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Przedstawiona do recenzji praca zostata wykonana pod kierunkiem Promotora Pana Prof. dra hab.
Jacka Radwana oraz Promotora pomocniczego Pana dra hab. Mateusza Konczala w Pracowni Biologii
Ewolucyjnej na Wydziale Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Badania opisane w pracy zostaly sfinansowane z trzech zrdodel: grantu Narodowego Centrum
Nauki nr 2017/27/B/NZ8/00077, grantu Dziekana Wydzialu Biologii UAM GDWB-07/2020 oraz
Minigrantu POWR.03.02.00-00-1006/17 przyznanego w ramach projektu , Passport to the future —
Interdisciplinary doctoral studies at the Faculty of Biology, Adam Mickiewicz University”. Dwa

ostatnie z wymienionych grantéw zostaly przyznane Doktorantowi.

Ocena formalna

Rozprawe doktorska Pana mgr. Sebastiana Chmielewskiego stanowia trzy rozdzialy — gotowe, lecz
jeszcze nieopublikowane manuskrypty wieloautorskie, z ktérych kazdy odnosi si¢ do odrebnego
zagadnienia zwigzanego z doborem plciowym. Zgodnie z o$wiadczeniami Doktoranta oraz
Wspotautoréw dotgczonymi do rozprawy, Pan Sebastian Chmielewski mial dominujacy wkiad
w powstanie powyzszych rozdziatéw. Brat udziat w prowadzeniu eksperymentéw, analizie danych, jak
i pisaniu manuskryptow. Wspomniane rozdzialy poprzedza wspélny wstep, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim. Na koncu rozprawy zamieszczono krétkie podsumowanie oraz wspodlng

bibliografie. Praca jest napisana w jezyku angielskim i jest bardzo starannie zredagowana. Format

przedstawionej pracy jest odpowiedni dla rozprawy doktorskiej.




Ocena merytoryczna

Praca dotyczy zagadnien zwigzanych z doborem plciowym u rozkruszka hiacyntowego Rhizoglyphus
robini. Przeprowadzone w niej badania mialy na celu sprawdzenie, czy dobér plciowy wplywa na
poziom zmiennosci genetycznej w populacjach i jaki jest mechanizm takiego wptywu. Kolejnym celem
bylo okreSlenie architektury genetycznej lezacej u podstaw determinacji morfu samca, jak réwniez
sprawdzenie, czy architektura ta moze wskazywac¢ na uzaleznienie ekspresji tej cechy od kondycji
samca. Wreszcie w ramach doktoratu stworzone zostaly mapy genetyczne rozkruszka, ktére
wykorzystano do zlozenia genomu referencyjnego tego gatunku do poziomu catych chromosomoéw.
Testowano takze hipoteze tlumaczaca czesto obserwowane réznice w czestosci i umiejscowieniu
crossing-over pomiedzy plciami ochrong przed elementami genetycznymi prowadzacymi do
odchylenia mejotycznego. Podsumowujac, tematyka recenzowanej pracy jest w mojej opinii wazna
ilezy w centrum zainteresowania biologii ewolucyjnej. Praca poszerza dotychczasowa wiedze
i przyczynia sie do rozwigzania oryginalnego problemu naukowego. W ramach pracy uzyskano takze
wazne zasoby genomiczne dla rozkruszka hiacyntowego, ktére pelniejsza interpretacje wynikow

eksperymentow ewolucyjnych z wykorzystaniem tego gatunku modelowego w przysztosci.

We wspolnym wstepie pracy przedstawiono hipotezy dotyczace wplywu doboru plciowego na
poziom zmiennosci w populacjach, a tym samym na zdolno$¢ populacji do adaptacji. Oméwiono takze
hipotezy odnoszace si¢ do ewolucji cech plciowych. Przedstawiono takze pokrétce wyniki
dotychczasowych badan odnoszacych sie do tych tematéw. Wstep w mojej opinii stanowi dobre
wprowadzenie do calej pracy i jest przejrzyscie napisany. Wstepy do poszczegélnych rozdziatéw
skupiajq si¢ juz na dokladniejszym zarysowaniu problematyki danego fragmentu rozprawy. Opisy
metod zamieszczone w poszczegOlnych rozdzialach sg szczegéltowe i pozwalaja na odtworzenie
uzyskanych wynikow. W dalszej czesci recenzji oméwie wyniki zamieszczone w rozprawie,
z podziatem na poszczegoélne rozdzialy.

Rozdzial Sex-specific recombination landscape in a species with holocentric chromosomes
opisuje konstrukcje map genetycznych dla obu plci rozkruszka hiacyntowego. Badania obejmowaty
wyprowadzenie linii wsobnych, przeprowadzenie krzyzowan i analize sekwencji osobnikéw

z pokolenia P, F1 i F2, tak aby precyzyjnie okresli¢ umiejscowienie i liczbe zdarzeri crossing-over

zachodzacych przy wytwarzaniu gamet u samcow oraz samic. Autorzy podkreslaja, ze po raz pierwszy




otrzymano tutaj mapy dla gatunku rozdzielnoplciowego o holocentrycznych chromosomach. Mapy te
postuzyly nastepnie do udoskonalenia — zlozenia do poziomu calych chromosoméw — uzyskanego
wczeéniej w tym samym laboratorium genomu referencyjnego rozkruszka. Wartosci wspétczynnikow
N50 i BUSCO, jak réwniez zbiezno$¢ wielkosci uzyskanego genomu z oszacowaniem opartym na
wynikach z cytometru przeptywowego pozwala wnioskowaé, ze otrzymano referencje o duzej jakosci.
Ponadto, wykorzystujac otrzymane mapy genetyczne, autorzy wykazali, Ze rekombinacja u rozkruszka
hiacyntowego zar6wno u samcéw, jak i samic, zachodzi gléwnie przy koncach chromosomow.
Czesto$¢ rekombinacji jest natomiast duzo wyzsza u samic. Ponadto skorelowali tempo rekombinacji
z lokalnymi wtasciwosciami genomu. Pokazali, ze rekombinacja u analizowanego gatunku zachodzi
czesciej w regionach genomu bogatych w powtérzenia i ubogich w geny. Nie wykazano zaleznosci
tempa rekombinacji od zawartosci par GC. Rekombinacja byla takze ujemnie zalezna od dlugosci
chromosoméw, istotno$¢ tego wyniku byla jednak spowodowana przez bardzo niskie tempo
rekombinacji uzyskane dla najdtuzszego z chromosomoéw.

Przy czytaniu tej cze$ci rozprawy nasunelo mi sie nastepujace pytanie. Autorzy pisza, ze
ogblnie przy konstrukcji map wykryli 516 zdarzen crossing-over u samic i 205 u samcéw. Przy
tworzeniu map analizowano okolo 180 osobnikéw z pokolenia F2. Jesli wiec zalozymy, ze przy
mejozie konieczne jest zajScie jednego crossing-over na chromosom, to wydaje mi si¢ (nigdy nie

zajmowalam sie tworzeniem map genetycznych i moge sie myli¢), ze spodziewana liczba crossing-over
w opisanym eksperymencie powinna wynosi¢ nie mniej niz 2700 (8 x 180 u samic i 7 x 180 u samcow).

Autorzy zaznaczaja jednoczes$nie, ze zastosowana gestoS¢ markeréw zapewniata wykrycie niemalze
wszystkich zdarzen crossing-over, by¢ moze z wyjatkiem koncéw chromosoméw. Czy tak duza
rozbiezno$¢ wskazywataby jednoznacznie, ze u rozkruszka u obu plci mejoza nie wymaga tworzenia
sie chiazm? Taka mozliwos$¢ jest jedynie bardzo ostroznie wspomniana w dyskusji.

W kolejnym rozdziale, zatytutowanym The impact of sex ratio manipulation on genome-wide
genetic diversity during experimental evolution, przedstawione sq wyniki ewolucji eksperymentalnej,
w ktérej manipulowano stosunkiem pici. Ewolucji podlegato 8 duzych (po 1000 osobnikéw) populacji
rozkruszka hiacyntowego, eksperyment prowadzono przez 28 pokolen. W czterech z nich obnizono
stosunek samcéw do samic do 1:3, w czterech natomiast stosunek ten podwyzszono (3:1). Zabieg ten

mial na celu odpowiednio obnizenie lub zwiekszenie silty doboru plciowego. Jednoczesnie

utrzymywano staly stosunek obu morféw wsréd samcow. Po 200 osobnikéw z kazdej z populacji




z pokolenia poczatkowego oraz koncowego poddano nastepnie sekwencjonowaniu. Gtéwnym celem
eksperymentu bylo sprawdzenie, jak zmiana sily doboru piciowego wplynie na poziom zmiennosci
w populacji, co jest waznym i otwartym pytaniem biologii ewolucyjnej. Autorzy zaobserwowali istotny
spadek zmiennosci — mierzonej jako réznorodno$¢ nukleotydowa i estymator Wattersona — we
wszystkich populacjach. Spadek ten, dla wszystkich badanych klas markeréw, by} odrobine wolniejszy
dla populacji o wysokim stosunku samcéw do samic (silniejszy dobér piciowy), cho¢ réznica ta byta
istotna tylko dla markeréw synonimowych. Nie wykryto réznic w efektywnosci doboru negatywnego.
Ten wynik byl odmienny od rezultatébw wczesniejszego eksperymentu, w ktérym manipulowano
intensywnos$cia doboru plciowego poprzez zmiane udzialu morféw wsréd samcoéw rozkruszka. Za
potencjalne wytlumaczenie tej rozbieznosci autorzy podaja mniejsza site doboru lub tez odmienng
architekture genetyczng obu cech. Ponadto, w eksperymencie zidentyfikowano grupy markeréw
(haplotypy), ktérych czesto$¢ zmienita sie istotnie tylko w jednym lub w obu typach linii. Ponizej
wypisze kilka pytan dotyczacych interpretacji wynikéw uzyskanych w tej bardzo ciekawej czesci
rozprawy, ktore chciatabym zada¢ Doktorantowi.

- Czy test wykrywajacy dobor negatywny i poréwnujacy zmiany w 7 i 8 dla marker6w synonimowych
i niesynonimowych (wyniki przedstawione na rycinie 2), nie powinien jako grupy kontrolnej
(w szczegolnosci dla estymatora Wattersona), uzywac tylko cze$ci markerow synonimowych,
dobranych tak, aby spektrum czestosci alleli w pokoleniu poczatkowym dla obu poréwnywanych klas
markeréw bylo zblizone? Intuicja podpowiada, ze markery rzadsze bedq sie tatwiej traci¢ z populacji
zarowno pod wplywem dryfu, jak i doboru. Markery niesynonimowe, w poréwnaniu do
synonimowych, maja zazwyczaj (i tez w tym eksperymencie, co wida¢ przy poréwnaniu 7 i 6 na
rysunku 1) spektrum przesuniete w kierunku alleli rzadszych, wiec moga by¢ tatwiej tracone.

- Przygladajac si¢ wynikom przedstawionym na rycinach 5 i dodatkowej 2 wydaje sie, ze zmiany
czgstosci, zachodzgce najbardziej prawdopodobnie pod wplywem doboru dotyczyty duzych
fragmentéw chromosoméw. To sugeruje, ze podczas eksperymentu nie byto do$¢ czasu na oddzielenie
markerow bedacych pod wplywem doboru od markeréow tla. Czy w takiej sytuacji spodziewane jest
wykrycie jakichkolwiek réznic w spadku m i 6 pomiedzy miejscami niesynonimowymi
i synonimowymi w wyniku dziatania doboru oczyszczajacego?

- Podobnie, czy takie zmiany rozciagajace si¢ na spora czes¢ genomu nie zaburzaja oszacowan

efektywnej wielkosci populacji? O ile dobrze rozumiem, zastosowana metoda zaklada, ze zmiany




w czestosci zachodzg niezaleznie dla poszczegdlnych markeréw i pod wplywem dryfu genetycznego,
a nie doboru i sprzezenia. Wprawdzie istotne zmiany w czestosciach dotyczyly niewielkiego odsetka
markerow, ale jestem ciekawa opinii Doktoranta na ten temat.

- Czy zwiekszenie pokrycia, poprzez podniesienie szans na wiarygodne wykrycie rzadkich (domyslnie
szkodliwych) alleli mogloby istotnie zmieni¢ uzyskane wyniki?

- Czy ogodlnie uznawana i zastosowana tutaj metoda manipulacji stosunkiem plci, jest zawsze
skutecznym Srodkiem prowadzgcym do zmiany intensywnosci doboru plciowego, czy mozna to jakos
sprawdzic?

Ostatni rozdzial pracy, Supergene polymorphism and its role in male morph differentiation in
the bulb mite, Rhizoglyphus robini zawiera opis analiz majacych na celu okre$lenie, jakie czesci
genomu rozkruszka hiacyntowego Rhizoglyphus robini odpowiadajg za determinacje ekspresji morféw
u samcow. Przeprowadzono tutaj calogenomowe badania asocjacyjne ,,pool-GWAS” poréwnujace
czestosci alleli pomiedzy populacjg stu samcéw heteromorficznych i stu samcéw homeomorficznych.
Ponadto poréwnywano genomy linii wsobnych selekcjonowanych w kierunku utrwalenia sie¢ jednego
lub drugiego z morféw. Analizy te pozwolily na identyfikacje silnie zr6znicowanego miedzy morfami
regionu na chromosomie siodmym. Region ten obejmowat ponad 3 mln par zasad i zachowywat sie jak
supergen (zahamowanie rekombinacji, nadmiar transpozonéw). W dalszej kolejnosci przeprowadzono
ponowng analize sekwencji tego regionu dla osobnikéw wykorzystanych przy konstrukcji map
genetycznych. Co ciekawe, region ten réznit sie pomiedzy osobnikami majacymi odrebne morfy dla
trzech z czterech analizowanych rodzin. W rodzinach, w ktérych dochodzito do segregacji w obrebie
supergenu, morf heteromorficzny dziedziczyl sie w sposéb recesywny. Poza opisanym regionem
autorzy zidentyfikowali ponad 2400 markeréw, ktérych czestos¢ byla istotnie rézna w analizie ,,pool-
GWAS” lub tescie asocjacji dla linii wsobnych. Autorzy zwracaja uwage, ze markery te byly
wzbogacone w loci o niskiej czesto$ci u samcéw homeomorficznych. Wedtlug autoréw allele te
miatyby mie¢ szkodliwy charakter i wskazywac, ze ekspresja kosztownego morfu zalezy od braku
takich alleli u samcéw. Musze przyznad, ze nie rozumiem tego wniosku. Po pierwsze, wydaje mi sig, ze
zadna z zastosowanych metod nie jest w stanie zidentyfikowa¢ zmiany genetycznej lezacej u podstaw
fenotypu — ich rozdzielczo$¢ pozwala one jedynie na wskazanie regionu (haplotypu), gdzie taka zmiana

moze sie znajdowac. Po drugie, na rycinie 7 wida¢, ze wprawdzie zidentyfikowane loci s wzbogacone

w rzadkie allele u samcéw homeomorficznych, to przeciez te same allele wystepuja w wysokich




czestosciach u samcow heteromorficznych. Wydaje mi sie wiec, ze allele te nie moga by¢ szkodliwe
(w absolutnym sensie) i nie moga uniemozliwia¢ ekspresji tego morfu. Prosilabym Doktoranta
0 wyjasnienie.

Podsumowujgc, zawarto$¢ merytoryczng przedstawionej rozprawy oceniam bardzo wysoko.
Opisane badania dostarczyly bardzo wartosciowych dla biologii ewolucyjnej danych i analiz. Moje
watpliwosci dotyczace interpretacji niektérych wynikow nie umniejszaja warto$ci i znaczenia catej

pracy.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przediozona do oceny praca doktorska Pana mgr. Sebastiana Chmielewskiego spelnia
wymogi stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2023 r. poz. 742. Doktorant potrafi
samodzielnie rozwigza¢ problemy naukowe poprzez odpowiednio zaplanowane i przeprowadzone
badania, zdobyt tez szeroka wiedze z zakresu biologii ewolucyjnej, genetyki populacyjnej i genomiki
poréwnawczej. Ponadto Doktorant opanowat i stosuje z powodzeniem liczne metody i programy
bioinformatyczne. Warte podkreslenia jest takze uczestnictwo Doktoranta w innych badaniach
prowadzonych w Zakladzie, co znajduje odzwierciedlenie we wspoétautorstwie w wielu
opublikowanych pracach. W zwiazku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu do dopuszczenia Pana Sebastiana
Chmielewskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto wnioskuje o wyrdznienie pracy

nagroda.
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Krakéw, 24.10.2024 dr hab. Katarzyna Tomala




