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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Burdy pt.: ,,Uwarunkowania
obcigzenia genetycznego w dzikich populacjach gupikéw Poecilia reticulata”

Formalna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Rozprawa Pani Katarzyny Burdy zostata przygotowana w Pracowni Biologii Ewolucyjnej
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem Pana prof. dr. hab.
Jacka Radwana oraz Pana dr. hab. Mateusza Konczala. Rozprawa sktada sie z dwdch gtéwnych
rozdziatéw, ktére majg forme wieloautorskich artykutéw naukowych napisanych w jezyku angielskim.
Pierwszy z nich zostat opublikowany w czasopismie ,Molecular Ecology Reseources”, drugi jest
niepublikowanym maszynopisem. Badania opisane w obydwu rozdziatach byty finansowane z projektu
NCN SONATA 2018/31/D/NZ8/00091 kierowanego przez Pana dr. hab. Mateusza Konczala. Pierwszy
rozdziat dotyczy oszacowania tempa mutacji zachodzacych z pokolenia na pokolenie w genomach

gupikéw (Poecilia reticulata). Drugi rozdziat dotyczy obcigzenia genetycznego w naturalnych
populacjach gupikéw z Trynidadu i Tobago, a w szczegdlnosci zaleznosci pomiedzy obcigzeniem
genetycznym a efektywng wielkoscig populacji oraz wptywu historii populacji na obcigzenie
genetyczne. W skfad rozprawy wchodzg tez streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, w
ktorym autorka w jasny i zwiezty sposdb wprowadza czytelnika w tematyke badan, rozdziat, w ktérym
przedstawione sg cele pracy, oraz informacja, w ktérym z gtéwnych rozdziatdw zostaty one
zrealizowane. Po dwdéch gtéwnych rozdziatach autorka zamiescita rozdziat ,Final conclusions”, w
ktérym podsumowuje zwiezle wnioski ptynace z przedstawionych wynikdw badan. Na koricu rozprawy
przedstawione sg deklaracje autorstwa precyzujace wkiad autorki w powstanie prezentowanych
artykutow.

Z deklaracji tych wynika, ze w przypadku pierwszego artykutu Pani Katarzyna Burda
uczestniczyta w powstaniu koncepcji i planu pracy, wyizolowata DNA z badanych préb oraz wykonata
wszystkie analizy bioinformatyczne poza maskowaniem regionéw powtarzalnych, uczestniczyta w
przygotowaniu pierwszej wersji maszynopisu oraz w dalszych rewizjach. Zwracam tu uwage na pewng
niescistoéé, w sekcji author contribution opublikowanego artykutu jako osoba odpowiedzialna za
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koncepcje badan wskazany jest jedynie Pan dr hab. Mateusz Konczal. W przypadku drugiego artykutu
Pani Burda uczestniczyta w powstaniu koncepcji pracy, pobieraniu préb do analiz oraz wykonata
ekstrakcjge DNA. Autorka rozprawy wykonata znakomitg wigkszos¢ analiz bioinformatycznych. Analizy
statystyczne wykonata wspdélnie z Panem prof. Jackiem Radwanem. Pierwsza wersje maszynopisu
przygotowata wspolnie z Panem dr. hab. Mateuszem Konczalem, uczestniczyta tez w rewizjach
manuskryptu. W mojej ocenie, pomimo wskazanej niescistosci, deklaracje te potwierdzaja wiodacy
wktad Pani Katarzyny Burdy w powstanie prezentowanych artykutéw.

Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

W pierwszym artykule wchodzgcym w sktad rozprawy doktorskiej zatytutowanym , Validation
of machine learning approach for direct mutation rate estimation” Pani Katarzyna Burda oszacowata
tempo mutacji z pokolenia na pokolenie w genomie gupika (Poecilia reticulata). W tym celu
zsekwencjonowata do wysokiego pokrycia genomy 24 osobnikéw, dwéch par rodzicielskich i po
dziesigcioro potomstwa kazdej z nich. Nastepnie zastosowata dwie metody przywotywania wariantéw
oraz szereg filtréw, aby uzyska¢ wstepny zestaw mutacji de novo obecnych jedynie u potomstwa. Po
czym wykorzystata dwa alternatywne podejscia do dalszej weryfikacji kandydackich mutacji. Pierwsze
polegato na zastosowaniu szeregu predefiniowanych filtréw majacych na celu odrzucenie mutacji
bedacych wynikiem bfedéw sekwencjonowania czy mutacji w komdrkach somatycznych. Jako
alternatywe autorka zastosowata filtrowanie w oparciu o uczenie maszynowe. W tym celu
przygotowata zestaw treningowy zawierajacy zweryfikowane oraz btednie zidentyfikowane mutacje, a
nastepnie pozwolita, zeby algorytm sam przeprowadzit filtrowanie pozostatych kandydackich mutacji.
Ostatecznie, tempo mutacji oszacowane z zastosowaniem tych dwdch sposobéw filtrowania byto
zblizone. W dyskusji autorka najpierw szeroko omawia i analizuje znaczenie poszczegdinych filtréw i
porownuje, ktore z nich mialy najwiekszy udziat w okreslaniu mutacji jako btednych w obydwu
zastosowanych podejsciach filtrowania. Zastanawia mnie w tym kontekscie filtr AD (allelic depth in
parents), ktory wymaga, aby u rodzicéw nie byto ani jednego odczytu wspierajacego weryfikowang
mutacj¢ obecng u potomstwa. Majac na uwadze, ze pojedyncze zmiany nukleotydow
moga pojawiac si¢ w wyniku btedéw sekwencjonowania nalezy rozwazy¢, czy tak skonstruowany filtr
nie jest zbyt konserwatywny?

Niedtugo po publikacji omawianej tu pracy w czasopiémie ,Genome Research” ukazat
sig artykut, w ktérym stosujac podobng metodyke, uzyskano prawie dwukrotnie wyisze szacunki
tempa mutacji na pokolenie u gupikéw (Genome Res 2023 Aug;33(8):1317-1324.
doi: 10.1101/gr.277936.123). Czy rdinice te mogly wynika¢ z subtelnych réznic w zastosowanej

metodyce filtrowania i walidacji mutacji de novo, czy tez wskazujg moze na naturalng wariacje w
tempie mutacji pomiedzy populacjami/rodzinami?

W dalszej czeéci dyskusji autorka omawia uzyskane tempo mutacji na tle szacunkéw
uzyskanych dla innych organizméw. W szczegdlnosci szuka mozliwego wyjasnienia niskiego tempa
mutacji u ryb kostnoszkieletowych (teleosts) w poréwnaniu do innych grup kregowcéw.

W mojej opinii omawiany artykut prezentuje wysoki poziom naukowy. Bezposrednie

szacowanie tempa mutacji na podstawie analizy genomoéw rodzicéw i potomstwa jest relatywnie
rzadkie i takie szacunki dostepne s dla nielicznych organizméw. Wynika to z ciggle wysokich kosztéw
sekwencjonowania, ograniczonej dostepnosci wysokiej jakosci genomoéw referencyjnych, a takze z
trudnosci w identyfikacji mutacji de novo. Zaprezentowany eksperyment zostat dobrze zaplanowany,




autorka zastosowata najnowsze standardy analityczne do filtrowania kandydackich mutacji i
szacowania tempa mutacji. Wymagato to bez watpienia dobrego przygotowania bioinformatycznego i
merytorycznego.

Efekt, jakim jest bezposrednie oszacowanie tempa mutacji w genomach gupikéw, jest waznym
wktadem w rozwdj badar nad ich ewolucjg, szczegdlnie, ze jest to gatunek modelowy. Jest to parametr
bardzo istotny, choéby w rekonstrukcji historii ewolucyjnej i demograficznej. Pozwala umiesci¢
zaobserwowane procesy na bezwzglednej skali czasu i powigzac je z przesztymi zmianami klimatu czy
innymi czynnikami bio- czy abiotycznymi. W samym artykule rekonstrukcja zmian efektywnej wielkosci
populacji (Ne) w czasie wskazana jest jako jedno z mozliwych zastosowan oszacowanego tempa
mutacji. Autorka rekonstruuje te zmiany dla czwoérki osobnikéw rodzicielskich metodg PSMC i
odnotowuje ciggly spadek Ne na przestrzeni ostatnich kilkudziesieciu tysiecy lat. W dyskusji zabrakto
mi jednak jakiegokolwiek odniesienia do tej rekonstrukcji. Czy zaobserwowany spadek wspoéigra z
dostepnymi informacjami o historii populacji Trynidadzkich gupikéw? Czy zrekonstruowany przez
metode PSMC spadek Ne moze by¢ efektem innych proceséw zachodzgcych w populacji?

Biorac pod uwage, ze podobne szacunki tempa mutacji s ciagle rzadkie, omawiana artykut ma
tez szersze znaczenie w badaniach ewolucyjnych jako element metaanaliz identyfikujgcych wzorce i
ich ewolucyjne przyczyny, jak choéby omawiana w pracy obserwacja nizszego tempa mutacji wsréd ryb
kostnoszkieletowych w poréwnaniu do innych grup kregowcow.

W drugim artykule zatytutowanym ,Genetic load is affected by demographic histories in
Trinidadian guppies (Poecilia reticulata), but does not explain invasiveness after a recent artificial
translocation” przedstawione sg wyniki analiz obcigzenia genetycznego (ang. genetic load) w
naturalnych populacjach gupikéw. Do analiz zsekwencjonowano genomy 190 osobnikéw z 14 populacji
z oémiu rzek na Trynidadzie i 2 na Tobago. Eksperyment zostat zaplanowany w sposob umozliwiajgcy
przetestowanie szeregu ogdlnych hipotez dotyczacych zaleznosci pomiedzy historig populacji i
wielkoécig obcigzenia genetycznego, miedzy innymi: Czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy
efektywna wielkoscig populacji a obcigzeniem genetycznym? Jaki wptyw na obcigzenie genetyczne ma
gwattowne zmniejszenie liczebnosci populacji (ang. bottleneck) zwigzane z translokacjg oraz
nastepujaca po nim ekspansja populacji? Czy obcigzenie genetyczne rézni sie w populacjach o réznym
rezimie drapieznictwa? Zastosowano dwa wykorzystywane wczesniej wskaZzniki obcigzenia
genetycznego: stosunek liczby alleli pochodnych (ang. derived allele) w silnie ewolucyjnie
konserwowanych pozycjach genomu do liczby tychze w pozycjach bardziej zmiennych oraz stosunek
alleli pochodnych, ktére powodujg mutacje typu utraty funkcji (ang. loss of function) do wszystkich
alleli pochodnych w genomie. Strukture populacji zrekonstruowano standardowymi narzgdziami (PCA,
Admixture) i uwzgledniono jg we wnioskowaniu.

Wykazano zwigzek pomiedzy wielko$cig populacji a obcigzeniem genetycznym, gdzie mate
izolowane populacje wykazywaty wigksze obciazenie, jednak nie zaobserwowano ogdlnej zaleznosci
pomiedzy zmiennoscig neutralng populacji (tu rozumiang jako efektywna wielkos¢ populacji) a
obcigzeniem genetycznym.

Wbrew teoretycznym oczekiwaniom nie stwierdzono efektu oczyszczania (ang. purging) ze
szkodliwych wariantéw w populacji, ktéra w wyniku translokacji doznata gwattownego spadku
liczebnosci. Autorzy artykutu wskazuja raczej na osfabienie selekcji oczyszczajacej w tej populacii.

Sugeruja tez, ze w populacji tej nastapita prawdopodobnie akumulacja zmian o umiarkowanym efekcie




(ang. moderate effect), ale tei, ie zaobserwowano allele pochodne w silnie konserwowanych
pozycjach genomu, w ktérych zmiany maja prawdopodobnie powazne konsekwencje. Zastanawiam
sig, czy istnieje mozliwos¢, aby bardziej precyzyjnie scharakteryzowaé obcigzenie w tej populacji?
Oprogramowanie SNPeff dzieli warianty na kategorie w zaleznosci od ich domniemanego wptywu. Czy
w tym przypadku datoby sie takie rozréznienie uzyskaé?

Kolejng ciekawa obserwacjg poczyniong przez autoréw byt brak akumulacji obciazenia
genetycznego wraz z ekspansjg populacji. Wzrost obcigzenia podczas ekspansji byt postulowany w
pracach teoretycznych i obserwowany w niektorych badaniach. Autorzy zwracajg jednak uwage, ze w
tym przypadku mogt on jednak by¢ niwelowany przez mieszanie z lokalng populacja, czego $lady
stwierdzono w badanej populacji.

Omawiany artykut oceniam bardzo wysoko. Przeprowadzone analizy stojg na najwyzszym
poziomie. Tematyka obcigzenia genetycznego, jego faktycznego wptywu na dostosowanie populacji i
tego, jak ksztaftowane jest ono przez procesy demograficzne, to obecnie intensywnie badane i
dyskutowane zagadnienie. Jest to mozliwe w zwigzku z coraz wieksza liczbg projektow
sekwencjonowania genoméw w skali catych populacji i ma wyraz w licznych publikacjach w
prestizowych czasopismach. W mojej opinii omawiany artykut dostarcza nowych, wazkich wynikéw i
bedzie istotnym gtosem w tej dyskus;ji.

Podsumowujgc, w mojej opinii rozprawa doktorska Pani Katarzyny Burdy prezentuje
wysokg jakos¢ merytoryczng i metodyczna. Nawet jezeli przyjmiemy zatozenie, ze ogdina koncepcja
prac wchodzacych w sktad rozprawy pochodzita gtéwnie od promotora pomocniczego, kierownika
projektu, z ktorego badania sfinansowano, wktad doktorantki byt znaczacy. Uwazam, ze Pani Katarzyna
Burda zademonstrowata bardzo dobre przygotowanie merytoryczne w zakresie genetyki populacji, co
przetozyto sig na wnikliwg dyskusje nad uzyskanymi wynikami. Realizacja projektu, ze wzgledu na
wielkos¢ zestawow danych (190 genomoéw!) i wieloetapowa ich analize, wymagata solidnego warsztatu
bioinformatycznego. Umiejetnos¢ manipulowania duzymi zbiorami danych genomowych jest obecnie
bardzo duzym atutem.

Whiosek koncowy

W mojej opinii oceniana rozprawa Pani Katarzyny Burdy spetnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.). Rozprawa prezentuje ogding wiedze teoretyczng kandydatki, co
przejawia sig w zastosowanej metodyce prac i dyskusji nad wynikami. Skala zrealizowanych projektéw

sekwencjonowania, ich analizy i interpretacji wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
badan naukowych. Bez watpienia uzyskane wyniki w postaci tempa mutacji czy tez nowych informacji
na temat powigzania historii populacji z obcigzeniem genetycznym stanowig oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. W zwiazku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani Katarzyny Burdy do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




