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RECENZJA
rozprawy doktorskiej magister EWY GABRIELI PIKUS
pt. .. Rola gléwnego kompleksu zgodnosci tkankowej w procesach synurbizacji ptakow”,
doktorantki w Katedrze Badania Réznorodnosci Biologicznej, Dydaktyki i Bioedukacji
Instytutu Ekologii 1 Ochrony Srodowiska, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego
w zwigzku z ubieganiem si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne

Promotor: dr hab. PIOTRA MINIASA, prof. UL

Do wykonania oceny zostatem powotany decyzjg Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. stopni

naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne podjeta na posiedzeniu w dniu 14 grudnia 2021 r.

WSTEP

Glowny kompleks zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC), to
polimorficzna grupa genoéw odpowiedzialna za odpowiedz immunologiczng u krggowcow. Geny
MHC byly obiektem wielu badan u czlowieka i niektorych organizméw modelowych, natomiast ich
zmiennos¢, funkcja i rola w odpowiedzi immunologicznej zostaly zbadane jedynie dla niektorych
gatunkéw dzikich. Stanowi to duzy kontrast w stosunku do licznych badaf polimorfizmu
genetycznego markeréw neutralnych. Poznanie MHC w populacjach gatunkéw niemodelowych
znaczaco zwigksza stan wiedzy o ich ewolucji i ekologicznych relacjach ze srodowiskiem. Ciekawym
aspektem tego rodzaju badan jest analiza polimorfizmu MHC w odpowiedzi na zmieniajaca sig presjg
patogenow jaka mozna obserwowaé np. w populacjach synantropijnych W obliczu intensyfikacji
zmian $rodowiskowych wywolywanych przez czlowieka, na czele ktorych stoi urbanizacja, studia
nad MHC w populacjach gatunkéw dzikich maja szczegdlne znaczenie. Rozprawa doktorska Pani
mgr Ewy Pikus wpisuje si¢ w tg problematyke, traktujac o roli zmiennosei i funkeji MHC w

mozliwosciach adaptacji dzikiego gatunku ptaka (tyski) do warunkéw synurbicznych.
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OCENA FORMALNA

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata wykonana w oparciu o trzy anglojgzyczne rozdziaty: dwa
stanowia manuskrypty przestane do wybranych czasopism, a jeden to artykul opublikowany.

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.

Pikus, E., Dunn, P., Minias, P. High MHC diversity does not confer fitness advantage in a wild bird.
Pikus, E., Wlodarczyk, R., Jedlikowski, J. and Minias, P. 2021. Urbanization processes drive
divergence at the major histocompatibility complex in a common waterbird. Peer], 9, e12264.

Artykul trzeci opublikowany zostal w renomowanym czasopismie wielodziedzinowym
klasyfikowanym w kwartylu 1 (Agricultural and Biological Sciences) lub kwartylu 2 (Biochemistry,
Genetics and Molecular Biology). o wspétczynniku wptywu rownym 2.98. Nie odnoszg si¢ do rangi
czasopism do jakich wystane zostaly dwa pierwsze rozdzialy poniewaz manuskrypty te nie zostaty
przyjete do druku w momencie zlozenia rozprawy doktorskie;.

We wszystkich tych rozdziatach Doktoranta zajmowata miejsce autora pierwszego, natomiast
jedynie w pierwszym z nich zostala podana jako autor korespondencyjny (wraz z promotorem, ktory
wyslal artykul, wiec jest faktycznym autorem korespondencyjnym). Przedstawione oSwiadczenia
wspolautoréow dowodzg, ze wklad Doktorantki w powstanie wszystkich publikacji byl
dominujgcy — odpowiadal on odpowiednio za 60%, 50% i 50% realizacji badan i przygotowania
publikacji. Dostarczone materialy zostaty przygotowane z nalezyta starannoscia 1 w mojej ocenie

spetniajg wymogi formalne.

OCENA OGOLNA

Przedstawiona do recenzji rozprawa sklada si¢ z 151 stron, wliczajac w to: polskojezyczne i
angielskie streszczenia, charakterystyke rozprawy w jezyku polskim, trzy rozdziaty (manuskrypty i
publikacja), podsumowanie dorobku, oraz o$wiadczenia wspotautoréw publikacji.

Tytut rozprawy doktorskiej wydaje si¢ zbyt ogélny jak na tematyke badawcza ujetg w
wymienionych trzech rozdzialach, poniewaz wszystkie badania dotyczyly wylacznie jednego
gatunku ptaka. Rozprawa jako taka stanowi wazny wklad w poznanie roli glownego kompleksu

zgodnosci tkankowej w procesach synurbizacji tyski (Fulica atra). Niemniej problematyka badawcza
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zostala sprecyzowana w opisie celow rozprawy, ktore odnosza si¢ juz wylacznie do tyski. Cykl trzech

rozdzialow, wraz z polskojezyczng czescig rozprawy, stanowi spojna i logiczng catos¢.

OCENA SZCZEGOLOWA

Opisowa, polskojezyczna czes$¢ rozprawy doktorskiej stanowi odwzorowanie tresci zawartych
w trzech rozdziatach, przy czym w dostarcza ona dodatkowych informacji, ktore w interesujacy ale
zwiezly sposob wprowadzaja czytelnika w problematyke badawcza i cele rozprawy doktorskiej,
opisuja badany gatunek (tyske), uzasadniajg konstrukcje badan, szczegétowo omawiaja podjete prace
terenowe, laboratoryjne i bioinformatyczne, oraz profesjonalnie podsumowuja zebrane wyniki i
wnioski. Pewnym problemem wynikajacym z konstrukcji rozprawy, jest powielanie informaci,
szczegolnie tych prezentowanych we wstepach do kazdego z rozdzialow i w ogolnym wstepie do
rozprawy. Niemniej w doktoratach ztozonych z cyklu prac takich powtérzen trudno unikng¢ i w mojej
ocenie Doktorantka zachowata rozsadne proporcje i wybrata styl prezentacji czesci polskojezycznej,
ktory sprawia, ze rozprawa jest przystepna w odbiorze.

Zasadnicze rozdzialy rozprawy zostaly ulozone w sposdb logicznie prezentujacy podjete
problemy badawcze. W kolejnych rozdzialach, mgr Ewa Pikus badata trzy zagadnienia dotyczace roli
glownego kompleksu zgodno$ci tkankowej w procesie synurbizacji lyski jako gatunku
niemodelowego w badaniach ptakéw zasiedlajacych miasta.

W rozdziale pierwszym mgr Pikus opisata polimorfizm regionéw MHC klasy I i II oraz liczbg
zduplikowanych genéw tych kompleksow w wybranych populacjach miejskich i pozamiejskich tyski,
wykorzystujac do tego sekwencjonowanie calego genomu oraz celowane genotypowanie kluczowych
cksonow. Wykorzystanie tych dwoch zaawansowanych metod molekularno-bioinformatycznych
ujawnito, ze region MHC tyski charakteryzuje si¢ wyjatkowo zlozona strukturg w poréwnaniu do
innych ptakéw niewréblowych. W badaniach tych Doktorantka wykazata, ze dobér réznicujgey i
sygnat rekombinacji jest stabszy w przypadku genow MHC klasy I niz klasy II, co moze wskazywac
na rozne trajektorie ewolucyjne tych genow.

W rozdziale drugim Doktorantka powigzata polimorfizm genéw MHC u tyski z komponentami
dostosowania (zwiazanymi z reprodukcjg), cechami fenotypowymi zwigzanymi z dostosowaniem
(kondycja - stezeniem hemoglobiny we krwi, i ekspresja ornamentu - blaszki dziobowej), fenotypem
(masa ciala) i heterozygotycznoscig. Mgr Pikus wykazala negatywny zwigzek migdzy
roznorodnoscia genow MHC, a cechami zwigzanymi z dostosowaniem, natomiast brak takiej

zaleznosci w odniesieniu do sukcesu reprodukcyjnego i heterozygotycznosci. Wg Doktorantki wynik




Instytut Systematyki i Ewolucji Zwierzat
Polskiej Akademii Nauk

; o~
oW T

ISEZ PAN

ul. Stawkowska 17 ¢ 31-016 Krakow

taki mozna tlumaczy¢ mniejsza presja patogendw w populacjach miejskich, co wywotuje mniejsze
koszty ekspresji wariantow allelicznych MHC.

W rozdziale trzecim mgr Pikus podjela si¢ sprawdzenia jak rozni si¢ polimorfizm genow MHC
klasy 11 w zaleznosci od stopnia urbanizacji badanych populacji tyski. Doktorantka wykazata, ze
roznorodnos¢ genow MHC jest wigksza w populacjach pozamiejskich niz miejskich (szczegdlnie
populacji warszawskiej majacej najdiuzsza histori¢ synurbizacji tyski). Wyniki wskazywaly, ze
kolonizacja miast przez tyske zwigzana byla z utrata réznorodnosci MHC, by¢ moze na skutek efektu
zalozyciela. Powyzsze roznice w polimorfizmie genéow MHC, przy jednoczesnym braku
zroznicowania neutralnych markeréw mikrosatelitarnych miedzy badanymi populacjami tyski,
sugeruje ze zmiany w puli genowej MHC moga by¢ efektem adaptacji odpornosciowej ptakow do
zycia w siedliskach miejskich (zmiany w skladzie fauny patogenow i pasozytow charakterystycznych
dla obszarow zurbanizowanych).

Zadaniem recenzenta jest wskazanie zardéwno mocnych, jak i niejasnych stron rozprawy
doktorskiej. Ponizej chcialbym zwroci¢ uwage na kilka aspektow badan, ktére w mojej ocenie
powinny by¢ rozwazone i wyjasnione przez Doktorantke w czasie publicznej obrony rozprawy
doktorskiej.

Rozdziat 3.4.1. i Rozdzial pierwszy

Chronologia stosowanych metod (sekwencjonowania amplikonéw i genomowego) jest odmienna w
opisie polskojezycznym i rozdziale. Zastanawialem si¢ czy posiadajac informacje genomowe
obrazujace sekwencje genow MHC (czyli takze fragmentu kodujacego rowek wigzacy peptyd PBR),
mozliwe bylo zaprojektowanie nowych par starterow pozwalajacych na powielenie wigkszej liczby
(lub wszystkich) loci MHC w czesci dotyczacej sekwencjonowania amplikondéw (zamiast
wykorzystania starterow zaczerpnigtych z weze$niejszych badan, ktére umozliwity powielenie
potowy loci zidentyfikowanych u tyski)?

Rozdzial drugi i trzeci

Ta cze$¢é rozprawy jest szczegolnie ciekawa poniewaz wiaze polimorfizm MHC z cechami
osobniczymi badanego gatunku. Niemniej dyskusja otrzymanych prawidlowosci jest miejscami
spekulatywna z uwagi na brak informacji o roznicach w réznorodnosci i liczebnosci patogenow
zwigzanych z tyskami w populacjach miejskich i pozamiejskich. Dlatego tez interpretowanie réznic
w zmienno$ci MHC w odniesieniu do adaptacji gatunku do mniejszej presji patogenéw w populacjach

miejskich powinno byé pozostawione do dalszych badan. Autorzy manuskryptu sg tego $Swiadomi.
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Ten sam problem pojawia sie w rozdziale trzecim, gdzie roznice w polimorfizmie MHC sa
interpretowane w odniesieniu do presji patogenow, ktora nie jest znana.

Rozdziat 3.4.2 i rozdziat trzeci

Dlaczego wykorzystano jedynie 10 loci mikrosatelitarnych zaprojektowanych dla innych gatunkow
ptakow, zamiast panelu 18 loci opracowanych dla tyski w 2017 r. (doi.org/10.1071/2016077)?
Analizujac obraz STRUCTURE przygotowany na podstawie genotypéw mikrosatelitarnych
zastanowil mnie wzor przypisania osobnikéw w populacjach do klastrow. Wyglada na to, ze w kazde]
populacji polowa osobnikéw zostata przypisana do jednego z klastrow, a polowa do drugiego. Nie
spotkatem si¢ z takim obrazem STRUCTURE i zastanowito mnie jaka mogta by¢ przyczyna takiego
wzoru. By¢ moze taki podzial wynika z powiazania genotypowanych loci z jakimi$ cechami
osobniczymi. Podzial na dwie w miare réwne grupy moze sugerowac sprzezenie z picia, dlatego
jestem cickaw czy bylo to weryfikowane przez Doktorantke? Drazac problem sprawdzilem, ze we
wezesniejszej publikacji wykorzystujacej mikrosatelity do genotypowania tysek (Minias et al., 2017),
otrzymano podobny obraz. W tamtej pracy ttumaczono to poprzez obecno$¢ grup, sposrod ktorych
jedna latwo przemieszcza si¢ miedzy populacjami, a druga jest filopatryczna. Prosze aby Doktorantka
odniosta sie do mozliwego wptywu takiej struktury populacji na interpretacje polimorfizmu MHC w
populacjach miejskich 1 pozamiejskich.

Dodatkowo interesuje mnie czy majac dane z ddRADseq (z Rozdziatu drugiego, co prawda tylko dla
jednej populacji miejskiej) sprawdzono czy pojawia si¢ podobny wzér struktury populacji jak w
przypadku mikrosatelit?

Cel 3 (str. 7) i Rozdziat trzeci

Mam watpliwosci czy ten watek badawczy faktycznie mozna okresli¢ jako analiz¢ polimorfizmu
MHC w gradiencie urbanizacji poniewaz badania dotyczyly zaledwie czterech populacji (2 miejskich
i 2 pozamiejskich). Gradient zaklada ciagla zmiane wartosci danego parametru, czego W tym
przypadku trudno si¢ dopatrzec.

Obraz jaki wylania sie z tego rozdzialu wskazuje na to, ze polimorfizm MHC jest najmniejszy w
.starej” populacji miejskiej (warszawska), natomiast ,nowa” populacja (t6dzka) niewiele rézni sig
pod tym wzgledem od pozamiejskich. Tlumaczone jest to adaptacja tysek z diugotrwatej populacji
do zmniejszonej presji pasozytoéw, co zmniejsza potrzebe utrzymania wysokiej zmiennosci MHC.
Tymczasem obie populacje pozamiejskie byly zlokalizowane znacznie blizej populacji todzkiej niz
warszawskiej, co moze wskazywaé na roznice geograficzne i relacje genetyczne migdzy populacjami.

Bylo to weryfikowane poprzez analiz¢ polimorfizmu markeréw neutralnych. Jednak moja powyzsza
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uwaga oraz wczesniejsze badania (Minias et al., 2017) wskazuja, ze powigzania genetyczne populacji
mogg mie¢ skomplikowane podtoze. Z jednej strony wyniki dowodza odrgbnosci populacji miejskich
i pozamiejskich, ale z drugiej obraz STRUCTURE wskazuje na to, ze przynajmniej czg$¢ populacji
lysek nie jest izolowana miedzy miastem a obszarem pozamiejskim. Jezeli tak jest to powraca pytanie

0 przyczyne roznic w zmiennosci MHC mig¢dzy odlegla populacjg warszawska a pozostatymi?

OCENA DOROBKU

Mgr Ewa Pikus jest wspotautorkg dalszych szesciu artykulow naukowych, w tym pieciu
opublikowanych w czasopismach indeksowanych w Journal Citation Reports. Tematyka czterech
sposrod tych artykuldw jest spdjna z tematykg rozprawy doktorskiej — dotyczg badan nad MHC u
ptakow. Publikacje te ukazaly si¢ w czasopismach o wysokich wskaznikach bibliometrycznych
(Evolution, Genome Biology & Evolution, BMC Evolutionary Biology, Cells, Journal of Heredity),
doczekaly sie juz 79 cytacji, co wraz z dorobkiem stanowigcym tres¢ rozprawy doktorskiej, jest

bardzo dobrym prognostykiem rozwoju naukowego Doktorantki.

WNIOSEK KONCOWY

W mojej ocenie, cala rozprawa doktorska, a w szczegoélnosci opublikowany artykul i
przygotowane manuskrypty maja wysoka wartos¢ naukowa. Doktorantka podjal si¢ znalezienia
odpowiedzi na szereg pytan, ktore dostarczyly nowych, interesujacych informacji dla nauki w
tematyce polimorfizmu, funkcjonowania 1 roli genow gtdéwnego uktadu zgodnosci tkankowej u
niemodelowego gatunku ptaka wodnego. W swoich badaniach wykazata si¢ zarowno znajomoscia i
umiejetnoscia pracy terenowej jak i1 laboratoryjnej oraz analitycznej. Na uwage zasluguje biegloscé
Doktorantki w postugiwaniu si¢ najnowszymi metodami molekularnymi i bioinformatycznymi.
Jednoczesnie mgr Pikus posiada szeroka wiedze na temat biologii i ekologii badanego gatunku

Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Ewy Pikus spelnia
warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z p6zn. zmianami) i
wnioskuje Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne

o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.

A /4/ “

dr hab. Lukasz Kajtgch
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Rozprawa doktorska mgr Ewy Pikus jest oryginalnym opracowaniem waznego tematu
badawczego. ktory zostal wykonany przez Doktorantke z sukcesem o czym $wiadczy przygotowanie
trzech manuskryptéw, z ktorych jeden zostal juz opublikowany w renomowanym czasopismie.
Doktorantka podjela sie realizacji tematéw badawczych stanowigcych duze wyzwanie tematyczne,
logistyczne, jak i metodologiczne. Badania wykonane przez mgr Ewe Pikus w istotny sposdb
poszerzaja wiedze o zmiennosci gendéw MHC i ich roli w procesie synurbizacji ptakow, co moze mie¢
praktyczne znaczenie w zrozumieniu mechanizméw determinujacych wystgpowanie organizmow w

miastach stajacych sie dominujgcym $rodowiskiem. Z powyzszych powoddéw uwazam, ze rozprawa

e NG

dr hab. Lukasz Kajto

doktorska mgr Ewy Pikus zastuguje na wyr6znienie.




