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Uwagi ogolne

Do recenzji przedstawiono rozprawe doktorska pt. ‘Kompleksowa analiza zmiennosci
genetycznej polskiej populacji sokota wedrownego (Falco peregrinus)’, autorstwa mgr
inz. Karola Puchaly. Praca zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Wandy
Olech-Piaseckiej w Katedrze Genetyki i Ochrony Zwierzat SGGW w Warszawie.

Praca sklada si¢ z dwoch zasadniczych czesci: (i) obszernego, polskojezycznego
streszczenia pracy doktorskiej oraz, (ii) dwoch publikacji w czasopismie Genes.
Czes¢ obszernego streszczenia sktada sie z wyraznie wyodrebnionych rozdziatow:
wstepu, w ktérym jeden podrozdziat poswiecony jest badanemu gatunkowi, a drugi
markerom mikrosatelitarnym; opisowi celéw i zakresu pracy; sformulowaniu
hipotezie badawczej; opisowi materialéw i metod, oraz syntetycznemu
omédwieniu dwéch publikacji. Wszystko spiete jest rozdzialem ‘Podsumowania i
wnioski’. Calo$¢, wraz ze strona tytutowa, os§wiadczeniami, spisem tresci i wykazem
cytowanej literatury, obejmuje 34 strony.

Zalacznikami do powyzszego tekstu sg dwie publikacje oraz o§wiadczenia
wspétautoréw o wkladzie w powstanie dwoch publikacji naukowych, ktore — jak
rozumiem - stanowig podstawe dysertacji.

Praca doktorska opiera si¢ na analizie 465 osobnikéw sokota wedrownego
{(prawdopodobnie w znacznej cze$ci spokrewnionych) w 10 loci mikrosatelitarnych, z
czego jedno locus, ze wzgledu na brak zidentyfikowanych heterozygot,
wyeliminowano z niektérych analiz (o czym dowiadujemy sie dopiero z publikagcji II),
co jest bardzo sluszne, natomiast uwzgledniano ten marker w ocenie zmiennoéci
genetycznej (publikacja I), co jest powaznym bledem.

Czesé pierwsza - obszerne streszczenie

Wykonana jest bardzo niestarannie. Mnéstwo jest niezrecznosci jezykowych, co
oczywiscie nie moze decydowac o zawartosci merytorycznej i warto§ciowosci badan,
ale jednak §wiadczy o zaangazowaniu doktoranta.

Polskojezyczny wstep jest chaotyczny, doktorant przeskakuje od rozmieszczenia
geograficznego do réznic dymorficznych, wplatajac w to kwestie podgatunkow i
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ginieciu sokota wedrownego w XX wieku. Niemniej, catosé nie prezentuje si¢ na
miare rozprawy doktorskiej, a nawet syntetycznego streszczenia osiagniec
opublikowanych w czasopismach naukowych. Jednym z przykladow sa tabele,
skladajace sie z dwoch kolumn - wydaje mi sig, ze te cze§¢ danych mozna byto ujaé
w o wiele bardziej obrazowe przedstawienie liczby osobnikéw wsiedlanych w
poszczegdlnych latach. Pytanie tez, na ile podawanie dokladnych danych w kazdym
roku na przestrzeni 11 lat wnosi co$ istotnego do odczytu wynikéw i ich
interpretacji. Owszem, zbiorcza tabela pokazujaca liczbe wsiedlanych ptakéw i
zbadanych ptakéw z podzialem na hodowle, liczby spokrewnionych osobnikéw itd.
bytaby bardzo potrzebna. Brakuje tu zaangazowania i wyobrazni, a doktorant
powinien tym nadrobi¢ bardzo staba rozprawe doktorska. To samo dotyczy Tabeli 3
— sa to dane techniczne, malo wazne z punktu widzenia interpretacji wynikéw, a
zajmuja prawie poétl strony.

Podrozdzial o mikrosatelitach, moim zdaniem, jest zbedny. Od ponad trzech dekad
sa to podstawowe markery genetyczne i nie ma juz potrzeby podkres§lania ich
znaczenia i mozliwosci wykorzystywania w badaniach z zakresu genetyki
populacyjnej. To ze byly wykorzystywane w badaniach sokoléw, jak i innych ptakéw
drapieznych jest oczywiste. Oczywiscie, fajna bylaby jakas synteza tych danych,
pokazujgca generalne trendy, na przyktad réznorodnosci allelicznej lub
heterozygotycznosci w réznych populacjach, ale tego niestety prézno szukac w tej
dysertacji.

Wymieniony ‘Cel i zakres pracy’ to okreslenie zmienno$ci genetycznej polskiej
populacji sokola wedrownego. W tytule jest ,kompleksowa analiza...’. Jako
kompleksowsa rozumiatbym analize zmiennos$ci genetycznej w jej réznych frakcjach,
tymczasem w dysertacji mamy raptem do czynienia z okresleniem polimorfizmu w
10 (9?) loci mikrosatelitarnych, czyli bardzo ograniczonej liczbie najpewniej
neutralnych selekcyjnie loci w genomie. Zaproponowany tytul absolutnie nie
przystaje do zawartosci dysertacji.

Nie wiadomo, co stoi za stwierdzeniem ‘Okreslenie (czasami pada stwierdzenie
‘ocena’) zmiennos$ci genetycznej...." Z dalszej czesci tekstu wynika, Ze jest to
oszacowanie polimorfizmu badanych markeréw mikrosatelitarnych u kilkuset (w
tym osobnikéw blisko-spokrewnionych) ptakow.

Na stronie 18 przedstawiono gtéwne hipotezy badawcze: (i) Niska zmiennos¢
genetyczna populacji; (ii) Dobér hodowlany moze zwiekszy¢ zmiennos¢ genetyczna.
Niestety, hipotezy nie sa ani klarowne ani nie zostaly zweryfikowane.

Wiasciwie jedynym ciekawym stwierdzeniem, opisanym doktadniej w pierwszej
publikacji — dziwie sie, ze cala pierwsza praca nie zostala skoncentrowana wokét tego
tematu - jest wykazanie roznic miedzy dwoma ekotypami sokota wedrownego. Wydaje
sie, ze uzyskane wyniki sugeruja klarowny podzial badanych osobnikéw na dwie
grupy genetyczne, odpowiadajace miejscom gniazdowania. Niestety, z niewiadomych
wzgledéw, nie podporzadkowano temu schematu analiz. Po pierwsze, osobniki
przypisane do ekotypéow powinny byé, A PRIORI, pogrupowane w dwie grupy
genetyczne i na tych grupach powinny by¢ prowadzone analizy, np. wyznaczone
zroznicowanie genetyczne, choéby za pomoca Fst (do tego wréce jeszcze podzZniej
omawiajac tzw. ‘indeks fiksacji). Niestety, te ciekawaq obserwacje dyskredytuje nieco



fakt, ze z opisanej metodyki (w publikacji I, bo nie jest to opisane w streszczeniu)
wynika, ze analiza STRUCTURE zostata przeprowadzona w oparciu o spokrewnione
osobniki (wszystkie piskleta z kilku gniazd). Jest to bardzo powazny blad, ktory mogt
zawazy¢ na wyniku.

Rysunek 4 jest niezrozumialy. Jak mniemam, celem analizy bylo wykazanie réznic
miedzy dwoma ekotypami. Czemu wigc nie stworzono dwoch grup i nie
przeprowadzono na nich poréwnania. Wtedy byloby wyraznie widaé, ze dwa ekotypy
sa przypisane do odrebnych grup genetycznych. Obecnie z pokazanych wynikéw to
zupeknie nie wynika. Obiecujace wydaje sie drzewo dystansoéw genetycznych, choé
oczywiscie stosowanie tego typu analizy przy mikrosatelitach, badanych w obrebie
jednego gatunku, jest bardzo dyskusyjne. Z pewnoscia w analizach ekotypow
powinno zastosowac si¢ kilka innych metod, chocby standardowe Fst czy AMOVA -
uwzgledniajace podzial geograficzny i ekotypowy.

Pewne niescistosci jezykowe: Indeks fiksacji’ — sprawdzilem stowo fiksacja’ w
slownikach. Fiksacja okresla zaburzenie psychiczne. Nie rozumiem, czemu uzyto
tego terminu. Juz w tej chwili jest kilka polski opracowan z zakresu genetyki
populacyjnej, gdzie wprowadzono podstawowe polskie stownictwo dotyczace
wskaznikow zmiennosSci genetycznej. Przypuszczam, ze indeks fiksacji jest kalka
jezykowa z angielskiego, i dotyczy ‘fixation indices’, komponentéw statystyki F
Wrighta. Problem w tym, oprdcz btednego ttumaczenia, bo fixation index nalezy
tlumaczy¢ raczej jako ‘indeks utrwalenia’, ze moim zdaniem pomylono tu dwie
miary Wrighta, gdyz fixation index to Fst, pokazujace poziom zréznicowania
genetycznego miedzy populacjami, natomiast doktorant najwyrazniej uzywa tego
terminu do okreslania Fis, czyli inbreeding coefficient — wspodtczynnika/wskaznika
inbredu, zazwyczaj wykorzystywanego do oszacowania poziomu odchylenia
heterozygotycznosci oczekiwanej od obserwowanej (za Population Genetics Glossary).
Rozroznienie komponentéw statystki F Wrighta powinno by¢ wyraznie zaznaczone w
dysertacji, gdyz sa one stosowane wymiennie.

Publikacja I.

Oswiadczenia o wspélautorstwie wskazuja na bardzo znaczny udzial doktoranta w
powstaniu pracy.

Praca opublikowana w piSmie Genes. Na temat jakosci pism MDPI i etyki
publikowania w nich oczywiscie trwa obecnie goraca dyskusja, ale w tej recenzji
odcinam sie zupelnie od tych rozwazan. Faktem jest, ze to co miato by¢é
przedmiotem dysertacji zostato opublikowane w czasopi$mie naukowym o znacznym
wskazniku IF. Natomiast czytajac tekst trudno oprzeé sie wrazeniu, ze redaktor
prowadzacy przeoczyt mnostwo niedociagnieé¢, natomiast co sklonito recenzentéw do
napisania pozytywnej recenzji — tego nie wiem, a na pewno takiej decyzji nie
rozumiem.

Wstep

Nie jestem ‘native speaker’i wolatbym uniknaé¢ dywagacji dotyczacych poprawnosci
jezyka, niemniej uwazam, ze publikacja napisana jest bardzo ztym angielskim.
Dotyczy to nie tylko wstepu, ale calej publikacji.



Schemat wstepu oceniam jako poprawny. Natomiast zaskakujace sa pewne
niedociagniecia, §wiadczace — ponownie - o do§¢ niestarannym podejsciu do
publikowanego tekstu. Przyktadoéw jest wiele, podam jeden: ostatni akapit wstepu i
dwa identyczne zdania powtérzone: ,,Some peregrine falcon populations...” w
pierwszym zdaniu; i pod koniec akapitu - identyczne zdanie. Poza tym, ostatni
akapit miat by¢ prawdopodobnie poswiecony przegladowi badan genetycznych nad
sokolem wedrownym, i tak sie dzieje, az do ostatniego zdania, gdy do akapitu
wskakuje pustutka... Trudno dostrzec tu jakakolwiek koncepcje. Nie widze zadnego
zwiazku miedzy cytowanymi wczedniej pracami a genetycznym zroznicowaniem
miedzy miejskimi i pozamiejskimi populacjami pustulki — zupelnie innego gatunku.
Bardzo razacym bledem jest takze pominiecie w tego typu publikacji wynikow
badan Clytona White’a i wspotpracownikoéw, dotyczacych genetycznych relacji
miedzy podgatunkami sokota wedrownego (White et al. 2013, The Auk,
https://doi.org/10.1525/auk.2012.11173). Moim zdaniem, w tej pracy cata
dyskusja powinna si¢ zacza¢ wtasnie od oméwienia tych wynikéw. Podobnie jesli
chodzi o streszczeniowsg czes$¢ dysertacji (strony 7-35) ale to juz pomijam, bo moja
ocena tej czesci jest bardzo krytyczna. Liczylem, ze poziom publikacji
zrekompensuje niedociagnigcia w podsumowaniu ogélnym. Niestety, tak nie jest.

Material i metody, Wyniki (najwazniejsze uwagi)

Mapa — ukazuje miejsce zbioru préb z populacji nazywanej ‘dzika’ na tle
rozmieszczenia na terenie Polski gléwny ciekéw wodnych. Dlaczego akurat to
pokazano na mapie? Czy nie bardziej wlasciwa bylaby mapa pokazujaca
rozmieszczenie terendéw zalesionych i zurbanizowanych? Po raz kolejny pojawia sie
watpliwosé, dlaczego redakcji czasopisma (recenzentom) taka mapa nie
przeszkadzala? Dla mnie jest ona malo czytelna i nic nie wnoszaca.

Material: w przypadku populacji dzikich wiadomo, ze 91 préb pochodzito od ptakow
z 19 gniazd, czyli znaczna czg§é osobnikéw poréwnywanych genetycznie byla
spokrewniona. To ma istotny wplyw na wyniki analiz, np. w analizie STRUCTURE
czy w ocenie odchylenia od réwnowagi Hardy’ego-Weinberga (H-E). Tak naprawde,
do poréwnania ekotypu miejskiego i leSnego powinno by¢ brane pod uwage tylko 19
osobnikéw, czyli po jednym z gniazda. Ile bylo osobnikéw niespokrewnionych z
grupy hodowlanej — nie wiadomo, nie sa podane informacje na ten temat. Ale
najpewniej tez byto duzo osobnikéw spokrewnionych, uwzglednionych w analizach
populacyjnych, co zaburzyto wyniki, i zaklamuje rzeczywisto§¢. W zwiazku z tym,
jedyny ciekawy wynik przedstawiony w dysertacji — réznice genetyczne miedzy grupa
gniazdujaca na drzewach i na budynkach - tez nie ma solidnych podstaw
metodycznych. Jestem bardzo zdziwiony, ze czasopismo naukowe zdecydowalo si¢
opublikowacé takie dane.

Analizy: PCA powinno by¢ zrobione w programie Adegenet (Srodowisko R} 1
pokazywac nie rozproszenie grup, a rozproszenie osobnikéw na wykresie.
Pokazywanie tego wyniku, na wykresie generowanym przez Excel, nie jest na
poziomie rozprawy doktorskiej. Nie jest takze zrozumiale, dlaczego doktorant wybratl
sedziwy dystans Nei do prowadzenia analiz zr6znicowania genetycznego miedzy
populacjami. Obecnie, od wielu lat zreszta, standardowo wykorzystuje sie Fst
Wrighta i jego standaryzowane wartos§ci, takze Rst... Niestety mam wrazenie, ze
doktorant opanowat tylko analize w programie GenAlEX, natomiast nie siggnat do
bardziej zaawansowanych, i bardziej adekwatnych, narzedzi analitycznych. Zar6wno
w publikacji, jak i w cze$ci streszczeniowej, razi takze niezrozumienie istoty
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statystki F Wrighta. Ogélnie, brakuje mi zastosowania w analizach jakiegokolwiek
programu z pakietéw funkcjonujacych w srodowisku R.

Testowanie rownowagi Hardy’ego-Weinberga (HWE): Wedlug metodyki zastosowano
podstawowe testy (nalezy nadmienic¢, ze standardem jest stosowanie testow w
programie GenePopOnTheWeb), natomiast w wynikach nie mogltem znalezé zadnej
wzmianki o wynikach tej analizy. Ile loci bylo w odchyleniu /réwnowadze? Jak
wyglada ogdlny test dla catej badanej populacji? Czy odchylenia w poszczegbdlnych
loci sg istotne statystycznie? Tych informacji w pracy nie ma. Jest to wazne z
punktu widzenia cho¢by wynikéw analizy w STRUCTURE. W tabeli 1 w ostatniej
kolumnie pokazano Fst. W jaki spos6b wyliczono ten wskaznik? W metodyce nie jest
to opisane. W opisie tabeli Fst jest opisane jako ‘F-statistics’ bez podania
odpowiednich cytacji, wiec nie wiadomo, ktorej statystyki F dotyczy ta wartoscé.
Obawiam sig, Ze nie jest to Fst tylko Fis. Ponownie, bardzo dziwie sie, Ze recenzenci
nie zwrocili na to uwagi i nie poprosili o uszczegdélowienie.

Podsumowujac: opis metod jest niewystarczajacy, a przedstawienie wynikéow
nieprzystajace do poziomu rozprawy doktorskiej. Na przyklad, czy opisano i
przedyskutowano pdzniej wartosci ‘effective number of alleles’ (tabela 1)? Gdzie
pokazane sa wyniki ‘pairwise Fst’? W metodyce jest napisane, ze taka analize
przeprowadzono. Powinna by¢ tabela pokazujaca wyniki dla par porownywanych
grup. Takich przyktadéw mozna wymienié znacznie wiece;j.

Dyskusja

Znaczna czes¢ poswiecona jest poréwnaniu liczby alleli w poszczegdlnych loci,
zidentyfikowanych w réznych pracach o sokole wedrownym. Jest to oczywiscie jakis
sposoéb, ale zazwyczaj stosuje sie wartosci $rednie, takie jak réznorodnosé alleliczna
(allelic diversity) czy allelic richness. Te cze$é dyskusji oceniam negatywnie. Brakuje
mi tabel, zestawien, ktére by lepiej obrazowaly uzyskane wyniki, nie wspominajac o
testach statystycznych. Podsumowujac - zupelnie nie wiadomo, jaki jest wniosek z
badania zmiennosci genetycznej w grupie osobnikéw sokota wedrownego, bedacych
obiektem analiz doktoranta.

Podrozdziat dyskusji: Bird Release Point - znaczna czesé dyskusiji jest dla mnie
niezrozumiala lub bardzo kontrowersyjna w $wietle faktow naukowych
(argumentacja bytaby bardzo obszerna). Przedstawione wnioski nie s poparte
uzyskanymi wynikami. Przykladem jest fragment poswiecony korelacji miedzy
dystansem genetycznym i, jak przypuszczam — geograficznym, bo w publikacji jest
opisany tylko jako ‘distance of the studied nests”. Wedlug metodyki zadna analiza
korelacji dystansu genetycznego i geograficznego nie zostata wykonana. Powinien
by¢ wykonany chociazby Test Mantela. Poza tym, doktorant postuluje, ze wedlug
jego wynikéw grupa gniazdujaca na drzewach ma nizsza zmiennosé genetyczna niz
grupa gniazdujaca na budynkach, czyli na obszarach miejskich. Byloby to
niezmiernie ciekawe, tylko Ze nie jest poparte zadnymi wynikami uzyskanymi w tej
dysertacji. Gdzie poréwnano te dwie grupy pod wzgledem zmiennosci genetycznej?
Jaki test zastosowano?

Dalsza czes¢ dyskusji: zwracam uwage, ze podziekowania i uwydatnianie wktadu
organizacji typu ,Stowarzyszenie na Rzecz dzikich Zwierzat” nie powinno mieé
miejsca w dyskusji, tylko w podziekowaniach.



Ogoélnie, publikacje I oceniam jako stabg merytorycznie, nie wnoszaca nic istotnego
do obecnej wiedzy, i o wnioskowaniu nie popartym wynikami zaprezentowanych
badan.

Publikacja II

Oswiadczenia o wspotautorstwie wskazuja na bardzo znaczny udzial doktoranta w
powstaniu pracy.

Podobnie jak pierwsza publikacja, takze i ta zostala opublikowana w Genes.

Tytul sugeruje, ze oceniany bedzie wptyw przebiegu reintrodukeji na hodowle
sokola wedrownego. Jest to zaskakujace, cho¢ — nalezy podkresli¢ - bardzo ciekawe
podejsécie do tematu. Wykazania takich zalezno$ci niewatpliwie miatoby ogromny
wplyw na planowanie reintrodukcji wielu gatunkow.

Wstep

Rozpoczyna sie niezwykle obiecujaco od historii sokolnictwa i metod oraz osiagnieé
hodowli sokolow. Niestety ten watek — jak najbardziej pasujacy do tytulu pracy -
zostaje bardzo szybko zarzucony. Natomiast podane sa doktadne liczebnosci
osobnikéw z hodowli wsiedlanych do §rodowiska naturalnego w poszczegdlnych
latach. Nie rozumiem, po co podawane sa az tak szczegélowe dane. Jest to trudne w
odbiorze dla czytelnika, a przede wszystkim malo wnoszace do pézniejszego odbioru
wynikéw. Moim zdaniem powinien by¢ opisany jaki$ ogblny trend, ktéry od razu
zasygnalizuje konieczno$¢ podjecia tematu badan. Wstep jest ogélnie bardzo krotki.
Jest to zaskakujace, biorac pod uwage podjecie niezwykle trudnego tematu. Brakuje
mi wprowadzenia w wyniki badan podobnego typu, tzn. wykazania, ze przebieg
reintrodukcji moze rzeczywiscie wplywacé na to, co dzieje sie w hodowlach. Spora
(proporcjonalnie do calej objetosci, bo ogélnie, jak wspominatem, ta czesc jest
bardzo krétka) czesé wstepu jest poswiecona imprintingowi i ekotypom sokota
wedrownego, co nie ma zadnego zwiazku z podjeta tematyka.

Na zakonczenie rozdzialu proponowany jest cel pracy: analiza zmian w strukturze
genetycznej osobnikow (‘the genetic structure of individuals’) na przestrzeni lat.
Przyznam, ze pojecie struktury genetycznej osobnikéw jest dla mnie zaskakujace.
Zazwyczaj w badaniach genetyki populacyjnej mamy do czynienia ze struktura
genetyczna populacji, czyli podziatem populacji na podjednostki, wyréznione na
podstawie poziomu przeplywu gendéw. Podobnie jak w poprzedniej pracy, takze i w
publikacji II wyznaczony cel nie zostal osiagniety w nastepstwie przeprowadzonych
analiz.

Material i metody

W obydwu pracach procedury laboratoryjne sa opisane w sposéb odpowiedni.
Dowiadujemy sie przede wszystkim, ze w poréwnaniu do materiatu z poprzedniej
pracy, liczba osobnikéw z hodowli w réznych krajach zostata nieco zwickszona. Nie
rozumiem po co wymieniany jest podzial hodowcéw, typu ‘breeder 3’ czy ‘breeder 1°.
Nie wnosi to nic istotnego.

W przypadku opisu analizy markeréw mikrosatelitarnych zostaty podane pewne
sprzeczne informacje (podrozdzial 2.2. Microsatellite Genotyping). Ot6z do analiz
wybrano markery charakteryzujace sie wysokim polimorfizmem na podstawie
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wczesniejszych badan doktoranta, natomiast w opisie metodyki tej pracy okazuje
sig, ze jeden z markerow (NVHfp79_4) zostaje wykluczony ze wzgledu na zerowa,
heterozygotycznos¢ obserwowana. Jest to oczywiscie stuszne, ale chciatbym
zaznaczyc¢, ze zerowa heterozygotycznos§é w tym locus byla juz wykazana w
publikacji I (Genes 2021). Nalezato wiec od razu wykluczy¢ ten marker z analiz i nie
pisa¢ w streszczeniu, ze badano 10 mikrosatelitow.

Analizy statystyczne

Ponownie, tak jak w publikacji I, gtéwne analizy zostaly przeprowadzone w
programie GenAlEx. W pracy zaznaczono, ze oszacowano spokrewnienie i poziom
zinbredowania osobnikéw. Niestety, w wynikach prézno szukaé tych danych.
Ponownie pada sformulowanie, ze wyliczono ‘indeks fiksacji’ - fixation index — nie
wiadomo, o0 jaka miare z zakresu genetyki populacyjnej chodzi, nie ma odpowiedniej
cytacji. Te uwagi umiescilem juz we wczesniejszej czesci recenzji. Nie wiadomo, czy
mamy do czynienia z Fis czy Fst... Jeéli chodzi o analizy ‘relatedness’i ‘inbreeding’ -
gdzie sa wyniki tych analiz? Gdzie opisano ich metodyke? Moim zdaniem ani
jednego, ani drugiego w pracy nie ma. Do wyliczania spokrewnienie miedzy
osobnikami na podstawie markeréw mikrosatelitarnych stuzy parametr r-
relatedness coefficient, ktory mozna oszacowac w wielu programach i wieloma
réznymi algorytmami. Takze w programie GenAlEx. Spokrewnienie powinno byé
oszacowane miedzy poszczegbélnymi osobnikami. Podobnie ze wspétczynnikiem
zinbredowania. Wedtug mnie powinien on by¢ przedstawiony jako poziom
homozygotycznosci poszczegolnych osobnikow.

Analizy w STRUCTURE - ponownie, jak w poprzedniej publikacji, nie jest
wyjasnione, w jaki spos6b uwzgledniono spokrewnienie osobnikéw? Ten program
opiera sie na identyfikacji najbardziej wiarygodnej liczby grup genetycznych w
badanej puli osobnikéw poprzez optymalizacje rownowagi Hardy'ego-Weinberga i
sprzezen miedzy loci. Jesli od razu w analizie uwzgledniamy osobniki spokrewnione
(piskleta z jednego gniazda) to bardzo mocno wplywamy (negatywnie) na jakosé
wynikow,

Wizualizacja wynikéw w programie Excel to nie jest poziom rozprawy doktorskiej.
Domyslam sie, ze chodzi o wykresy 31 5 (Fig 3, Fig 5 w publikacji). Po pierwsze, jak
wspominalem wczesniej w aspekcie Fis/Fst, nie wiadomo co one przedstawiaja. Co
przedstawiajg zakresy na tych wykresach? Czy chodzi o odchylenie standardowe?
Jak je wyliczano? Uwzgledniano réznice miedzy osobnikami w danym roku?
Dlaczego postepowano w ten sposéb? Dlaczego nigdzie nie jest to opisane? Z opisu
wykresu nie wynika, co przedstawiaja poszczegélne linie i punkty.

W analizach statystycznych brakuje podstawowych informacji: poréwnanie liczby
alleli w poszczegélnych latach z korekta na roznice w wielkosci proby, test
statystyczny na rownowage Hardy’ego-Weinberga, testowanie statystycznej
istotnosci wspéiczynnika inbredu (jesli takowy rzeczywiscie wyliczono).

Wyniki

Na poczatku pojawia si¢ informacja o 10 loci, cho¢ juz z metodyki, i z poprzedniej
pracy, wiadomo, ze jedno locus jest nieprzydatne w analizach. Natomiast
najbardziej zaskakujaca informacja pojawia sie w trzecim zdaniu — dowiadujemy sig,
ze wsrod blisko 350 osobnikéw tylko 85 (zaledwie 25% badanej proby) miato
unikatowe genotypy w badanych loci. O czym to §wiadczy — wiele osobnikow z
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badanej grupy sokoléw wedrownych jest nierozréznialnych genetycznie na
podstawie zastosowanej metodyki. W analizach multiplikowane sa wigc takie
samego genotypy, poniewaz dany genotyp moze posiada¢ kilka niezaleznych
osobnikéw. Jest to bardzo powazny problem, sprawiajacy, ze analizy w
STRUCTURE, szacunki dystansu genetycznego, a przede wszystkim obliczanie
wspobiczynnika zinbredowania (czy testowanie HWE) nie ma zadnego sensu. Jest to
problem majacy swoje podstawy w niedociagnieciach z pierwszej publikacji. To w
badaniach pilotowych powinno wyliczy¢ sie wskazniki polimorfizmu dla
poszczegblnych loci i kombinacji réznych loci, ktére okreslityby
prawdopodobienstwo rozroznienia poszczegblnych osobnikéw na podstawie
wybranego panelu markeréw mikrosatelitarnych. Mam tu na mysli indeksy
polimorficznos$ci czy prawdopodobienistwo wykluczenia. Jest to na tyle istotny btad,
ze dalsza dyskusja dotyczaca wynikow wiasciwie jest bez sensu. W pracy w ogodle nie
przedyskutowano kwestii identycznych genotypéw. Gdzie si¢ one pojawiaty? W tych
samych legach? W tych samych hodowlach? Ogolnie — brak informacji dotyczacych
liczby osobnikéw spokrewnionych w badanej probie sprawia, ze trudno jest ocenié
uzyskane wyniki. Doktorant powinien by¢ §wiadomy wagi takich informacji.

Tabela 1 przedstawia podstawowe dane dla badanych loci mikrosatelitarnych. Nie
sa poréwnane zadne grupy ptakéow, czy to z réznych hodowli, czy tez z réznych lat
wsiedlania. Nie przeprowadzono testu na istotno$¢ odchylenia heterozygotycznosci
oczekiwanej od obserwowanej. Nie podano jaka metode dokladnie wykorzystano do
testowania obecnosci alleli zerowych. Jesli w tabeli 1 w ostatniej kolumnie (F)
podano wartoéci Fis (ich istotno$é rowniez powinna by¢ przetestowana, na przykiad
w programie Fstat), to nie wierze, ze Cervus nie wykazat obecnosci alleli zerowych.
Dodatkowo — do analiz powinien by¢ wykorzystany program MicroChecker, lub
PopGenReport w srodowisku R - szczegblnie ten drugi oferuje szeroka game réznych
testow na obecnos$¢ alleli zerowych w zalezno$ci od réznych czynnikéw,
wplywajacych na charakterystyke proby.

Analiza STRUCTURE - stwierdzono, ze najbardziej prawidlowy podzial, sugerowany
przez metode AK to dwie grupy genetyczne. RzeczywiScie tak wynika z Fig 1.
Natomiast na wykresie widzimy takze ‘piki’ przy K= 7 i K= 12. Te podzialy réwniez
powinny byé przedyskutowane. Najpewniej nie odzwierciedlajg one rzeczywistosci 1
wynikaja z uwzglednienia w analizie osobnikéw spokrewnionych i zastosowania malej
liczby markeréow mikrosatelitarnych. Poza tym - podzial na dwa klady jest bardzo
czesto sugerowany jako najbardziej prawdopodobny w metodzie AK w przypadku
schematu izolacji-przez-dystans, jak i1 w innych modelach zréznicowania
genetycznego populacji. Zaréwno w prezentacji wynikéw, jak i w dyskusji, ta kwestia
powinna by¢ uwzgledniona.

Zupelnie niezrozumiate jest dlaczego w przypadku jednego z hodowcéw, nazywanego
breeder 6, przedstawiono wynik dla trzech grup genetycznych. Owszem, w metodyce
zaznaczono, ze oddzielna analiza zostala przeprowadzona dla pojedynczego hodowcy,
natomiast nie jest to w zaden sposob uzasadnione. Nie wiadomo wiec o co chodzi w
tej analizie, ani jak interpretowaé wynik. Nie sa tez pokazane wartosci AK dla tego
hodowcy, wiec trudno ocenié czy rzeczywiscie prezentacja dla K = 3 jest wtasciwa.

Fig 3 i 5 - pokazuja zmiany warto§ci fixation index’ w roznych latach. W tekscie,
opisujac wykres, zaznaczono, ze najwyzsza warto$¢ zaobserwowano w 2016 roku.
Niestety, akurat tego roku na wykresie nie ma Poniewaz doktorant wigze ten
wskaznik z inbredem nalezy przypuszczaé, ze chodzi o Fis. Moim zdaniem jest to duze
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uogodlnienie. Fis przedstawia wielkos¢ odchylenia heterozygotycznosci obserwowane;
od oczekiwanej. Oczywiscie, jednym z powoddéw takiego odchylenia moze byé
kojarzenie si¢ osobnikéw w bliskim pokrewieristwie, ale jest to tylko jedna z
mozliwych przyczyn. Inna doktorant tez wymienia — jest nig niska liczebno§é proby,
przez co nie mozna wtasciwie ocenié heterozygotycznosci obserwowanej w populacji.
Natomiast nie mozna w prosty spos6b interpretowac¢ wskaznika Fis jako inbredu.
Ciekawa wydaje si¢ obserwacja przedstawiona w Fig 5 natomiast brakuje jednej
waznej informacji ~ jakie byly wielkosci préoby (czyli liczby osobnikéw od
poszczegblnych dostawcow), z ilu legow pochodzily osobniki od poszczegblnych
dostawcow, a przede wszystkim jaka byla liczba osobnikéw niespokrewnionych
genetycznie. JeSli w analizie Fis wykorzystywane sa osobniki o identycznych
genotypach to wskaznik ten musi osiaga¢ wysoka warto§é. W zwiazku z tym
wyliczenia dla takiej proby nie majg sensu. Juz wlasciwsze, moim zdaniem, byloby
poréwnanie obserwowanej heterozygotycznosci w réznych latach, ale tak naprawde
powinno si¢ okresla¢ heterozygotyczno$§é osobnicza dla ptakéw z poszczegélnych
hodowli i to mogloby daé rzeczywiscie jakie§ wyobrazenie o zmianach w poziomie
spokrewnienia. Natomiast nalezy zastrzec, 2ze nawet przyblizona ocena
zinbredowania danego osobnika na podstawie kilku loci mikrosatelitarnych jest
niezwykle trudna, jesli w ogole mozliwa. W dyskusji powinno to byé uwzglednione.

Individuals from the six main providers — najprawdopodobniej ten ustep ma sens,
natomiast trudno oceni¢ uzyskane wyniki poniewaz nie podano w pracy ile doktadnie
osobnikéw bylo badanych z poszczegélnych ‘main providers’. Dodatkowo, z tekstu
wynika, ze 5 osobnikéw w ogdle nie zgenotypowano. Nie wyjasniono, co sie z nimi
stalo w poprzednich analizach (dla wszystkich dostawcoéw). Poza tym, jesli jest to
prawda, to nie zgadzajq sie wartosci w tabeli 2, w kolumnie N.

Ogolnie opis wynikow STRUCTURE w obu pracach wskazuje, ze doktorant nie
rozumie na czym polega przeprowadzana analiza. Uzywanie stwierdzen typu:
‘individuals were assigned to group’, czy ‘the genetic affiliation to groups’ jest btedne
w przypadku STRUCTURE - w analizie tej okre§lana jest wiarygodnosé pochodzenia
danego osobnika z K’ grup genetycznych. Do wykonywania testéw przypisania
(assignment tests) stuza inne programy (np. GeneClass) i ta analiza polega zupehie
na czym innym. Nie jestem przekonany, ze doktorant rozumie dzialanie stosowanych
programow - STRUCTURE HARVESTER jest programem pomocniczym,
ulatwiajacym porzadkowanie i obrazowanie olbrzymiej iloéci danych, generowanych
przez STRUCTURE. Przy okazji nalezy wspomnie¢ o niewlasciwym generowaniu
wykresow pokazujacych wyniki STRUCTURE. Uporzadkowane dane symulacyjne ze
STRUCTURE HARVESTER powinny by¢ obrazowane za pomoca Distruct lub
podobnego programu. Dopiero wtedy wykres przedstawia w odpowiedni sposéb
(graficznie) wyniki z kilku powtorzen analizy w STRUCTURE. W przypadku obu prac
nie wiadomo jak wygenerowane zostaly wykresy, nie wiadomo takze co opisuje 0$
rzednych. Podejrzewam, ze uzyto tu wyniku pojedynczej symulacji w STRUCTURE.
Rzeczywiscie, zaobserwowana zmiana w pochodzeniu osobnikéw jest intersujaca, ale
na podstawie opisanej metodyki trudno potwierdzi¢ wiarygodno$é tych wynikéw. W
dyskusji ta kwestia nie jest wyjasniona. Z zaprezentowanych wynikéw mozna
wyciagnac¢ wniosek, ze w roku 2013/2014 hodowcy pozbyli sie dotychczasowych par
rozrodczych i sprowadzili zupelnie odrebna linie genetyczna. I nie dotyczy to
pojedynczej hodowli, ale, jak rozumiem, wszystkich hodowcow dostarczajacych
osobniki do reintrodukcji w danych latach. Byloby to bardzo dziwne.



Dyskusja

Bardzo trudno komentowaé ten rozdzial, wiedzac, ze w analizach nie zastosowano
odpowiednich metod, ani nie podano waznych informacji dotyczacych badanych
prob. W pierwszych akapitach opisowo poréwnano liczbe alleli w loci z wynikami z
poprzedniej pracy oraz innymi pracami na sokotach wedrownych. Poniewaz w pracy
nie zastosowano zadnych metod statystycznych, by oceni¢ istotnosé
zaobserwowanych réznic, trudno komentowaé ten fragment dyskusji. Podobnie
postepuje doktorant, nie odnoszac sie w zaden sposéb do opisanych danych.

Zaskoczy! mnie czwarty akapit. Doktorant stwierdza, ze hodowlana populacja sokola
wedrownego wykazuje oznaki zmiennosci genetycznej (‘signes of genetic diversity’).
Niestety, zdanie jest dla mnie zupelnie niezrozumiate. O co chodzi? Zmiennosc¢
genetyczna (genetic diversity) jest zawsze obecna w populacjach, czy to hodowlanych
czy naturalnych. Owszem, moze by¢ rézna — wysoka, niska itd. W nastepnym zdaniu
pojawia sie nowy wskaznik — F-ratio, ktéry nie byt opisany ani w metodyce, ani w
wynikach. Mozna si¢ tylko domys$laé, o co chodzi. Podana jest informacja, ze na Fig.
3 umieszczono dane o odchyleniu standardowym (powinno to by¢ opisane w metodyce
i wynikach) natomiast jest dla mnie niezrozumiale, jak na tej podstawie wyciagnieto
wnioski o bardzo zréznicowanym pochodzeniu badanych osobnikéw.

Nie wiadomo tez na jakiej podstawie doktorant stwierdza, ze jego wyniki §wiadcza, ze
hodowcy chetnie pozyskuja ptaki z zagranicznych hodowli. Zastanawia mnie, czy
takie informacje nie sa dostepne u hodowcéw. Wydaje mi sie, ze w przypadku sokota
wedrownego hodowcy powinni posiadacé certyfikaty pochodzenia. Na tej podstawie
powinno by¢ wiadome pochodzenie par rodzicielskich, a co za tym idzie genetyczna
kompozycja potomstwa. Przyznaje, Ze nie sprawdzilem tej informacji. By¢ moze
powinna sie ona pojawié, w ktorej§ z publikacji.

Niestety w dyskus;ji jest jeszcze wiecej podobnego typu niescistosci i nie popartych
uzyskanymi danymi stwierdzen. Na przyktad w konkluzjach doktorant stwierdza, ze
na podstawie jego wynikow, mozna stwierdzi¢, ze dzieki dzialaniom hodowcow
powstata reintrodukowana populacja sokota, charakteryzujaca sie dobrymi
parametrami genetycznymi. Problem w tym, ze doktorant nie badal populacji
reintrodukowanej, lecz wsiedlane ptaki. Czy przetrwaly, przystapily do rozrodu i
utworzyly populacje? Takich informacji w dysertacji ani w publikacjach nie ma. Moim
zdaniem z opisanej metodyki 1 wynikéw nie mozna wyciagnaé¢ takiego wniosku. Po
drugie: co oznacza stwierdzenie: ,dobre parametry genetyczne’? Ani wyniki, ani
dyskusja nie przekonuja do takiego stwierdzenia.

Ogolnie, publikacje I oceniam jako staba merytorycznie, nie wnoszaca nic istotnego
do obecnej wiedzy, i 0 whioskowaniu nie popartym wynikami zaprezentowanych
badan.

Podsumowanie recenzji

Praca wykonana w duzej mierze samodzielnie, o czym $wiadcza oswiadczenia
wspélautorow. Nie wiem, jaki byl udzial doktoranta w zbieraniu materialu.
Prawdopodobnie doktorant opanowal w stopniu zadowalajacym procedury
laboratoryjne: izolacja DNA, analiza markeréw mikrosatelitarnych. Natomiast nie
opanowal metod analizy wynikéw. Stosowanych jest 5 bardzo podstawowych
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programoéw do analizy danych mikrosatelitarnych. Z testu prac wynika, ze doktorant
nie rozumie, czym sa wyznaczane wskazniki, oraz jakie jest sedno analizy, na
przyklad w programie STRUCTURE. Wyniki nie sa zaprezentowane w czytelnych
sposdb. Brakuje szacowania istotno§ci statystycznej roznic poszczegdlnych
parametrow. W opisie wynikéw doktorant postuguje sie ogdlnikami. W pracy
naukowej takie stwierdzenia powinny by¢ poparte wynikami analiz statystycznych.
Nie zastosowano podstawowych testow, np. zeby okresli¢ istotnosé odchylen od
rownowagi H-E, czy istotnosci wspotczynnika Fis. W metodyce nie podano bardzo
waznych danych dotyczacych liczebnosci préb od poszczegolnych hodowcow, liczby
legow, liczby spokrewnionych/niespokrewnionych osobnikéw. Dyskusje w obu
pracach nie sa przeprowadzone na poziomie rozprawy doktorskiej. Wiekszosé
wnioskow jest nieuprawniona na podstawie zastosowanej metodyki i uzyskanych
wynikow.,

W zwiazku z tym stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa mgr inz.
Karola Puchaty nie spetnia warunkéw okres§lonych w art. 187 ust. 1i 2 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pozn.
zm. Tekst jednolity Dz. U. 2023, poz. 742) oraz §9 Regulaminu przeprowadzania
postepowart w sprawie nadania stopnia doktora Szkoly Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie (Uchwata Senatu nr 89 - 2022/2023 z dnia 26.06.2023), a
co za tym idzie, wnioskuj¢ o niedopuszczanie mgr inz. Karola Puchaly do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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