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Olsztyn, 6.02.2023 1.
Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Pradzinskiej
pod tytulem _
Biogeografia omulkéw Mytilus i identyfikacja pochodzenia geograficznego ich

produktéow zywnosciowych z zastosowaniem metod genetycznych (analiza polimorfizmu
pojedynczych nukleotydow)

Recenzje wykonano na zlecenie Dyrektora Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk z
siedzibg w Sopocie, pismem z dnia 19 grudnia 2022r.

Ocena tematyki pracy

Badania struktury populacji a takze obiektywne wyznaczanie granic gatunkéw pozostaja
waznym wyzwaniem systematyki a staja si¢ konieczne, gdy nierozwiazana taksonomia
komplikuje wysitki na rzecz ich ochrony i odbudowy a takze wlasciwego gospodarowania ich
zasobami. Solidnie przeprowadzona analiza taksonomiczna umozliwia wnioskowanie o
wspdlnych cechach biologicznych, pozwala odnalez¢ i zrozumie¢ wspdlne cechy odpowiedzi
organizméw na zmienne warunki §rodowiska, jest wymagana do skutecznego ustalania
priorytetow ochrony. Metody, gléwnie koalescencyjne, stosowane do wyznaczania gatunkow
i struktury ich populacji wciaz ewoluuja, a argumenty czesto odzwierciedlajg sprzeczne
interpretacje dostepnych typdw danych (np. morfologiczne, molekularne). Przyktadem
bogatej w gatunki grupy taksonomicznej, ktorej historia ewolucyjna zostata dos¢ dobrze
scharakteryzowana rozmieszczeniem geograficznym, cechami fenotypowymi a takze
wzorcami molekularnymi (polimorfizm mtDNA; polimorfizm markeréw jadrowego DNA;
polimorfizm pojedynczych nukleotydow, SNP) sa omutki Mytilus. Jednak ze wzgledu na fakt,
ze ich rozmieszczenie uzaleznione jest od wielu czynnikéw, np. rodzaju podtoza, obecno$ci
fitoplanktonu i uktadu pradéw morskich 1 tutaj napotyka sie problemy systematyczne. Matze
te, uznawane za inzynierow morskich ekosysteméw przybrzeznych, wystepujg na potkuli
poinocnej i potudniowej, jednak nadal nie znamy szczegdtéw o drogach ich kolonizacji i
dynamice. Co wigcej, omutki majg duze znaczenie konsumpcyjne a ich hodowle
rozpowszechnione sa na calym $wiecie. Doprowadzito to i nadal prowadzi do wymieszania
populacji Mytilus w r6znych rejonach ich wystgpowania 1 zatarcia cechujacych je wzorcow.
Obecnie, za pilne uznaje si¢ starania zmierzajgce do opracowania metod i identyfikacji
natywnych i introdukowanych taksonéw Mytilus w catym ich zasiegu geograficznym.

Nalezy stwierdzi¢ zatem, ze zagadnienie badawcze podjete w rozprawie doktorskiej przez
Pania mgr Anne Pradzinska jest aktualne 1 mie$ci si¢ w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki o Ziemi i sSrodowisku. Aby wypemi¢ luki w wiedzy o
biogeografii omutkéw za cele niniejszej pracy Doktorantka przyjeta:



e zbadanie zréznicowania genetycznego populacji naturalnych Mytilus galloprovincialis
w Morzu Srédziemnym i w akwenach przyleglych z zastosowaniem SNP,
okreslenie pochodzenia populacji M. galloprovincialis w Morzu Czarnym i
Azowskim,

o zbadanie polimorfizmu genetycznego introdukowanych populacji M. galloprovincialis
w Afryce Potudniowej z zastosowaniem SNP,

e identyfikacje taksondw Mytilus w probach zywnoéci pochodzacych ze sprzedazy w
Europie z zastosowaniem SNP,

e oceng zgodnosci informacji o taksonie 1 pochodzeniu geograficznym omutkéw Mytilus
przedstawionych na etykietach produktow zywnosciowych z wynikami badan
genetycznych.

Ocena formalna pracy

Praca doktorska powstata w ramach realizacji stypendium nr 43/ DW/2017/01/2 w programie
,»Doktorat Wdrozeniowy” Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyzZszego. Na bazie czgsci
wynikoéw uzyskanych w pracy doktorskiej (rozdzialy 1 i 3) zostaly przygotowane 2
publikacje.

Recenzowana rozprawa doktorska, wydana w formie monografii, liczy 135 stron, zawiera 26
rysunkéw 1 11 tabel. Zamieszczone w pracy rysunki sg czytelne i w wigkszo$ci ilustrujg
wyniki badan wlasnych przeprowadzonych przez Doktorantke. Spis literatury liczy 168
pozycji; cytowane pismiennictwo w zdecydowanej wigkszosci anglojezyczne, jest scisle
zwigzane z tematyka rozprawy, jest dobrze wykorzystane do opisu stosowanych metod i ma
kluczowe znaczenie w interpretacji uzyskanych wynikow. Uktad rozprawy jest klasyczny z
podziatem na cze$¢ literaturows i analityczna, t.j. Streszczenie z angielskim abstraktem,
Wstep, Cele badan, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Literatura. Edycja pracy
jest staranna, napisana jest ona poprawnym j¢zykiem. Uwagg recenzenta zwrocily jedynie
nieliczne "literdwki", powtdrzenia, jak w opisie Tabeli 2 i niezreczne sformulowania jak na
przyktad to na str. 23, ze "strefy niezalezne od warunkow srodowiska sa produktem
ubocznym styku dwoch populacji”. Jesli chodzi o mieszance, jak si¢ domys$lam, co w takim
razie jest glownym efektem kontaktu dwoch populacji?

Ocena merytoryczna pracy

Pani mgr Anna Pradzinska Wstep podzielita, obok wprowadzenia (3.1), na 4 zagadnienia
zwigzane z charakterystyka rodzaju Mytilus (3.2), ich ekologia 3.3), rozmieszczeniem
gatunkow tego rodzaju w Oceanie Swiatowym z uwzglednieniem farm hodowlanych (3.4).
Ostatni rozdzial Wstepu (3.5) przybliza wiedzg o ewolucji gatunku Mytilus galloprovincialis.

W rozdziale 3.2 Autorka przedstawia najwazniejsze informacje o pozycji systematycznej
rodzaju Mytilus i gatunkach, ich biologii oraz trudno$ciach w klasyfikacji taksonéw,
implikujacych w tym celu badania nie tylko cech morfologicznych, ale réznorodnych
markeréw diagnostycznych. Zgrabnie kontynuujac ten watek Pani mgr Pradzinska skupia sig
na jednym rodzaju markeréw, polimorfizmie pojedynczych nukleotydow (ang. Single
Nucleotide Polymorphism; SNP), ktérego analiza zdominowata badania taksonow Mytilus



przeprowadzone w niniejszej pracy. W podrozdziale 3.3 Pani Pradzinska przytacza klarownie
podstawowe informacje dotyczace ekologii Myrilus, niechlubnej roli aktywnosci cztowieka w
zacieraniu wzorcow populacji gatunku zwigzanej z hodowlg omutkoéw, wreszcie wskazuje
strefy hybrydyzacji opisane w literaturze przedmiotu. Podrozdziaty 3.4 1 3.5 to dobrze
napisane, $wietnie zilustrowane charakterystyki biogeograficzne omutkéw z ciekawa historia
ewolucyjng jednego z gatunkéw, M. galloprovincialis, wciagajacg w temat pracy. Doceniajac
wiedze zgromadzona w tym rozdziale przez Doktorantke nalezy zatowac, ze zabraklo tutaj
(lub w Dyskusji) rysunku(éw) dokumentujacych procesy kolonizacji omulkéw w Oceanie
Swiatowym i Morzu Srédziemnym, ktére, odpowiednio, doprowadzity do dzisiejszego
rozmieszczenia Mytilus, okre§lanego jako antytropikalne lub bipolarne, oraz w szczegdlnosci
M. galloprovincialis. Zabraklo mi tez hipotez, ktére Autorka moglaby zweryfikowac,
dysponujac dostepem do tak bogatego materialu badawczego. Podkresle jednak, iz
postawione Cele pracy w jasny sposob definiuja obszar badan objety rozprawa.

Dla realizacji poszczegdlnych celow pracy i uzupetnienia wiedzy na temat bioréznorodnosci
omutkéw Pani Anna Pradzinska wykorzystata probki Mytilus pozyskane wezesniej przez
Zespot badawczy Pracowni Genetyki Organizméw Morskich Zaktadu Genetyki 1
Biotechnologii Organizméw Morskich IO PAN w Sopocie. Do okreslenia genotypow
badanych omutkow Pani Pradziniska zastosowata metodg polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu (SNP). Probki DNA do badan byty izolowane z tkanki ptaszcza omutkéw znang
metoda CTAB a nastepnie genotypowane (1967 domniemanych osobnikow M.
galloprovincialis; 613 osobnikow referencyjnych) w norweskim laboratorium Centre for
Integrative Genetics. W celu oceny réznorodnosci genetycznej wérod badanych taksonow
Mpytilus do analizy wynikoéw genotypowania Autorka uzyla trafnie dobranych narzedzi
bioinformatycznych, m.in. ARLEQUIN, okreslajac frekwencje alleli, proporcje
polimorficznych SNP, frekwencje alleli mniejszos$ciowych, heterozygotycznos¢ obserwowang
i oczekiwana, a takze ro6znorodnos$¢ genetyczng 1 wskaznik zréznicowania populacji parami,
wspolczynnik inbredu i odstgpstwa od réwnowagi Hardy'ego-Weinberga. Inne dedykowane
narzedzia Doktorantka uzyta do wnioskowania o strukturze populacji (m.in. STRUCTURE,;
Analiza korespondencji, CA; MEGA4). Niewatpliwie stabg strona tej czg¢sci pracy jest brak
informacji o kryteriach wyboru lokalizacji miejsc poboru probek (Sampling design) oraz ich
charakterystyk. Rodzaj i dostepnos¢ podtoza, konkurencja innych gatunkéw bentosowych,
prady morskie, zmiany fizycznych i chemicznych wlasciwosci wody, produkcja
fitoplanktonu, czy odporno$¢ na wysychanie podczas odplywow majg istotny wpltyw na
rozmieszczenie gatunkow Mytilus. Takie dane niewatpliwe wzbogacityby opis wynikow a w
przysztosci stanowityby poszukiwane Zrédto informacji do wykorzystania w analizach
taksonomii integratywnej omutkow.

»Wyniki” to rozdziat zestawiajacy rezultaty badan genetycznych, pogrupowane w 3
zagadnienia badawcze, odnoszace si¢ do (i) zréZnicowania genetycznego populacji
naturalnych Mytilus galloprovincialis w Morzu Srédziemnym i w akwenach przyleghych, (ii)
introdukowanych populacji M. galloprovincialis w Afryce Poludniowej, oraz (iii)
identyfikacji taksonow Mytilus w probach zywnosci pochodzacych ze sprzedazy w Europie.
Autorka cierpliwie i1 doktadnie prowadzi czytelnika przez kolejne analizy, uzupeiniajac opis
materiatu badawczego, w tym charakterystyki uzytych markerow SNP, cierpliwie zestawia w
tabelach i ilustruje dane o réznorodnosci genetycznej, zroznicowaniu 1 strukturze populacji



omawianych taksonéw, uwidacznia btedne informacje o pochodzeniu préb zywnosciowych
omulkow. Co wazne, na koncu kazdego watku Autorka formutuje swoja opini¢ dotyczaca
uzyskanego wyniku. Cho¢ czasem jest to bardzo ogo6lne stwierdzenie, taka dbato$¢ o
czytajacego dowodzi dojrzalosci naukowej Autorki.

Rozdziat ,,Dyskusja” jest czytelny w odbiorze, podzielony na podrozdziaty, odpowiadajace 3
zagadnieniom poruszanym w pracy. Doktorantce udato si¢ dokona¢ obszernego porownania i
sformutowa¢ wazne wnioski. Zachowujac w opisie kanon: Obserwacja
>Interpretacja>Poréwnanie/Uogo6lnienie>Wniosek, Pani Pradzinska jeszcze raz udowadnia
swoja dojrzato$¢ naukowa. Wsrdd wynikow pracy zainteresowaty mnie te dotyczace
genotypowania SNP w populacjach ORAN 1 i 4 (wybrzeze Algierii), ktére wskazuja na
wystepowanie tam "obok siebie" atlantyckiej linii M. galloprovincialis (populacja ORA4)
oraz linii $rédziemnomorskiej (ORA1). Szkoda, ze zabraklo tu poglebionej analizy
czynnikéw $rodowiskowych i/lub izolujacych mechanizmow wewnetrznych, ktére moglyby
ttumaczy¢ rozdzielne wystegpowanie obu linii.

Rozprawe konczy rozdziat ,,Wnioski”. Z wyjatkiem wniosku 2, ktéry moim zdaniem
powinien zawiera¢ informacj¢ o badanym obszarze, wniosku 3 w ktorym dodalbym stowo
prawdopodobnie (...powstata prawdopodobnie przez ekspansje...) 1 wnioskéw 7 oraz 8, ktdre
polaczylbym w jeden, zostaly one poprawnie sformutowane, majg uzasadnienie w
recenzowanej pracy. We wnioskach Autorka potwierdza skuteczno$¢ markeréw SNP w
badaniach biogeograficznych omutkéw i ocenie pochodzenia produktéw zywnosciowych
omulkéw. Dzieki markerom SNP mozliwe byto wyrdznienie w niniejszej pracy 4 grup
populacji M. galloprovincialis w Morzu Srédziemnym, potwierdzenie wystepowania
atlantyckiej formy tego taksonu u wybrzezy Afryki Potudniowej 1 dalsze wnioskowanie o
ewolucji 1 drodze kolonizacji omutkdw. Warto w przysztosci rozwing¢ ten ogdlny watek 1
podjac bardziej szczegétowe badania funkcjonalne nad dostosowaniem, adaptacja omutkow
wybranych taksonow, takich jak ORA1 i ORA4, z zastosowaniem wysoko przepustowych
analiz molekularnych (RNAseq, peptydomika, metabolomika). Takie zintegrowane badania
pomoglyby wypehi¢ luke w naszej wiedzy o mechanizmach lezacych u podstaw utrzymania
zroznicowania genetycznego ich populacji.

Uwagi krytyczne
W trakcie recenzji pracy nasungly si¢ nastepujgce pytania:

1. Dlaczego nie przedstawiono hipotez badawczych, ktére Autorka mogtaby
zweryfikowaé, dysponujgc dostgpem do tak bogatego materiatu?

2. Jakie byly kryteria wyboru lokalizacji miejsc poboru probek omutkoéw?

Kto wykonywal prace laboratoryjne (izolacja DNA)?

4. Na Rys. 18 pokazano tylko jedng wartos¢ Bootstrap (KBR-BID). Czy to oznacza, ze w
pozostatych weztach drzewa losowo wygenerowane sekwencje uzyskaty wartos¢ <507
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5. Kariera jakg przeszty SNP-y w genetyce i hodowli zwierzat pokazuje, jak osiggniecia
technologiczne (mikromacierze) i odkrycia poznawcze (sekwencjonowanie genomu),
umiejetnie potaczone, moga prowadzi¢ do rewolucyjnej zmiany w catej hodowli,
poprawiajgc wydajnos¢ cech uzytkowych. Czy takze w hodowli omutkdéw?



Ocena koncowa

Pani mgr Anna Pradzinska wykazata si¢ duzg wiedza w dyscyplinie nauki o Ziemi i
srodowisku, o czym $wiadczg wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej.
Doktorantka zrealizowata wszystkie cele, zastosowane metody dowodza dobrego opanowania
przez Doktorantke trudnego warsztatu badawczego, a uzyskane wyniki wnosza szereg
nowych informacji dotyczacych biogeografii omutkéw. Wyniki sg oryginalne, a praca ma
wyrazny aspekt aplikacyjny. Zamieszczone w recenzji uwagi nie umniejszajg wartosci
przedstawionej do oceny rozprawy. '

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska wykonana przez
Panig mgr Anne Pradzinska w ramach programu Doktorat wdrozeniowy, spelnia w mojej
opinii warunki stawiane rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk $cistych i1 przyrodniczych
w dyscyplinie nauki o Ziemi i §rodowisku przez obowigzujace przepisy okre$lone w art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2021r., poz.
478 z p6zh. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii
Nauk w Sopocie o dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Pawet Brzuzan
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