéci pracy, musze przyznaé, ze z pewng nieufnoscig
podchodze do analizy ekspresji alleli MHC przy zastosowanym przez Doktorantkg podejsciu
metodycznym. Poziom ekspresji sprawdzono na wzglednie niewielkiej prébie 13 osobnikéw, dla
ktérych dostepne byly dane transkryptomowe. W zaleznosci od liczby zmapowanych odczytéw RNAseq
allele MHC podzielono arbitralnie na trzy kategorie o niskiej, sredniej i wysokiej ekspresji. Nastgpnie
allele te potaczono w klastry genetyczne z pozostatymi allelami (pochodzacymi od osobnikéw, dla
ktorych dane transkryptomowe nie byty dostepne) i o poziomie ekspresji wnioskowano na podstawie
przynaleznosci po poszczegdlnych klastréw. W mojej ocenie takie podejscie jest dos¢ mocno
uproszczone i moze powodowa¢ btedy w identyfikacji stopnia ekspresji poszczegdlinych alleli. Wydaje
mi sie réwniez, ze nie ma odpowiednio silnych przestanek merytorycznych pozwalajacy bezpiecznie
zatozy¢, ze wszystkie allele MHC o podobnej sekwencji (tworzgce jeden klaster genetyczny) bedg miaty
podobny stopien ekspresji. Jednoczesnie nalezy pamigtac o tym, ze ekspresja poszczegdlnych alleli
moze wykazywaé duze réznice miedzy tkankami, wiec sztywna klasyfikacja alleli jako podlegajacych
niskiej lub wysokiej ekspresji moze nie odpowiadac¢ skomplikowanemu obrazowi ich rzeczywistej
ekspresji w organizmie. W koAcu, zastanawiam sie jakie przestanki zadecydowaty o wyborze jedynie
egzonu 2 MHC klasy | do analiz, natomiast egzon 3, ktéry réwniez tworzy region wigzacy antygeny,
zostat pominiety. Dla przyktadu u ptakéw wigkszos¢ analiz polimorfizmu MHC klasy | bazuje wytacznie

na egzonie 3, ktéry jak sie powszechnie uwaza, wykazuje w tej grupie wyzsza zmiennosc niz egzon 2.



Drugi i trzeci cel badawczy, ktérymi mgr Dudek zajmowata si¢ w ramach swojej pracy
doktorskiej, zwiazane sg z procesem adaptacyjnej introgresji gendw MHC u traszek Lissotriton.
Pierwsza z hipotez zaktada, ze geny MHC klasy | bedg ulegac fatwiejszej introgresji niz losowo wybrane
geny, ktorych zmiennosé nie jest ksztattowana przez doboér rownowazacy. W tym celu poddano analizie
zréznicowanie gendw MHC i ponad 150 innych gendw miedzy trzema grupami geograficznymi traszki
zwyczajnej i karpackiej. Doktorantka potwierdzita, ze najmniejsze zréznicowanie MHC wystgpito
miedzy populacjg pdtnocng traszki zwyczajnej i populacja traszki karpackiej, a nie migdzy najbardziej
spokrewnionymi grupami traszki zwyczajnej, podczas gdy miary zroznicowania pozostatych genéw
odzwierciedlaty pokrewiefAstwo miedzy grupami. Wynik ten wskazywat na zwigkszone tempo
introgresji gendw MHC klasy | w stosunku do sredniej ogélnogenomowej. Podobna hipoteza testowana
byta uprzednio na tym samym modelu w odniesieniu do gendw MHC klasy Il, jednak w mojej opinii ta
czes¢ rozprawy doktorskiej nie jest prosta replikacja wczesniejszych badan, ktére porownywaty
zroznicowanie gendw MHC do zrdznicowania niewielkiego zestawu loci mikrosatelitarnych. Obecna
analiza ponad 150 losowo wybranych gendw z pewnoscig daje duzo lepszy obraz ogolnogenomowej
zmiennoéci niz kilka loci mikrosatelitarnych, umoizliwiajagc wiarygodniejsze porownania ze
zréznicowaniem gendw MHC, a co za tym idzie, duzo precyzyjniejsze oszacowanie tempa introgresji.
Jednoczesnie, wielkosé proby w rozprawie mgr Dudek zostata zwigkszona do imponujacej liczby niemal
dwach i p6t tysigca osobnikow pochodzgcych z 35 populacji, co znacznie zwieksza moc wnioskowania.
Stad, uwazam, ze analizy te sg w petni nowatorskie i wnoszg istotny wktad w zrozumienie procesu

introgresji genéw MHC.

Wydaj’e mi sig, ze druga z hipotez zwigzanych z introgresjg nie zostata przez Doktorantke
odpowiednio doprecyzowana. W rozdziale ,Cele pracy” czytamy, ze trzecim celem badawczym byto
Jprzetestowanie hipotezy o tatwiejszej introgresji genéw MHC klasy | i Il w dwdch strefach
mieszancowych, jakie traszka karpacka tworzy z dwiema liniami traszki zwyczajnej po obu stronach
Karpat”. Nie wiadomo jednak w odniesieniu do czego proces introgresji genow MHC w obu strefach
mieszaficowych powinien by¢ tatwiejszy, czy w odniesieniu do innych genéw, czy moze w odniesieniu
do innych populacji lub lokalizacji geograficznych. Wyjasnien dostarczajg jednak konkretne predykcje
zwigzane z testowaniem tej hipotezy. Doktorantka zatozyta, ze wewnatrzgatunkowe zrdéznicowanie
MHC miedzy dwoma transektami przehiegajacymi w poprzek strefy mieszaficowej powinno by¢ wyzsze
niz miedzygatunkowe zréznicowanie wewnatrz kazdego transektu, co wskazywatoby na silng
introgresje tych gendw. Wewnatrz- i miedzygatunkowe wzorce zréznicowania MHC zostaty poréwnane
z wzorcami zroznicowania ponad tysigca innych gendw i jasno wskazywaty na szybsze tempo introgres;ji
MHC w porownaniu do sredniej ogdlnogenomowej. W petni zgadzam sie z argumentacjg Doktorantki,

ze wyniki te dajg znacznie bardziej bezposrednie potwierdzenie procesu introgresji genow MHC w



poréwnaniu do badan w duzej skali geograficznej (drugi cel pracy), stanowigc ich logiczne uzupetnienie.
Jednoczeénie chciatbym podkresli¢, ze oba cele rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Dudek dotyczace
procesu introgresji zostaty w mojej opinii zaplanowane i zrealizowane w sposdb wzorowy i, bez
wzgledu na wsparcie, ktére Doktorantka z pewnoscia otrzymata od zespotu, w ktérym realizowana byta
praca, wskazuje to na jej duze zaangazowanie naukowe. W efekcie, rozprawa doktorska mgr Dudek
wnosi w mojej opinii istotny wktad w zrozumienie procesow adaptacyjnej introgresji i mechanizmow

utrzymywania zmiennosci genetycznej na skutek hybrydyzacji.

Podsumowanie

Podsumowujac, uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Dudek spetnia wymogi stawiane
przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365; z 2010 r. Nr 96,
poz. 620, Nr 182, poz. 1228; z 2011 r. Nr 84, poz. 455) i na tej podstawie wnosze o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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