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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Anny Pradzinskiej

pt. ,,Biogeografia omulkow Mytilus i identyfikacja pochodzenia geograficznego ich produktow
zywnoSciowych z zastosowaniem metod genetycznych (analiza polimorfizmu pojedynczych

nukleotydow)”

Przedstawiona mi do recenzji praca zostala wykonana w Instytucie Oceanologii Polskiej
Akademii Nauk w Sopocie w Zakladzie Genetyki i Biotechnologii Morskiej 1 Pracowni Genetyki
Organizméw Morskich pod kierunkiem prof. dr hab. Romana Wenne oraz dr Ryszarda
Frankowskiego jako promotora pomocniczego. Praca powstata w ramach stypendium w programie
.Doktorat Wdrozeniowy” Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego.

Zespot pracownikow Zakladu Genetyki 1 Biotechnologii Morskiej od ponad 20 lat prowadzi
badania poswigcone genetyce 1 genomice omutkow z obszaru catego swiata, czego wyrazem jest
kilkadziesiat publikacji naukowych w uznanych migdzynarodowych czasopismach i wiele istotnych
osiaggnie¢ badawczych. Jednym z nich jest szereg prac po$wigconych badaniom z zakresu genetyki
populacyjnej i taksonomii omutkéw w skali §wiatowej. Niniejsza praca jest kontynuacjg i
uzupelieniem tych prac o trzy zagadnienia badawcze: (1) zro6znicowanie genetyczne populacji
omutka z obszaru Morza Srodziemnego i Morza Czarnego, (2) zréznicowanie genetyczne populacji
z wod przybrzeznych potudniowej Afryki oraz trzecie, poswiecone analizie pochodzenia prob
zywnosciowych zawierajgcych omulki (3). Pierwsze i trzecie zagadnienie przedstawione w pracy
stanowi zbior opublikowanych w 2022 roku prac. Z racji tego, ze zostaly juz one zrecenzowane,
omowione zostang tylko skrotowo. W ramach recenzji, najpierw omowiona zostanie struktura

pracy, a nastgpnie kolejno zagadnienia badawcze, ktorych podjeta si¢ doktorantka.

10-719 Olsztyn, ul. Oczapowskiego 10 | Tel. +48 89524 01 71 | E-mail: irs@infish.com.pl



Praca jest napisana po polsku i liczy 135 stron. Sklada si¢ ze streszczenia, abstraktu w
jezyku angielskim, wstepu, celow badan, metod, wynikow, dyskusji, wnioskow i spisu literatury.
Uktad pracy nie budzi moich zastrzezen. Dobrze, ze w pracy znalazl si¢ wykaz skrotow, choé
mogtby by¢ dtuzszy. Jezyk jest zwigzly, a w kilku miejscach, zwtaszcza w opisach metodyki i
wynikow, styl jest dos¢ trudny do czytania. Zapewne wynika to ze wstecznego tlumaczenia z
angielskiego na polski. Ogolnie tez, niektore thumaczenia angielskich terminéw mogtyby by¢
bardziej trafne. Streszczenie i Abstract sg dobrze napisane i oddajg esencje¢ pracy. Wstep, bardzo
dobrze napisany, w przejrzysty sposob wprowadza w zagadnienia zwigzane z biologia, ekologig i
genetyka omutkow i stanowi dobre | state-of-the-art™ dla pracy. Cele badan s3 sformutowane
prawidtowo. Rozdziat Material i Metody w mojej opinii ma jednak swoje wady, a opisy metod sg
nieco zbyt lakoniczne. Jako przyktady moge podac¢ brak doktadnego opisu identyfikacji loci
outlierowych czy identyfikacji liczby K w analizie STRUCTURE. Brakuje tez opisu obliczen
testow przyporzadkowania (assignement test), ktore umieszczono w Tabeli 9 (GeneClass). Zadna z
cytowanych w sekcji Material i Metody prac nie znalazla si¢ tez w spisie literatury. Rozdzial
Wyniki jest podzielony na trzy czesci, przedstawiajac wyniki kolejnych zagadnien badawczych (1-
3). Dyskusja jest do$¢ syntetyczna i rozpoczyna si¢ wprowadzeniem ogdlnym, by nast¢pnie przejsé
do omowienia trzech kolejnych zagadnien badawczych. Rozumiem takie podejscie, ale brakuje mi
tutaj przeplatania si¢ watkow prac i przede wszystkim zbiorczej konkluzji. Praca konczy sig
o$mioma Wnioskami, ktore sg dobrze sformutowane. Literatura zostata dobrana prawidlowo i
zawiera 168 pozycji. W pracy umieszczono 26 rysunkow, z czego wigkszos¢ jest dobrze
przedstawiona, cho¢ w niektorych przypadkach moglyby by¢ wyzszej jakosci (CA i drzewa
zalezno$ci genetycznych). Opisy rysunkow w wigkszosci tez sa prawidlowe. W pracy znajduje sig
tez 11 tabel, z czego zastrzezenia mam do Tabeli 9, gdzie zauwazylem brak opisu testow
przyporzadkowania, ale przede wszystkim do Tabeli 11, ktora w zalozeniu miata prezentowac
macierz wspotczynnika zmiennosci Fsr dla par populacji. Tabela ta jest jednak zupetnie nieczytelna
przez nieprawidtowy format i bledny podziat na strony. Mozna byto zaprezentowac¢ te wyniki w
tadny i czytelny sposob w postaci np. ,,heat map”, co znacznie ulatwitoby interpretacje wykonanych
analiz. Doktorantka nie ustrzegla si¢ bledow edytorskich, z czego wigkszos¢ dotyczy braku rezimu
pisania nazw gatunkowych czy rodzajowych kursywa (29), niespdjnego systemu cytowania lub
braku cytowan (23). Niespojnosci wystgpuja tez w nazewnictwie, np. angielski termin
STRUCTURE niekiedy jest spolszczony. Do pracy dofaczono ptyt¢ kompaktowa, na ktorej
znajdowala si¢ praca w wersji pdf. Szkoda, ze nie udostgpniono tez surowych danych lub plikow
wsadowych tak, aby mozna byto przesledzi¢ $ciezke bioinformatyczna.

Przechodzac do zagadnien badawczych, pierwsze z nich (1) zostato opublikowane w

czasopi$mie - The European Zoological Journal (140 pkt, IF=1,69) - Wenne, R., Zbawicka, M.,
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Pradzinska, A., Kotta, J., Herkiil, K., Gardner, J.P.A., Apostolidis, A.P., Po¢wierz-Kotus, A.,
Rouane-Hacene, O., Korrida, A., Dondero, F., Baptista, M., Reizopoulou, S., Hammer, B.,
Sundsaasen, K.K., Arnyasi M., Kent M.P., 2022 , Molecular genetic differentiation of native
populations of Mediterranean blue mussels, Mytilus galloprovincialis (Lamarck 1819), and the
relationship with environmental variables”. Doktorantka byla w tej pracy trzecim autorem i jak
wynika z przedstawionej pracy jej udzial polegal na zbadaniu zréznicowania genetycznego
populacji M. galloprovincialis z obszaru Morza Srodziemnego, Czarnego i Azowskiego przy uzyciu
polimorfizméw 53 pojedynczych nukleotydow SNP. Omuiki, zebrane z 36 lokalizacji
genotypowano i przeanalizowano z uzyciem 11 populacji referencyjnych. Analizy ujawnity cztery
grupy populacyjne: Ocean Atlantycki; zachodnia czg$¢ Morza Srodziemnego; Morze Egejskie; oraz
Morze Azowskie, Czarne i Marmara. Jedna populacja — z Algierii (Oran West) — byta posrednia
miedzy dwiema glownymi grupami Morza Srodziemnego i Oceanu Atlantyckiego.

Drugie zagadnienie (2) po$wigcone polimorfizmowi genetycznemu populacji M.
galloprovincialis z wybrzezy Poludniowej Afryki jest niepublikowang jeszcze czg$cig rozprawy.
Przeanalizowano tutaj 6 populacji/lokalizacji z obszaru potudniowo-zachodniego i potudniowo-
wschodniego wybrzeza Afryki na styku oceanow Atlantyckiego i Indyjskiego, w sumie 500
osobnikow probkowanych w 2012 roku. Uzyskane matryce DNA genotypowano z uzyciem panelu
55 loci SNP na platformie Sequenom. Zaobserwowano, ze liczba polimorficznych loci w
afrykanskich populacjach wahata si¢ pomigdzy 45% a 55%, a heterozygotyczno$¢ obserwowana
byta wyzsza od oczekiwanej. Stwierdzono tez istotne odchylenia populacyjnego wspotczynnika
inbredu. Analizujac zroznicowanie badanych populacji migdzy sobg i probami referencyjnymi
doktorantka zaobserwowata na podstawie analizy NJ, ze populacje referencyjne M. trossulus z
Ameryki Pétnocnej, M. platensis i M. chilensis z Ameryki Potudniowej oraz M. planulatus z Nowej
Zelandii tworza odrgbny mocny klaster. Natomiast populacje M. galloprovincialis z Pétnocnego
Atlantyku pogrupowaty si¢ razem z probami z Potudniowego Atlantyku i Oceanu Indyjskiego, co w
opinii doktorantki §wiadczy o ich malym zroéznicowaniu genetycznym. Analizujgc wyniki NJ,
ciekawy jest fakt, e brak tutaj korelacji pomigdzy zréznicowaniem genetycznym i lokalizacjg
geograficzng (np. populacja z Zatoki Biskajskiej zgrupowata si¢ z populacjami siggajagcymi Oceanu
Indyjskiego (KBR, CFR). W tym miejscu dobrze bytoby wykona¢ réwniez np. Mantel test, co
lepiej wytlumaczytoby, na ile jest to istotne. Przechodzac do zaprezentowanej przez doktorantke
analizy korespondencji, jest ona zgodna w mojej ocenie z analizg neighbour joining (NJ) i metoda
ta rowniez potwierdza brak korelacji genetycznej i geograficznej. Z kolei w analizie STRUCTURE,
wykonanej dla 17 lokalizacji (6 nowych i 11 referencyjnych), wykazano, ze najwyzsza wartos¢ AK
wystepuje dla K=2, a nastgpnie K=3 i K=4. Szkoda, ze w pracy nie podano wartosci AK (lub

wykresow), co znacznie ulatwia interpretacj¢ wynikow analizy STRUCTURE. Ogolnie jednak na
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podstawie interpretacji wynikow, mozna stwierdzi¢ ich zgodno$¢ z NJ i analiza korespondencji.
Mam jednak uwagi do precyzji opisu analizy K=4. Pierwsza kwesti¢ stanowi fakt, ze doktorantka
pisze, ze byl on najistotniejszy, co nie jest prawda, poniewaz najwyzsze K bylo rowne 2, a jako
metodg interpretacji przyj¢to metode Evanno. Rozumiem, Ze chodzilo o to, ze K=4 najlepie;j
rozdzielal proby, zgodnie z logika 1 biorac pod uwagg niskie wartosci Fsr, ktore zawsze faworyzuja
K=2. Jednakze podany opis wskazuje, ze mamy do czynienia z K=2, a nie K=4. Raczej trzeba byto
napisac, ze M. trossulus, M. planulatus i M. galloprovincialis utworzyly osobne klastry, co zreszta
swietnie wida¢ na Rysunku 21. Co jest dla mnie interesujagce, STRUCTURE ujawnito rowniez, ze
w populacji z rejonu ujécia Loary (LOI) widaé¢ znaczng domieszke genotypow M. galloprovincialis
podobnie jak w chilijskiej CHT, gdzie jeszcze dodatkowo wystgpuja genotypy charakterystyczne
dla M. planulatus.

Trzecie zagadnienie badawcze niniejszej pracy doktorskiej (3), zostato opublikowane w
uznanym czasopismie - Aquaculture (140 pkt, IF=5,1) — Wenne, R., Pradzinska, A., Po¢wierz-
Kotus, A., Larrain, M.A., Araneda, C., Zbawicka, M., 2022 ,,Provenance of Mytilus food products
in Europe using SNP genetic markers™ i stanowi dobry przyktad potaczenia badan podstawowych i
aplikacyjnych. Doktorantka byta w tej pracy drugim autorem. Celem pracy byta weryfikacja
informacji o gatunku i pochodzeniu produktow zywnoséciowych zawierajacych omutki. W pracy
zbadano 21 prob zebranych w sklepach europejskich w latach 2011-2015. W sumie byto to 491
omutkow. Jako metode identyfikacji gatunkowej zastosowano panel 54 loci SNP i genotypowanie
Sequenom. Wigkszo$¢ deklarowanych informacji na etykietach produktow spozywczych byta
zgodna z wynikami uzyskanymi narz¢dziami genetycznymi (85%). Jednak w 11 probkach
znaleziono niepeine informacje, takie jak brak oznaczenia handlowego, nazwy naukowej lub
pochodzenia geograficznego. Wyniki wskazuja na podziat europejskich prob zywnosci na dwa
gatunki: M. edulis i M. galloprovincialis (formy atlantycka i $roédziemnomorska). W probkach
zywnosci nie stwierdzono obecnosci M. trossulus. W mojej opinii jest to warto§ciowa i potrzebna

praca, dajaca gotowe narz¢dzie do identyfikacji pochodzenia omutkéw.

W tym miejscu chciatbym przedstawi¢ kilka pytan do doktorantki, ktore mam nadziej¢, pozwolg jej
wykaza¢ si¢ znajomoscia tematu i moze jeszcze przybliza osiagnigcia tej pracy, a by¢ moze beda
wstepem do dyskusji:

e Czy i jak data poboru prob do baz referencyjnych ma wplyw na uzyskane wyniki i jakie
Pani zdaniem jest ryzyko popelnienia blgdu w trakcie poboru prob omutkéw z naturalnego
srodowiska?

e (Czy zastosowanie neutralnych markerow genetycznych np. mikrosatelitarnego DNA,

ujawnia takie same poziomy zréznicowania w populacjach M. galloprovincialis ?
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* Dlaczego populacje z potudniowo-wschodniego wybrzeza Afryki grupuja si¢ np. z probami
z Zatoki Biskajskiej i skad ten ogolny brak korelacji pomigdzy zmiennoscig genetyczna a
odlegto$cia geograficzng u M. galloprovicialis?

» Jakie konsekwencje dla rozmieszczenia omutkow w oceanie $wiatowym mogg mie¢ zmiany

klimatyczne, ktore obecnie obserwujemy?

Podsumowujac, wymienione powyzej uwagi nie wplywaja znaczgco na warto$é
merytoryczng pracy, zwlaszcza ze dwa z trzech badanych zagadnien zostato juz opublikowane w
renomowanych czasopismach. Badania przedstawione w ramach niniejszej pracy doktorskiej
stanowig wartosciowe i znaczne uzupetnieniec wiedzy z zakresu biogeografii omutkéw w szerokiej
skali, a zaproponowana metoda identyfikacji gatunkowej omutkéw w produktach zywno$ciowych
moze by¢ wykorzystywana w praktyce. W tym miejscu chcialbym rowniez zwrocié¢ uwagg, ze
doktorantka nie jest na co dzien pracownikiem naukowym i nie pracuje w jednostce naukowej.
Dlatego tez, trzeba tym bardziej doceni¢ ch¢é rozwoju i nauki niefatwych nieraz zagadnien
zwlaszcza z obszaru bioinformatyki.

Po zapoznaniu si¢ z pracg stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca Pani mgr
Anny Pradzinskiej odpowiada ustawowo okreslonym warunkom stawianym rozprawom
doktorskim. Wnioskuj¢ zatem do Rady Naukowej Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk w
Sopocie o przyjecie ocenionej rozprawy doktorskiej i dopuszezenie kandydatki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

KIEROWNIK

dr hab. in2 Rafat Berna$
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