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Recenzja pracy doktorskiej mgra Grzegorza Migdatka
pt. ,Population genetic diversity and relationships between two closely related
forest violets V. reichenbachiana Jordan ex Bor. and V. riviniana Rchb. (Violaceae)
based on nuclear, plastid and AFLP markers”

Rozprawa mgra Grzegorza Migdatka napisana jest w jezyku angielskim i liczy
111 stron, z czego 35 zajmuje wstep, a 22 - spis literatury. Jest to studium
réznorodnosci genetycznej dwoch blisko spokrewnionych taksonéw, migdzy
ktérymi mozliwy jest przeptyw gendéw. Oba taksony réznia si¢ ploidalno$cig

i dotychczasowe dane sugeruja, Ze jeden z nich - V. riviniana - jest mieszancem
drugiego (V. reichenbachiana) oraz innego, nieidentyfikowanego taksonu, przy
czym hybrydyzacji towarzyszyta poliploidyzacja. Mimo réznej liczby
chromosoméw fiotki te moga sie krzyzowacé. Cho¢ pierwsze pokolenie
mieszafncéw ma ograniczong ptodno$¢, to u mieszancéw kolejnych pokolen
liczba chromosoméw moze sie stabilizowac na poziomie gatunkow
rodzicielskich i dzieki temu mozliwa jest introgresja. Istnieja pewne przestanki,
aby podejrzewaé, Ze populacje mieszancowe dobrze sobie radzg na siedliskach
przeksztatconych przez cztowieka dzieki wiekszej réznorodnoSci genetycznej

i fenetycznej, a tym samym wigkszej mozliwoéci przystosowania sig do lokalnych
warunkéw, odmiennych od typowych siedlisk gatunkéw rodzicielskich. Autor
zidentyfikowal potencjalne populacje o charakterze mieszaficowym i jego
rozprawa doktorska poswiecona jest przede wszystkim okreéleniu ich statusu
Jraz analizie ich réznorodnosci genetycznej na tie roznorodnosci gatunkow
rodzicielskich.

Doktorant wykazat, ze oba gatunki fiotkéw majg (mniej wiecej) te samg
pule haplotypéw plastydowego DNA, s3 tez stabo rozréznialne na podstawie
sekwencji nrDNA ITS. Natomiast analiza marker6w AFLP wykazata, ze sa one
wyraznie genetycznie odrebne. Zadna z analiz nie dowiodta mieszarnicowego
pochodzenia populacji wykazujgcych przejéciowe cechy morfologiczne migdzy
gatunkami, cho¢ nie wykluczyta introgresji, sugerowanej przez uwspoélnienie
puli cpDNA. Tym samym, mimo hybrydyzacji i introgresji te dwa blisko
spokrewnione gatunki fiotk6w zachowuja swojg integralno$¢ genetyczna. 53 to
interesujgce wyniki, cho¢ czytajac prace odnosi si¢ wrazenie, Ze sam autor nie
docenia ich waloru, skupiajgc sie na zagadnieniach pobocznych, jak barcoding, i
nie wykorzystujac w petni potencjatu zebranych przez siebie danych.

Najbardziej dyskusyjna cze$cig pracy jest wlasnie zagadnienie
barcodingu. Trzeba jasno zaznaczy¢, ze barcoding jest konceptem watpliwym
z teoretycznego punktu widzenia. Nie ma zZadnych podstaw ewolucyjnych, aby



zaktada¢, ze da sie rozroznia¢ gatunki ro$lin na podstawie sekwencji jednego
albo zaledwie kilku loci, uniwersalnych dla wszystkich roslin ladowych. Powody
sg rozmaite i w zasadzie o wszystkich pisze doktorant we wstepie albo w
dyskusji swojej rozprawy. Jego badania zreszta pokazuja fiasko tego podejscia,
podobnie jak wiele podobnych, wczeéniejszych badan. Jak to podsumowat jeden
z krytykéw barcodingu, sprawdza sie on w zasadzie tylko w sytuacjach
oczywistych, kiedy gatunki sg odlegte ewolucyjnie, a tym samym tatwo
rozréznialne morfologicznie, natomiast zazwyczaj zawodzi w wypadku
gatunkow blizniaczych i kryptycznych, czyli wtedy, kiedy bytby najbardziej
przydatny.

Markery DNA do badan r6znorodnoéci genetycznej muszg by¢ dobierane
nie pod katem domniemanej uniwersalnoéci dla wszystkich grup roslin, ale
kazdorazowo do danego problemu badawczego. Co wiecej, sekwencje o duzej
przydatno$ci do barcodingu powinny wykazywac duze zroznicowanie
miedzygatunkowe przy matym wewnatrzgatunkowym, podczas gdy w badaniach
z zakresu réznorodnosci genetycznej liczy sie wiasnie zmienno$¢ miedzy-

i wewnatrzpopulacyjna. Gdyby doktorant przy wyborze sekwencji cpDNA nie
kierowat sie wytycznymi literatury dotyczacej barcodingu, ale pracami

o wyborze markeréw molekularnych do badan populacyjnych i filogenetycznych,
np. serig publikacji o wspélnymi tytule ,the tortoise and the hare” [1, 2],
pominatby zapewne geny rbcL i matK, ktore sa kompletnie nieprzydatne do
analiz na niskim poziomie taksonomicznym. O niewystarczajgcej rozdzielczosci
tych markeréw do analizy kompleksu V. riviniana-V. reichenbachiana autor mogt
sie zresztg wezeéniej przekonaé na podstawie poréwnania sekwencji dostepnych
w GenBanku. Na szczeécie dla doktoranta trzeci z wybranych markerdw nalezy
do najbardziej zmiennych sekwencji plastydowych. Uzupetnienie tego markera
inng sekwencjg niekodujgca o duzej zmiennosci mogtoby zwigkszy¢
rozdzielczoé¢ i umozliwi¢ wyréznienie wiekszej liczby haplotypéw cpDNA.
Doktorant mégt np. wykorzystaé przestrzen migdzygenowgq trnS-trnG, ktéra byta
juz stosowana w analizie filogeograficznej obu fiotkéw. Wprawdzie praca
doktorska, w ktérej tej analizy dokonano, jest wcigz nieopublikowana, ale
sekwencje sa od dawna dostepne w GenBanku. We wstepie doktorant cytuje tez
analizy filogenetyczne dla rodzaju Viola, w ktérych wykorzystano intron w genie
trnl oraz przestrzen miedzygenowg trnL-trnF. Tym bardziej wyboér genéw rbcl,
oraz matK jest zaskakujacy.

W swoich analizach zmienno$ci cpDNA i nrDNA ITS autor uzy? jedynie
uzyskanych przez siebie sekwencji obu fiotkéw. W GenBanku dostepne s3
sekwencje otrzymane przez innych badaczy, w tym ok. 150 sekwencji trnH-psbA
dla rodzaju Viola. Wykorzystujac je, doktorant mégtby sprawdzic, czy
zidentyfikowane przez niego haplotypy cpDNA wystepujg takze u innych
gatunkow fiotkéw z sekcji Viola. Wyniki przedstawione na rycinach 18119
sugerujg wystepowanie dwéch grup haplotypéw o rozmieszczeniu
geograficznym raczej niz taksonomicznym - pétnocno-zachodniej (H2, H5, H6) i
potudniowo-wschodniej (H1, H3, H4). Lepsze prébkowanie taksonomiczne i
geograficzne pozwolitoby sprawdzi¢ te hipoteze. Podobnie wykorzystanie
sekwencji ITS V. riviniana i V. reichenbachiana z GenBanku pozwolitoby lepiej
scharakteryzowad relacje miedzy- i wewnatrzgatunkowe.



Uwagi szczegotowe

1.

Doktorant, przedstawiajgc zagadnienie ploidalnosci u fiotkéw, okresla
podstawowg liczbe chromosoméw jako x = 6 lub 7, natomiast jako wtérng
liczbe dla sekcji Viola podaje xs = 10. Jednocze$nie okresla badane fiotki o Zn
=20 i 40 jako tetra- i oktoploidy, co sugeruje podstawowg liczbeg
chromosomoéw réwna 5.

Doktorant nie podaje liczby chromosoméw dla domniemanych populacji
mieszaficowych, co powinno by¢ pierwszym testem sprawdzajacym ich
pochodzenie. Oczywiscie, jak zaznacza doktorant, u mieszancow Kolejnych
pokoleri liczba chromosoméw moze ustabilizowac sig na poziomie gatunkow
rodzicielskich, niemniej jednak nalezato te liczbe okre$li¢ dla populacji Vh

i Vr’. Co wiecej, wykorzystanie w analizach AFLP populacji o
niekwestionowanym mieszaficowym charakterze utatwitoby interpretacje
wynikow, a zwtaszcza weryfikacje statusu domniemanych mieszancow,
ktérych hybrydowego pochodzenia nie mozna jednoznacznie okresli¢ na
podstawie liczby chromosoméw. By¢ moze dane te sg zawarte we
wezeéniejszych publikacjach autora lub jego promotoréw, jednak warto
bytoby je poda¢ przy opisie materiatu badawczego.

We wstepie i w dyskusji doktorant szeroko cytuje literature przedmiotu,
jednak czasem popada w dygresje luzno zwigzane z tematem pracy. Na
przyktad omowienie rejonu rDNA IGS na str. 26 oraz jadrowych markeréw
niskokopijnych na str. 27-28 jest catkowicie zbedne, skoro autor i tak ich nie
wykorzystuje. Podobnie w rozdz. 1.5 doktorant opisuje przewagi innych
systeméw markeréw PCR nad metodg AFLP - po czym stosuje whasnie AFLP.
Niejasne sg dla mnie powody, dla ktérych analizy haplotypéw cpDNA byty
powtarzane dla odrebnych podzbioréw populacji (podrozdziaty 4.1.2 oraz
4.2), a nie od razu dla cato$ci. Co wiecej, analizy te s3 rozdzielone prezentacjg
wynikéw nrDNA. Jest to nielogiczne i mozna si¢ w tym pogubit - np. na
rycinach 12 i 13 (podrozdz. 4.1.2) jest wyszczegélnionych piec¢ haplotypow, a
dalej na ryc. 17 (podrozdz. 4.2) jest ich sze$¢, przy czym ta rycina - poza
dodaniem széstego haplotypu - jest powtérzeniem ryc. 12. Naryc. 19 mamy
dwa warianty sieci haplotypéw, przy czym wariant B jest tylko ubozsza
wersjg wariantu A i nie niesie zadnej dodatkowej informacji. Niepotrzebnie w
gléwnym teks$cie prezentowane sa kompletne przyréwnania sekwencji (np.
ryc. 7, 8, 11), a na dodatek w pomniejszeniu, co sprawia, ze s3 nieczytelne
(mozna je byto da¢ do zatgcznika).

Opis zmian ewolucyjnych w sekwencjach trnH-psbA jest nieprecyzyjny.
Wszystkie zmiany poza substytucjami sa w tym wypadku indelami - a nie
tylko pojedyncze wstawienie czterech nukleotydow. Takie okreslenia, jak
SSR, STR czy sekwencje homopolimerowe, dotycza powtarzalnych
elementéw sekwencji, a nie rodzaju mutacji. Charakter indelu - czy byta to
insercja czy delecja - mozna byto okresli¢ przez poréwnanie z grupg
ZEWNELrZng.

W pracy przedstawiono drzewa filogenetyczne fiotkow uzyskane na
podstawie rbcL oraz matK (ryciny 9 i 10). Sa one raczej zbedne, poniewaz w
poréwnaniu z publikowanymi juz analizami filogenetycznymi rodzaju Viola i
poszczegolnych jego kladow nie wnosza nowych informacji. Ta sama uwaga



dotyczy analizy sekwencji ntDNA ITS - jednej z najczesciej uzywanych w
badaniach filogenetycznych fiotkowatych.

7. Doktorant powinien przemysle¢ gtéwne konkluzje swojej pracy - niektore z
nich to oczywistoéci, a inne nie wynikaja z jego badar. Wniosek o stabej
rozdzielczoéci wybranych markeréw chloroplastowych w wypadku rodzaju
Viola jest oczywisty i wynika z wczeéniejszych badan. Wzigwszy pod uwage
fakt, ze V. reichenbachiana jest mieszaricem, ktérego jednym z rodzicow jest
V. riviniana, a dodatkowo miedzy nimi mozliwy jest przeptyw gendw, nie
nalezy sie spodziewac znalezienia jednej sekwencji réznicujacej te gatunki.
Co wiecej, aby sprawdzi¢ przydatnos¢ potencjalnych sekwencji do
barcodingu, nalezatoby dysponowa¢ znacznie lepszym probkowaniem
geograficznym badanych gatunkow oraz grupg zewngtrzna. Konkluzje nr 3 i
5 dotyczace hybrydyzacji i introgresji nie sg wnioskami z badan doktoranta,
nie udato mu sie bowiem jednoznacznie wykazac tych zjawisk w badanych
populacjach. Zbyt daleko idzie takze wniosek nr 4, uzasadniajacy mniejszg
réznorodno$é genetyczng V. reichenbachiana w stosunku do V. riviniana
liczba ostoi w okresie zlodowaceri (0 tym mozna by wnioskowac jedynie na
podstawie analizy filogeograficznej, ktora nie byta wykonana). Mniejsze
sréanicowanie V. reichenbachiana moze po prostu wynika¢ z jej krotszej
historii ewolucyjnej w stosunku do gatunku rodzicielskiego.

Moje krytyczne uwagi w stosunku do pewnych aspektéw metodycznych
rozprawy oraz do interpretacji wynikéw nie umniejszaja jej waloréw, przede
wszystkim bardzo interesujgcych wynikéw o wyraznym zréznicowaniu
miedzygatunkowym przy wspélnej puli haplotypow cpDNA. Gtéwnym celem
badan miato by¢ sprawdzenie, czy populacje fiotkéw o cechach morfologicznie
posrednich rzeczywiscie reprezentuja formy mieszaicowe i introgresywne, co
jest bardzo dobrze postawionym pytaniem badawczym. Odnosze¢ wrazenie, ze
kiedy nie udato sie tego wykaza¢, doktorant prébowat skonstruowac
alternatywng narracje, maskujgc negatywny wynik erudycyjnym przegladem
literatury. Bylo to niepotrzebne - wynik negatywny jest tez dobrym wynikiem.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia warunki
okreélone w art. 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (z pézniejszymi zmianami)
i wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UJ o dopuszczenie Pana
mgra Grzegorza Migdatka do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
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