Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Kotodziejczyk pt.

., Genetyczne i pozagenetyczne mechanizmy ksztattujgce inwazyjnos¢ w swietle
najnowszych badan — znaczenie lokalnych adaptacji i zmiennos¢ mikrobiomu na
przyktadzie szopa pracza Procyon lotor”

Tematyka, struktura i oryginalno$¢ pracy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pt. ,, Genetyczne i pozagenetyczne mechanizmy
ksztattujqce inwazyjnos¢ w swietle najnowszych badan — znaczenie lokalnych adaptacji i
zmiennoS¢ mikrobiomu na przyktadzie szopa pracza Procyon lotor” sktada si¢ z trzech
rozdziatéw, w tym dwoch opublikowanych artykutéw naukowych oraz jednego manuskryptu
(obecnie w recenzji w bardzo dobrym czasopi$mie naukowym). Praca zostata przygotowana
rzetelnie 1 przejrzyscie, co znacznie utatwia jej lekture. Wstep oraz ogolna dyskusja sg dobrze
skonstruowane — sprawnie wprowadzaja w tematyke 1 trafnie podsumowujg uzyskane wyniki.
Cele pracy sa jasno sformutowane i1 bardzo dobrze wpisuja si¢ w debate naukowa nad
mechanizmami ksztaltujacymi inwazyjno$¢ gatunkow. Rozdziat pierwszy stanowi systematyczny
przeglad literatury dotyczacy wykorzystania danych genomowych do analizy wplywu procesow
demograficznych i selekcji na zmiennos$¢ genetyczng podczas inwazji. Artykut ten,
opublikowany w prestizowym czasopismie, jest inspirujaca lektura, ktéra w sposob
kompleksowy wprowadza w tematyke dwoch kolejnych rozdziatow empirycznych. Rozdziat
drugi (w formie manuskryptu) prezentuje wyniki analiz zmiennosci oraz sladéw doboru
naturalnego w genomie szopa pracza w populacjach rodzimych 1 inwazyjnych. Do tej czesci
pracy odnosze si¢ szerzej w dalszej czesci recenzji. Rozdziat trzeci, opublikowany w uznanym
czasopismie, dotyczy poréwnania sktadu i funkcjonalno$ci mikrobiomu szopa pracza. Wszystkie
przedstawione rozdziaty tworza spojna tematycznie calos¢.

Oryginalno$¢ rozprawy oceniam wysoko. Podjeta problematyka nie tylko systematyzuje
dotychczasowy stan wiedzy (rozdziat 1), ale dostarcza istotnych danych empirycznych na temat
waznego w Europie gatunku inwazyjnego oraz wypelnia luki naszej wiedzy jesli chodzi o
zmienno$¢ genetyczna (neutralna i adaptacyjng) oraz sktad i roznice w mikrobiomie szopa
pracza. Wyniki przeprowadzonych badan majg bez watpienia duza wartos¢ naukowg 1 moga
stuzy¢ jako baza do dalszych badan nad tym, jak i nad innymi, gatunkami inwazyjnymi.

Wiedza i niezalezno$¢ naukowa Kandydatki

Kandydatka sprawnie postuguje si¢ zroznicowanym warsztatem badawczym: od przygotowania
systematycznego przegladu literatury, po specjalistyczne analizy bioinformatyczne, zagadnienia
z zakresu genetyki populacyjnej oraz analiz¢ mikrobiomu. Jest pierwszg autorkg wszystkich
rozdziatéw oraz petni role autorki korespondencyjnej co §wiadczy o jej duzej samodzielnosci



naukowej. Na szczegdlng pochwale zastuguje warsztat pisarski — tekst jest przystepny i
dopracowany. Nie mam watpliwosci, ze Kandydatka posiada gltgboka wiedzg z zakresu biologii
ewolucyjnej 1 konserwatorskie;.

Pytania i uwagi krytyczne

Z uwagi na fakt, ze dwa rozdzialy przeszty juz proces recenzji, i w mojej ocenie sg bardzo
dobrze przygotowane i napisane, moje uwagi krytyczne koncentruja si¢ gldwnie na rozdziale
niepublikowanym (rozdziat drugi). Mam tez kilka pytan og6lnych, wynikajacych gtownie z
mojej ciekawosci, ktore podaj¢ ponizej .

Uwagi szczegotowe (rozdziat drugi)

Kandydatka stosuje adekwatne narz¢dzia (BayeScan, pcadapt, BayPass) oraz klasyczne
statystyki (pi — nucleotide diversity, Tajima D). Moje watpliwosci budzi jednak interpretacja
r6znic we frekwencji alleli, zwlaszcza w odniesieniu do doboru rownowazacego (balancing
selection), ktory jest wyjatkowo trudny do jednoznacznej identyfikacji.

1. Czy wybrane loci kandydackie wykazuja warto$ci statystyk BayeScan lub BayPass
zgodne z teoretycznymi oczekiwaniami dla doboru rownowazacego?

2. Dlaczego przyjeto tak szeroki zakres frekwencji jako §wiadczacy o tym typie doboru (0.2
—0.8)? Jakie konkretnie wartosci przyjmowaty loci kandydackie?

3. Warto$ci Tajimy D powyzej 1 sg trudne do interpretacji bez analizy ich rozktadu w skali
calego genomu. W obecnej formie interpretacja ta wydaje si¢ ryzykowna, a w dyskusji
sygnaly te sg traktowane jako silne przestanki doboru.

W teks$cie rozdziatu drugiego zabrakto mi wizualizacji wynikow z programéw BayeScan i
BayPass (np. wykres6w typu Manhattan) z zaznaczeniem wykrytych loci kandydatow (outliers).
Taka wizualizacja znacznie ulatwitaby interpretacj¢ wynikow. Najwazniejszym sygnalem doboru
wydaje si¢ by¢ region, w ktorym wykryto kilka loci kandydatow, co sugerowac silne sprzezenie
nierownowagowe (LD) charakterystyczne dla miejsc pod dziataniem doboru, ale moze ono
rowniez wskazywac¢ na warianty strukturalne (np. inwersje polimorficzne). Czy biorac pod
uwage krotki czas od inwazji, nie nalezatoby oczekiwaé bardzo silnych sygnatéw LD wokot loci
podlegajacych lokalnej adaptacji (w przypadku contrast outliers)?

Biorac pod uwagg charakter danych (RADseq — stosunkowo niewielka liczba miejsc zmiennych
w relacji do miejsc zmiennych w calym genomie), interpretacja wynikow jako sygnalow selekcji
zwigzanych z warunkami klimatycznymi moze by¢ nadinterpretacja.

Inne drobne uwagi i informacje jakich mi brakowato:

e Brak szczegotowych informacji o sposobie wyznaczenia progu istotnosci loci
kandydatow (outliers significance threshold) w metodach BayeScan i BayPass.



Interesujace byloby zestawienie réznic miedzy uzytymi metodami — czy ktoras z nich
wykrywata znaczaco wigcej miejsc kandydackich (outliers, podana jest liczba catkowita i
liczba wspolnych sygnatow doboru)?

Brak informac;ji o catkowitej wielko$ci genomu szopa pracza.

Na ilu loci neutralnych (np. 4-fold SNPs) przeprowadzono analizy porownawcze? Czy
ich liczba mogta wptyna¢ na wyniki poréwnan?

Jaka warto$¢ przyjeto jako wyznacznik bliskosci badanych loci do genow (1. 364) i czy te
loci byty wiaczone do analizy GO? Nie bylo to dla mnie jasne.

Dwa ostatnie paragrafy wstgpu warto wyrazniej rozdzieli¢ na cz¢$¢ opisujacg badany
gatunek oraz cze$¢ definiujacg cele pracy.

Narzedzie VCFtools nie jest juz rozwijane; obecnie standardem w bioinformatyce jest
BCFtools.

Pojecia ,,dywergencja” (divergence) 1 ,,zrdznicowanie” (differentiation) sa uzywane
zamiennie, mimo Ze nie sg tym samym.

Na poczatku wynikoéw pojawia si¢ informacja o 5 mln SNP, by po filtrowaniu liczba ta
wzrosta do przedziatu 1-23 miIn. Nie rozumiem tej rozbieznosci, prawdopodobnie wkradt
si¢ tutaj jaki$ btad.

Co doktadnie oznacza ,,reduced frequencies” (1. 330) i1 jakg zmiang¢ uznano za istotng
zmiang/spadek czestosci? Np. czy spadek z np. 0.40 do 0.39 tez byt klasyfikowany jako
obnizona czgstos$¢?

Pytania ogolne:

1.

Jak najbardziej rozumiem wykorzystanie metody RADseq, nie ma przeciwwskazan do jej
uzycia w celu szukania sladow dziatania doboru w genomie, mimo wszystko metoda ta
oparta jest na niewielkiej liczbie miejsc zmiennych w genomie i znalezienie genow pod
dziataniem doboru jest w takim przypadku znacznie trudniejsze (szanse s3 znacznie
mniejsze). Dyskusja taka nie jest nowa w $wiecie naukowym i ciekawa jestem jak
Kandydatka broni takiego podejscia? (rozdziat drugi)

Analizy wzbogacenia ontologii genow (GO enrichment) czgsto generujg bardzo dlugie
listy genéw. W jakim stopniu wyniki te mozna interpretowac konstruktywnie bez
dodatkowych analiz? W szczegdlnosci w konteks$cie ograniczen zwigzanych z RADseq.
Tak jak w poprzednim pytaniu, nie jest to krytyka wybranego podejscia, ciekawi mnie
jednak zdanie Kandydatki w tej sprawie. (rozdziat drugi)

Interesuje mnie perspektywa Kandydatki na dynamike rozwoju genomiki inwazji: czy od
momentu publikacji przegladu (rozdziat pierwszy) zauwazalny jest dalszy, gwattowny
wzrost liczby badan wykorzystujacych cate genomy? Zaktadam, ze tak. Biorac pod
uwage dynamike rozwoju genomiki, ktore z tematow omawianych w przegladzie
rozwijaja si¢, wedtug kandydatki, najintensywnie;j?



Podsumowanie

Pomimo sformutowanych powyzej uwag krytycznych, przedtozong rozpraw¢ oceniam bardzo
wysoko. Stwierdzam, Ze spetnia ona wszystkie wymogi stawiane kandydatom do stopnia doktora
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.) i wnosze¢ o dopuszczenie mgr Joanny Kotodziejczyk do
dalszych etapow postgpowania ws. nadania stopnia doktora.
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