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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ewy Gabrieli Pikus pt.: ,Rola gtéwnego kompleksu
zgodnosci tkankowej w procesach synurbizacji ptakow”.

1. Ocena konstrukcji pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem dr hab.
Piotra Miniasa w Katedrze Badania R6znorodnosci Biologicznej, Dydaktyki i Bioedukacji
Instytutu Ekologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego. Rozprawa ma forme
spojnego tematycznie cyklu trzech artykutow anglojezycznych, z ktérych dwa pierwsze w
momencie przyjgcia rozprawy do recenzji zostaty zgtoszone do druku, natomiast ostatni jest
juz opublikowany w czasopi$mie PeerJ (Impact Factor 2,9 i 100 punktéw zgodnie z wykazem
czasopism naukowych Ministerstwa Edukacji i Nauki). Niepublikowane jeszcze artykuty
zostaty zgloszone do czasopism Scientific Reports (IF 4,38, 140 pkt) i Journal of Animal
Ecology (IF 5,09, 140pkt). Wybdr czasopism wskazuje, ze poszczegélne rozdziaty dysertacji
prezentujg badania na wysokim poziomie naukowym, a opublikowane wyniki majg szanse
dotrzec do szerokiego grona badaczy.

2. Ocena udziatu doktorantki w powstaniu poszczegélnych publikacii

Rozprawa zawiera oswiadczenia Autorki i pozostatych wspétautoréw o wktadzie w powstanie
poszczegdlnych prac.

1. Pikus, E., Minias, P. Using de novo genome assembly and high-throughput sequencing
to characterize the Major Histocompatibility Complex in a non-model rallid bird, the
Eurasian coot Fulica atra. Scientific Reports (praca zgtoszona do druku).

W pierwszej pracy Autorka deklaruje swoj udziat na 60% i dotyczy on wszystkich etapow
powstawania pracy, jest tutaj, razem z promotorem, autorem korespondencyjnym.
W dwadch kolejnych pracach:

2. Pikus, E., Dunn, P., Minias, P. High MHC diversity does not confer fitness advantage in
a wild bird. Journal of Animal Ecology (praca zgtoszona do druku) oraz

3. Pikus E., Wiodarczyk, R., Jedlikowski, J., and Minias, P., 2021. Urbanization processes
drive divergence at the major histocompatibility complex in a common waterbird.
Peer), 9, p.e12264.

Udziat Autorki to 50% i dotyczy on réwniez wszystkich etapéw powstawania manuskryptéw.
Pewne watpliwosci budzi fakt, ze w przypadku zadnej z tych dwéch prac Autorka nie byta
osoba odpowiedziang za korespondencije z czasopismem. Rola autora korespondencyjnego
na pewno potwierdzataby je duzg samodzielnosé.



Poza pracami wchodzacymi w sktad rozprawy doktorskiej pani Ewa Pikus jest rowniez
wspotautorka szesciu prac opublikowanych na przestrzeni lat 2017-2021 z ktérych wigkszosé
dotyczy zmiennosci MHC w naturalnych populacjach ptakéw i proceséw te zmiennosé
ksztattujgcych. Prace te opublikowane s3 w wysokoimpaktowych czasopismach. Dorobek
Autorki swiadczy o jej duzym zaangazowaniu i wysokim poziomie naukowym.

3. Ocena streszczenia bedacego opracowaniem artykutéw wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej.

Przedstawiony do oceny cykl publikacji poprzedzony jest krétkim streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim, a nastepnie obszernym, polskim oméwieniem tta teoretycznego i
wynikéw przeprowadzonych badan. Rozdziat ten w przystepny sposéb wprowadza czytelnika
w tematyke, uzasadnia podjecie tematu i jego znaczenie oraz opisuje metody, wyniki i
konkluzje wynikajace z przeprowadzonych badan. Rozdziat ten zawiera, co niezwykle waine,
szczegotowo sformutowane cele pracy w odniesieniu do trzech prac wchodzgcych w sktad
rozprawy. Gtéwnym celem pracy byto okreslenie proceséw ksztattujacych zmiennosé genow
gtownego kompleksu zgodnosci tkankowej w kontekscie procesu urbanizacji. Geny MHC,
przede wszystkim dzieki swojej niezwyktej zmiennosci oraz udowodnionego znaczenia w
obronie przed patogenami, staty sie modelowym uktadem do badania proceséw
ksztattujgcych adaptacyjng zmiennos¢ genetyczng naturalnych populacji kregowcow. Ujecie
tematu zaproponowane przez Autorke wydaje mi sie niezwykle innowacyjne i potencjalnie
dajace szanse na uzyskanie nowych informacji zaréwno na temat proceséw ksztattujgcych
zmiennos$¢ MHC jak i proceséw ewolucyjnych zachodzacych w populacjach
zsynurbizowanych. Temat, jaki postawita przed sobg Doktorantka jest ambitny. Badania
zostaly zaplanowane w sposéb umozliwiajacy kompleksowe zbadanie zaréwno zmiennosci
genow MHC u niemodelowego gatunku jakim jest tyska, jak i czynnikéw ksztattujacych te
zmienno$¢ w populacjach o réznym stopniu urbanizacji, a takze wptywu zmiennosci na cechy
zZwigzane z dostosowaniem.

W mojej ocenie moze zbyt szczegétowo w streszczeniu zostaty opisane mechanizmy
zwigzane z samym procesem urbanizacji. Wolatabym, zeby wiecej uwagi poswiecic¢
konkretnym, zwigzanym z urbanizacjg, mechanizmom, ktére moga ksztattowaé adaptacje
osobnikéw do zmian w siedlisku, szczegdlnie w kontekscie genéw zwigzanych z odpornoscia.
Przyktadem jest tutaj akapit na stronie czwartej, w ktérym autorka podaje, ze urbanizacja
moze wptywac negatywnie na wystepowanie naturalnych patogenéw. Nie rozwija jednak tej
mysli, nie dowiadujemy sie wiec jakie doktadnie czynniki ograniczajg réznorodnosé
patogenéw w siedliskach miejskich. W tym samym akapicie Autorka wskazuje, ze populacje
miejskie moga by¢ w szczegdlny sposdb narazone na dryf genetyczny i wynikajace z niego
obnizenie zmiennosci genetycznej. Niewatpliwie moze sie tak dzia¢ w niektérych
przypadkach, ale jednoczesnie istnieje wiele gatunkéw, ktérych populacje miejskie cechuja
sie wiekszg liczebnoscig i fgcznoscia iz populacje z obszaréw pozamiejskich, co moze
skutkowac wyiszg, nie nizszg, zmiennoscig genetyczng w poréwnaniu z populacjami z
terendw niezurbanizowanych.

Szczegotowa ocene metod i uzyskanych wynikéw przedstawiam w kolejnym rozdziale,
tutaj natomiast odnosze sie do dwdch kwestii, ktére zwrécity mojg uwage. Do amplifikacji 3
egzonu MHC klasy | uzyto starteréw zaprojektowanych dla ptakéw szponiastych. Takie



podejscie budzi mojg watpliwo$é, poniewaz moze ono skutkowaé namnozeniem jedynie
czesci alleli obecnych w locus, mozliwe ze bedzie to jakas szczegdlna grupa alleli,
niekoniecznie ulegajaca ekspresji. Jednoczesnie, w ramach pierwszej przedstawionej
publikacji autorzy wykonali sekwencjonowanie catego genomu tyski. Uzyskane w ten sposéb
dane pozwolity na poznanie catej sekwencji MHC klasy | i Il, ktérych analiza zmiennosci
mogta postuzy¢ do zaprojektowania specyficznych dla tyski starteréw PCR. Do ich
zaprojektowania mogty postuzy¢ rowniez sekwencje tego regionu znane dla spokrewnionych
gatunkow i zdeponowane w ogélnodostepnych bazach. Co wiecej, dysponujac cata dtugosécia
sekwencji MHC klasy | i Il, mozna bylo sie pokusi¢ o sekwencjonowanie tego fragmentu dla
wszystkich badanych osobnikéw. Rozumiem, ze tego rodzaju podejscie znaczaco
zwiekszytoby koszty i czas realizacji projektu, z drugiej strony jednak bardzo podniostoby
jakosé tego szeroko zakrojonego projektu.

Zastanawiam sie réwniez nad mozliwoscig lepszego wykorzystania danych o
zmiennosci ponad 14 tys. loci SNP niz tylko do poréwnania ich zmiennosci z potencjalnie
podlegajgcg doborowi naturalnemu zmiennosciag MHC. Taki zestaw danych rzeczywiscie daje
bardzo dobre tto pozwalajgce ocenié¢ dziatanie doboru na tle proceséw demograficznych.
Warto by byto jednak sprébowaé wykorzystaé te dane do uzyskania np. doktadniejszego
wgladu w procesy demograficzne zachodzace w badanych populacjach. Na pewno moze to
by¢ temat na kolejny manuskrypt.

4. Ocena artykutéw wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej.

Pikus, E., Minias, P. Using de novo genome assembly and high-throughput sequencing to
characterize the Major Histocompatibility Complex in a non-model rallid bird, the
Eurasian coot Fulica atra. Scientific Reports (praca zgtoszona do druku).

W pierwszym manuskrypcie autorzy opisujg architekture catego regionu MHC klasy l i ll u
tyski, ktérg udato im sie zbadaé dzieki zsekwencjonowaniu genomu tego niemodelowego
gatunku. Dodatkowo przedstawiajg réwniez dane o sekwencjach najbardziej zmiennych
egzonow (trzeciego dla 3 MHC klasy | i drugiego dla MHC klasy 11) dla duzej liczby osobnikdw.
Mimo, ze artykut ma charakter opisowy, to uzyskanie tego typu danych pozwolito na
zdecydowanie doktadniejsze okreslenie liczby loci w badanych genach oraz poziomu ich
zmiennosci. Autorzy wykazali, ze region MHC u tyski charakteryzuje sie niespotykanie
wysokim poziomem duplikacji i wyzszym poziomem polimorfizmu w regionie MHC w
poréwnaniu z innymi gatunkami ptakéw niewréblowych. Udato sie rowniez wykaza¢ réznice
w sile dziatania doboru naturalnego w obu klasach genéw MHC na przestrzeni dtugiego
czasu.

Autorzy zaprezentowali staranng dyskusje dotyczaca zaréwno duzej liczby loci MHC u
tyski, réznic w poziome polimorfizmu migedzy oboma klasami genéw w odniesieniu do
mozliwej presji ze strony patogendéw czy poziomu pseudogenizacji w badanym regionie.
Wyniki zostaty szczegétowo poréwnane z danymi dla innych gatunkéw. Mimo, ze uzyskane
wyniki wskazujg na brak obecnosci pseudogendw, otwartym pozostaje pytanie jak wiele z
wykrytych wariantéw rzeczywiscie ulega ekspresji. Badania przeprowadzane na ptakach
wroblowych wskazuja, ze czeéé z ogromnej liczby posiadanych przez nie wariantéw MHC nie
ulega ekspresji. Sprawdzenie tego dla gatunku z rzedu ptakéw niewréblowych, ale



charakteryzujacego sie nieprzecietnie wysokim poziomem duplikacji i polimorfizmu MHC
mogtoby stanowié istotny wktad do odpowiedzi na pytanie o poziom zmiennosci i czynniki go
ksztattujace. W tym celu, mozna by wykorzystaé sekwencje catych genow MHC obu klas
uzyskane z sekwencjonowanego de novo genomu do zaprojektowania zestawu premierow
zlokalizowanych w intronach. Nastepnie wykonac¢ sekwencjonowanie genéow MHC klasy | i ll
przy uzyciu gDNA i cDNA dla kilku osobnikow tyski. W ten sposéb mozna by byto uzyskaé
petniejsza informacje o liczbie loci oraz poziomie ekspresji funkcjonalnych wariantow.

Oceniajgc powyzszy manuskrypt nie wnikam w szczegdty dotyczace samego
sekwencjonowania i sktadania genomu tyski, bo czuje, ze nie migtbym tutaj wystarczajgcych
kompetencji. Co do szczegotow, ze autorzy powinni zaznaczyc, ze przeprowadzone przez nich
testy doboru naturalnego dotyczg jedynie presji dziatajgcej historycznie i nalezy jg odréznic
od sit selekcyjnych dziatajgcych obecnie. Podajac liczbe miejsc bedacych pod doborem
(Tabela 2.) warto by byto zaznaczy¢ do jakiego stopnia miejsca wykryte przy pomocy roéznych
testow pokrywaty sig ze soba. Nie jestem rowniez pewna dlaczego poréwnanie zmiennosci
MHC uzyskane dla catych genéw i tylko pojedynczych egzonéw (Tabela 1) w przypadku MHC
klasy Il jest przedstawione jedynie dla egzonu 2.

Pikus, E., Dunn, P., Minias, P. High MHC diversity does not confer fitness advantage in
a wild bird. Journal of Animal Ecology (praca zgtoszona do druku)

Celem kolejnego artykutu byto poszukiwanie zwigzku pomiedzy indywidualng zmiennoscig
MHC klasy | i Il a cechami zwigzanymi z dostosowaniem w miejskich populacjach tyski.
Artykut prezentuje bardzo ciekawe podejscie, badania zwigzku zmiennosci MHC z
dostosowaniem byty do tej pory prowadzone rzadziej niz te badajgce zwigzek z poziomem
infekcji i czesto prezentowaty sprzeczne wnioski. W swojej pracy autorzy prezentuja
imponujacy zbiér danych, zebranych w okresie 10 lat i zawierajgcych informacje o sukcesie
reprodukcyjnym, a zmiennos¢ MHC poréwnuja ze zmiennoscia calogenomowa. Otrzymane
wyniki przecza czesto opisywanym pozytywnym zaleznosciom miedzy zmiennoscig genéw
MHC a kondycjg osobnikéw czy cechami zwigzanymi z dostosowaniem. Autorzy wykazali
negatywny zwigzek miedzy réznorodnoscia alleli MHC a kondycjg i sukcesem rozrodczym
oraz poziomem ekspresji ornamentéw seksualnych. Tego rodzaju wyniki na pewno wnoszg
duzo do dyskusji o powodach i znaczeniu zmiennosci MHC, widze jednak w pracy kilka
niescistosci dotyczgce zaréwno czesci metodycznej, jak i wynikéw i ich interpretacji, ktére w
mojej ocenie powinny zosta¢ poprawione.

Jak juz wspominatam wczeéniej, zaprojektowanie specyficznych primeréw PCR dla
MHC klasy | zdecydowanie uwiarygodnitoby wyniki. Jezeli istnieje podejrzenie, ze nie
wszystkie allele MHC ulegty amplifikacji trudno oceni¢ wptyw réznorodnosci allelicznej na
cechy zwigzane z dostosowaniem.

Autorzy nie przedstawiajg bezposrednich dowoddw na to, ze rozmiar blaszki czotowej
u tyski rzeczywiscie wskazuje na dominujaca pozycje. Biorgc pod uwage, ze jest to jedyna
cecha bedaca ornamentem seksualnym trudno uznaé, ze autorom udato sie udowodnié
zwigzek réznorodnosci MHC z takim sposobem wyrazenia jakosci osobnikéw.

Autorzy badajg szereg cech, ktére powinny wykazywaé zwigzek z réznorodnoscia
wariantéw MHC. Wiadomo jednak, ze wszystkie teorie ttumaczgce réznorodnosé tych genéw
odnoszg sig do presji patogendéw wywieranej na gospodarzy. Dlatego brakuje mi w tej pracy,
jesli nie bezposrednich analiz, to przynajmniej scharakteryzowania presji pasozytniczej jaka



wystepuje w badanej populacji. Z reszty, wg ogdlnych informacji zawartych w pracy,
populacja miejska powinna charakteryzowa¢ sie obnizong presjg patogendéw. Tymczasem
autorzy argumentuja, ze negatywne zaleznosci, ktére udato im sie wykazaé moga by¢
dowodem na teorie méwigca, ze zbyt duza réznorodnosé wariantéw MHC moze byé
niekorzystna ze wzgledu jej wptyw na ograniczanie réznorodnosci receptoréw TCR, co z kolei
negatywnie wptywa na rozpoznawanie komplekséw MHC-peptyd. W sytuacji gdy mamy do
czynienia z obnizong presja patogendéw tego rodzaju trade-off nie powinien miec wielkiego
znaczenia.

Zastanawiam sie rowniez, czy badajac tego rodzaju zaleznosci na przestrzeni 10 lat
nie nalezatoby sprawdzi¢ czy frekwencje supertypéw MHC nie zmieniajg sie istotnie w czasie,
co $wiadczytoby o dziataniu doboru w krétkiej skali czasowej, ale jednoczesnie nie
pozwolitoby traktowac catosci danych tacznie.

Wyniki wskazujg na wiele korelacji pomiedzy np. konkretnym supertypem a kilkoma
cechami okreélajgcymi dostosowanie. Podejrzewam, ze wynika to z wzajemnej korelacji
miedzy tymi wtasnie cechami. Warto by byto wyjasni¢ to w tekscie.

W koricu, autorzy dowodza negatywnej zaleznosci miedzy réznorodnosciag MHC a
cechami okreslajacymi dostosowanie. Tymczasem nie udato sie wykazaé takiego zwigzku dla
liczby wyklutych pisklat, co jest wtasciwie cechg najlepiej okreslajgca dostosowanie. W tej
sytuacji uwazam, ze nalezatoby troche przeformutowaé konkluzje, a moze nawet tytut pracy.

Praca zawiera réwniez drobne niescistosci merytoryczne czy wymagajace poprawy
sformutowania i nieliczne btedy jezykowe, ktére niewatpliwie zostang skorygowane przed
przyjeciem jej do druku.

Pikus E., Wtodarczyk, R., Jedlikowski, J., and Minias, P., 2021. Urbanization processes
drive divergence at the major histocompatibility complex in a common waterbird.
Peer), 9, p.e12264.

Ostatnia praca, opublikowana w Peer), bezposrednio odnosi sie do wptywu procesow
urbanizacji na zmiany poziomu réznorodnosci i sktadu puli genowej MHC. Autorzy poréwnali
zmienno$¢é MHC klasy | i Il pomiedzy populacjami zamieszkujgcymi siedliska o réznym
stopniu urbanizacji; dwie populacje miejskie zatozone odpowiednio okoto 70 20 lat temu
oraz dwie populacje zamieszkujgce tereny niezurbanizowane. Zatozyli, ze kolonizacja
terendw miejskich powinna wigzac sie ze zmniejszong réznorodnoscig w regionie MHC
spowodowang przez czynniki demograficzne lub lokalng adaptacje. Aby rozréznic te dwa
mechanizmy poréwnali zmiennos¢ MHC ze zmiennoscig neutralng w dziewieciu loci
mikrosatelitarnych. Otrzymane wyniki wskazujg na widoczng w MHC istotng dywergencje
pomiedzy miejskimi i pozamiejskim populacjami, podczas gdy nie wykazano réznic miedzy
dwoma populacjami pozamiejskimi. Jednoczesnie rdznice miedzypopulacyjne w loci
mikrosatelitarnych nie wykazaty istotnego zréznicowania. Obie populacje miejskie
charakteryzowaty sie nizsza réznorodnoscig alleleiczng niz populacje pozamiejskie.
Jednoczesnie réznice te nie byly widoczne w loci mikrosatelitarnych, co wskazuje na
dziatanie doboru naturalnego w ksztattowaniu zmiennosci MHC populacji miejskich i
pozamiejskich.

Przedstawione wyniki wskazujg na wptyw samego procesu urbanizacji a takze czasu
jaki uptynat od zatozenia populacji miejskiej na poziom zmiennosci MHC, co z kolei wskazuje
na adaptacje populacji miejskich do specyficznych warunkéw siedliska. Artykut jest napisany
w sposdb klarowny, a zastosowane metody analizy danych s3 odpowiednie do testowania



zatozonych hipotez. Pewne watpliwosci budzi natomiast sposéb zaplanowania
eksperymentu, chociaz do razu zaznaczam, ze Autorzy s $wiadomi ograniczen pracy i
szczegotowo je dyskutujg w artykule.

Mimo, ze uzyskanie wyniki wskazujg na réznice w poziome zmiennosci i sktadzie alleli
MHC pomiedzy populacjami o réznym stopniu urbanizacji, to aby wskazaé¢ mechanizmy,
ktore je powodujg nalezatoby rozszerzyé uktad badanych populacji. W badaniach nalezatoby
uwzglednic¢ przynajmniej po dwie populacje danego typu (czyli ,stare” i ,nowe” miejskie oraz
pozamiejskie populacje). Pozwolitoby to na sprawdzenie powtarzalnosci zachodzacych
mechanizmoéw. Poza tym, ,stara” populacja miejska zlokalizowana jest zdecydowanie dalej
od pozostatych i nie mozna wykluczyé, ze jej odmienno$é pod wzgledem sktadu alleli MHC
jest spowodowana czesciowo wtasnie przez ten nierdwnomierny dystans. Mimo, ze
zmiennos$¢ loci mikrosatelitarnych nie wskazuje na istotne zréznicowanie miedzy
populacjami tyski, to nie do korica mozna przewidzie¢ jak ksztattowatoby sie zréznicowanie
miedzypopulacyjne przy rbwnomiernie zaplanowanym dystansie miedzy nimi.

Podobnie jak w przypadku poprzedniego manuskryptu, znajomos$é danych na temat
presji pasozytow w badanych populacjach pozwolitaby by¢ moze wskazaé na doktadne
mechanizmy powodujace réznice w poziome zmiennosci MHC miedzy populacjami o roznym
stopniu synurbizacji. Zasadnicza czes¢ dyskusji dotyczy znaczenia zmiennosci MHC w
kontekscie obrony przed patogenami i prawdopodobnym ograniczeniu ich presji w
Srodowisku miejskim, co moze ttumaczy¢ mniejszg zmienno$é MHC w takich populacjach.
Jednak bez znajomosci choéby sktadu fauny pasozytniczej atakujgcej populacje tyski nie
moina odpowiedzie¢ na pytanie czy zréznicowanie MHC miedzy populacjami wynika z
réznych lokalnych adaptacji, czy na przyktad z faktu, ze tylko mogace sobie poradzi¢ z tg
presjg osobniki (a wiec posiadajace odpowiednie warianty MHC) byty w stanie zatozyé
populacje miejskie.

Niezaleznie jednak od opisanych powyzej zastrzezeh uwazam, ze praca przynosi
wartosciowe wyniki i pozwala zaprojektowaé dalsze badania, ktére majg szanse
odpowiedzie¢ na pytanie jakie mechanizmy ksztattujg zmiennosé gendw zwigzanych z
odpornoscig w populacjach zurbanizowanych i do jakiego stopnia adaptacje w tych rejonach
genomu majg znaczenie dla dostosowania do $rodowiska miejskiego.

5. Konkluzja

Podsumowujac, chce zaznaczyé, ze bardzo wysoko oceniam prace Pani mgr Ewy Pikus. Aby
zrealizowac postawione sobie cele Autorka, wraz ze wspétpracownikami, wykonata
olbrzymig prace terenowa, w ktérej pobrano préby od imponujacej liczby osobnikéw tyski, a
co wiecej pozyskano dane dotyczace ich kondycji i sukcesu reprodukcyjnego. Jednoczesnie
Autorka zastosowata wyrafinowane metody molekularne i bioinformatyczne aby uzyskaé
doktadne dane o architekturze regionu MHC u badanego gatunku.

Doktorantce udato sig zrealizowaé cele, ktére przed sobg postawita. Przedstawione
badania zmiennosci gendw MHC w kontekscie synurbizacji populacji tyski sa niewatpliwie
innowacyjne i dostarczajg, nowych, szczegétowych i istotnych informacji, ktére wpisujg sie w
ciggle zywa dyskusje na temat mechanizmdéw ksztattujgcych zmiennoéé tego regionu i jego
role w naturalnych populacjach kregowcéw.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca spetnia kryteria stawiane
rozprawom doktorskim przez ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym i wnioskuje
o dopuszczenie Pani magister Ewy Pikus do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




