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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Kozyry-
Zyskowskiej ,Historyczno-geograficzne przyczyny zmiennos$ci genetycznej myszy polnej
Apodemus agrarius (Pallas 1771)” zostata przygotowana w Katedrze Genetyki Wydziatu
Biologii i Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Tematem
przeprowadzonych badan byta ocena struktury genetycznej myszy polnej na podstawie
DNA mitochondrialnego i mikrosatelitarnego przeprowadzona w catym zasiegu
gatunku. Analiza ta pozwolita nastepnie na ocene historycznych i aktualnie dziatajgcych
czynnikéw, ktére warunkujg procesy specjacji w obrebie rodzaju Apodemus,
rozmieszczenie linii filogenetycznych myszy polnej i lokalizacje refugiéw glacjalnych.
Realizacje celéw pracy przeprowadzono przy pomocy jednej sekwencji
mitochondrialnego DNA i 13 loci mikrosatelit jadrowych.

Podjety temat badawczy jest bardzo ciekawy, a takze imponujacy ze wzgledu na
rozlegto$¢ podjetych celéw. Praca taczy tematyke z zakresu filogenezy, filogeografii i
genetyki populacyjnej co sprawia, ze jest wyjatkowo ciekawa do czytania jako
cato$ciowe i kompletne opracowanie historii i struktury genetycznej gatunku. Poziom
komplikacji tak szeroko zakrojonej pracy jest rowniez godny podkres$lenia.

Czes¢ wynikowa rozprawy poprzedza kompetentnie napisany wstep
literaturowy, w ktorym doktorantka przedstawita stan wiedzy dotyczacy rodzaju
Apodemus i konkretnie gatunku Apodemus agrarius. Omoéwita stanowisko

systematyczne i dotychczas przeprowadzone badania genetyczne w zakresie
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cytogenetyKki, filogenezy i filogeografii. Nalezy podkresli¢, Ze wstep zawiera zas6b
informacji catkowicie wystarczajacy do dalszego $ledzenia wynikéw pracy, ich
interpretacji i wyciggania wnioskdw. Warto réwniez zwréci¢ uwage, ze literatura
wykorzystana w pracy, nie tylko do stworzenia wstepu ale tez przedyskutowania
wtasnych wynikow, jest wyjatkowo rozlegta. Doktorantka swobodnie postuguje sie
ogromng i bardzo nowoczesng wiedza w nietatwych dziedzinach filogenetyki i genetyki
populacji.

Lektura czeSci metodycznej pracy pokazuje, ze wykonano rzetelny zakres badan
na podstawie dobrze opanowanych technik molekularnych. Lista opisanych technik,
ktére byly stosowane w tej pracy obejmuje izolacje DNA z préb muzealnych i
wlosowych, elektroforetyczng ocene jego jakosci, technike PCR multiplex z analizg loci
mikrosatelitarnych i sekwencjonowanie DNA. Nie mam watpliwosci, ze doktorantka
opanowata metodyke nowoczesnego laboratorium genetyki molekularnej. Nalezy
rowniez zwrdci¢ uwage, ze analiza markeréw molekularnych wymaga zapoznania sie z
wieloma metodami bioinformatycznymi, do przeprowadzenia ktorych stuza liczne
programy komputerowe o réznym stopniu trudnosci w obstudze. Tu doktorantka
przedstawita kompetentny i imponujacy zakres nowoczesnych metod analizy zaréwno
loci mikrosatelitarnych jak i sekwencji mtDNA. Rozlegtos¢ i biegto$¢ w postugiwaniu sie
takim spectrum technik bioinformatycznych budzi peine uznanie dla doktorantki.

Recenzent jednak z zatoZenia powinien tropi¢ niedociagniecia, btedy etc. dlatego
przedstawie tu problem genotypowania loci mikrosatelitarnych, ktéry doktorantka
wtasciwie pomineta w tek$cie. Mam nadzieje, Ze problemy genotypowania mikrosatelit
zostaty w rzeczywisto$ci uwzglednione, a jedynie nie opisane w rozprawie. Odczytanie
genotypéw mikrosatelit, szczegélnie z DNA zdegradowanego jakim jest DNA z préb
muzealnych i nieinwazyjnych, nie jest tatwg sprawa. Z tego wzgledu zaleca sie
trzykrotne genotypowanie zakodowanych prob, zeby nie sugerowac sie wcze$niejszymi
odczytami i dopiero po tym ustalanie ostatecznego genotypu osobnika. Po odczytaniu
genotypow absolutnie konieczna jest analiza tak zwanych alleli zerowych (null allele).
Allele zerowe pojawiaja sie w przypadku mutacji w miejscu wigzania primera. Jesli
mutacje s3 w miejscu wigzania obydwu primeréw to produkt PCR moze sie wcale nie

pojawiac i locus w czeSci zasiegu geograficznego po prostu wypada z analizy. Gorzej gdy
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mutacja wystepuje w miejscu wigzania jednego primera i w efekcie osobniki
heterozygotyczne moga by¢ fatszywie odczytywane jako homozygoty. Nie odczytujemy
wiec prawidtowo wszystkich alleli i genotypdéw, trudno wiec wnioskowac o strukturze
populacji. Ocena obecnosci alleli zerowych powinna by¢ traktowana jako wyjsciowa w
analizie mikrosatelit i loci z wysoka frekwencja nulli powinny zosta¢ odrzucone z
dalszych analiz. Mozna tez wykorzystywac programy bioinformatyczne, jak na przyktad
Cervus, do przeliczania frekwencji alleli z uwzglednieniem obecno$ci alleli zerowych,
jednak w mojej ocenie nie jest to do konca wtasciwe. Generalnie polecam wykorzystanie
programu MicroChecker, ktéry w algorytmie dziatania rozréznia allele zerowe i inne
przyczyny braku rownowagi genetycznej, a dodatkowo pozwala na ocene precyzji
czytania alleli dzieki analizie tak zwanych pikow powtérzonych (stutter peaks) i
gubienia duzych alleli (large allele drop out). Jesli ten program wskaze loci z wysoka
frekwencjg alleli zerowych, to nalezy je bezwzglednie odrzuci¢ przed analizg struktury
populacji. Jeszcze jedna uwaga metodyczna dotyczy analizy nierOwnowagi gametycznej
czy inaczej sprzezen. Wiekszo$¢ programéw bioinformatycznych do analizy struktury
genetycznej populacji zaktada analize loci niesprzezonych. W przypadku analizy
kilkunastu loci mikrosatelitarnych zawsze wiec nalezy sprawdzi¢ czy nasze loci
spetniajg ten warunek, i znowu w przypadku sprzezenia, jedno locus nalezy odrzucic z
analizy. Warto wiec zwrdci¢ uwage, ze prawidtowo wykonany wstep do analizy
mikrosatelit moze zmniejszy¢ liczbe loci mozliwych do wykorzystania, ale tez zapewni,
Ze nie bedziemy opisywac rzeczywisto$ci wirtualne;j.

Niezaleznie od metodycznych niedociggniec¢ opis wynikéw analizy mikrosatelit i
sekwencji zostatl przedstawiony rzeczowo i kompetentnie. Materiat ilustracyjny i tabele
wtlasciwie podpierajg warstwe stowna. Doktorantka uzyskata istotne wyniki, ktére
odpowiadajg postawionym celom. Po pierwsze przy pomocy analizy cytb mtDNA ustalita
obecnos¢ kilku linii filogenetycznych w obrebie gatunku myszy polnej. Doktorantka nie
pozostata na tej stosunkowo prostej analizie, jak niestety czesto sie dzieje w duzej czeSci
prac filogeograficznych, ale przy uzyciu rozlegtych technik bioinformatycznych
przeprowadzita rekonstrukcje plejstocenskiej ekspansji myszy polnej i jej blizniaczego
gatunku myszy chinskiej, a takze analize przyczyn dywergenc;ji linii filogenetycznych w

obrebie gatunku. W analizie zostaly wziete pod uwage réznorodne czynniki
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geograficzne, klimatyczne i wydarzenia ewolucyjne z historii gatunku. Ponadto
zréznicowanie linii filogenetycznych zostato odniesione do tradycyjnej systematyki czyli
obecnosci podgatunkéw. Generalnie te czes$¢ pracy czytatam z ogromnym
zainteresowaniem, gdyz nieczesto sie zdarza tak catoSciowe i kompletne opracowanie
historii gatunku i zréznicowania wewnatrzgatunkowego przedstawionego wraz z
mozliwymi scenariuszami dywergencji. Mam nadzieje, ze doktorantka pozostanie w
pracy naukowej i w dalszej swojej dziatalnos$ci bedzie mogta uzupeinic te analizy takze o
sekwencje jadrowe. Przy catej wygodzie pracy z sekwencjami mitochondrialnego DNA,
zawsze jednak nalezy pamieta¢, ze opisujg one historie samic, ponadto pojedyncza
sekwencja moze tez opisywac swoja historie a nie historie gatunku. Uwagi te nie
umniejszajg znaczenia pracy i wnioskow w niej wyciggnietych. Wymogi pracy naukowej
sprawiaja, Ze musimy zatrzymywac sie na jakim$ etapie badan zeby opisa¢ fragment
rzeczywistosci, a zawsze tez pamietamy, ze mozemy dalej rozwija¢ swoje badania.
Kolejnym istotnym wynikiem uzyskanym przez doktorantke jest ocena struktury
genetycznej populacji myszy polnej w jej euroazjatyckim zasiegu wraz z opracowaniem
historii demograficznej populacji. Doktorantka wskazata obecnos$¢ klastrow
genetycznych i przedstawita ich relacje do linii filogenetycznych. Ustalita wyrazne
rozdzielenie populacji europejskiej i azjatyckiej i bardziej subtelng strukture w obrebie
populacji europejskiej. Rekonstrukcja postglacjalnej demografii gatunku pozwolita
wykry¢ znaczacy bottleneck po ustapieniu ostatniego zlodowacenia i odbudowe
gatunku, ktéra trwa do dzis.

Generalnie cata rozprawa napisana jest bardzo jasno i klarownie. Ryciny i
podpisy sa tak sporzadzone, Ze ich interpretacja jest tatwa i w petni jednoznaczna.
Uwazam Ze cala rozprawa jest bardzo elegancko skomponowana i czytatam jg z wyrazng
przyjemnoscia. Kilka zarzutoéw, ktére postawitam rozprawie nie jest w stanie zmienic¢
obrazu catosci, ktorym jest dojrzata i wartoSciowa analiza interesujacego problemu

badawczego.
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Podsumowujgc uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa to praca
$Swiadczaca o nabyciu przez doktorantke przygotowania warsztatowego w trudnej
dziedzinie, ktorej sie poswiecita, spetniajgca ustawowe wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym stawiam wniosek, do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego we Wroctawiu o
dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Kozyry-Zyskowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Dr hab. Agata Banaszek



