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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Agaty Lis

pt. ""Specjacja i struktura genetyczna populacji Philaenus spumarius (Hemiptera)
w strefie kontaktu gléwnych linii filogenetycznych”

wykonanej w Instytucie Systematyki i Ewolucji Zwierzat PAN w Krakowie pod kierunkiem
dr hab. Lukasza Kajtocha

Ocena ogdlna

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostala wykonana w.formie dwéch opublikowanych prac
anglojezycznych w czasopismach posiadajacych impact factor (J. Insect Sci. 14 (1). 219 oraz Microb. Ecol.
DOI: 10.1007/s00248-015-0570-2.), ktére opatrzone zostaty polskojezycznym wprowadzeniem oraz
streszczeniem W jez. polskim i angielskim. Badania dotyczyly interesujacej z punktu widzenia biologii
ewolucyjnej sytuacji, gdy dwie zroznicowane genetycznie linie ewolucyjne tego samego gatunku tworza
strefe kontaktu, w ktdrej powstajg osobniki mieszanicowe. Stan taki moze by¢ doskonata okazja do badania
mechanizméw izolacji postzygotycznej w procesie specjacji. Dodatkowym atutem rozprawy jest
uwzglednienie w badaniach obecnosci endosymbiotycznej Wolbachii, ktéra moze mieé zwigzek z
zapoczatkowaniem i/lub wzmocnieniem specjacji allopatrycznej. Na podkreslenie zastuguje zastosowanie
analiz sekwencji mtDNA (cytochrom b i w przypadku niektérych prob oksydaza cytochromowa) jak i genu
Jjadrowego (EF) a takze przeprowadzenie testow na obecno$é oraz zdefiniowanie grup 1 linii Wolbachia.
Stworzylo to szansg zglebienia waznego ewolucyjnie problemu, ktérego zrozumienie pozwoli w przysztosci
wyjasni¢ wiele pytan na temat specjacji i procesow towarzyszacych wtérnemu kontaktowaniu sie
podgatunkéw. Autorka w rozprawie sformutowala dwie hipotezy badawcze, natomiaét w obu publikacjach
wymienia Ona po kilka hipotez szczegdtowych. Przeprowadzone przez Nig badania pozwolity uzyskaé
odpowiedzi na stawiane cele i pytania.

Przedstawiona do oceny rozprawa liczy 53 strony, wliczajac wprowadzenie, oba streszczenia, dwie
publikacje, literature, ktora jest aktualna i zawiera niemata liczbg pozycji zebranych na 5 stronach tego
rozdziatu. Znalazly si¢ tutaj wszystkie wazne cytacje, w tym najnowsze prace w dziedzinie. Na koficu

znalazly sie o$wiadczenia wspotautoréw.




Problemy naukowe zostaly przedstawione przez Autorke rozprawy w sposéb $wiadczacy o nieztej
znajomoscei tematyki badawczej, a badania wykonata Ona z uwzglednieniem podstawowych kanonéw pracy
laboratoryjnej, zakresu analiz filogenetycznych jak i statystycznej obrébki danych.

Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Lis spelnia ustawowe wymogi stawiane

rozprawom doktorskim. Wnoszg o dopuszczenie Autorki pracy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ocena szczegolowa

Zadaniem recenzenta jest wskazanie zardwno mocnych, jak i stabych stron rozprawy doktorskiej,
tak, by jej Autorka mogta poszerzy¢ zakres wykonywanych analiz, poglebié stan posiadanej wiedzy oraz
wzmocni¢ wnioskowanie. Rzetelna i konstruktywna krytyka jest nieodlgcznym elementem poszukiwania
prawdy w badaniach. Taka tez intencja przy$wiecala mi podczas recenzowania niniejszej rozprawy.
Poniewaz rozprawa sktada si¢ z polskojezycznego opisu uzyskanych wynikéw w dwoch anglojezycznych
publikacjach naukowych, w pierwszej kolejnosci oceniam polskojezyczng cze$é rozprawy. Autorka
rozprawy na 18 stronach tekstu (wliczajac oba streszczenia) w syntetyczny sposob przedstawiam
polskojezycznemu czytelnikowi to, co uzyskata w swoich badaniach. Wprowadzenie jest bardzo krotkie,
dominuja w nim stwierdzenia o waznosci i istotnosci badan filogeograficznych, jednak nie odnalaztem
uzasadnienia, dlaczego takie badania sa wazne. Cze$é ogdlna, to dostownie jeden maty akapit, po ktérym
Autorka skupia si¢ na badanym przez siebie gatunku. Hipotezy badawcze sa klarowne, jednak niezwykle
uproszczone, pytanie w hipotezie 1 sformutowane jest na zasadzie zero-jedynkowej: czy w Karpatach
stykaja si¢ dwie linie ewolucyjne badanego podgatunku? Obie odpowiedzi twierdzaca jak i przeczgca beda w
tym przypadku réwnie poprawne. W hipotezie 1 Autorka zaklada ograniczony przeplyw genoéw i uwaza, ze
sugerowa¢ on moze niezupeing specjacje allopatryczna. Autorka nie testuje jednak, jak bardzo ten przeptyw
Jest ograniczony. W hipotezie 2 (w czesci polskojezycznej) pada sugestia, ze Wolbachia infekuje osobniki
tylko z jednej linii, co rowniez jest stanem zero-jedynkowym, raczej trudnym do wyobrazenia w naturze.
Polskoj¢zyczny opis metod i wynikéw sa bardzo skrétowe i og6lnikowe i nie pokazuja szerszego kontekstu,
chocby na tle cytowanej przez Autorke pracy Rodriguez i in. 2014. Uwazam, ze poréwnanie uzyskanych
wynikéw przez Autorke z wynikami Rodriguez i in. 2014 w czesci polskojezycznej bytoby znakomitym
zwieficzeniem rozprawy.
Pewng watpliwos¢ moze budzi¢ fakt, ze w tytule rozprawy zawarty jest termin »Specjacja”, ktory w mojej
ocenie nie zostat w petni przetestowany i zweryfikowany w niniej szej rozprawie. Przyktadem tego moze byé
stwierdzenie w podsumowaniu, ze w strefie kontaktu zaobserwowano przenikanie Wolbachii z jednej linii do
drugiej, a w nastgpnym zdaniu pojawia si¢ sugestia, ze fakt ten moze by¢ czynnikiem indukujacym lub
wzmacniajacym specjacje. Sugestia ta odnosi sie, jak sadze, raczej do wczesniejszego zdania (obecno$é
Wolbachii prawie wylacznie w kladzie NE). Ta niezrecznosé powoduje pewne niezrozumienie podczas
lektury tekstu. Szkoda, ze Autorka nie wyakcentowala z wigkszg sitg obecnosci unikalnej gatezi w obrebie
kladu SW, ktora wykryta.

W pracy nr 1 Autorka wykazata obecno$é dwach linii mtDNA badanego gatunku w Karpatach. Co
ciekawe, wykryta rzadko spotykana heteroplazmie w mtDNA u niektérych osobnikéw $wiadczaca



najprawdopodobniej o hybrydyzacji. Szkoda, ze nie postuzyta si¢ Ona opcja UNPHASE (w programie
DNASp), by w petni obiektywnie rozdzieli¢ te sekwencje. Nie odnalaztem w pracy nr 1 drzewa
filogenetycznego dla mtDNA, a dwie linie mtDNA zostaly stwierdzone na podstawie samej sieci
ewolucyjnej. Wynik ten jest w czesciowej opozycji do wynikéw Rodriguez i in 2014, gdzie u tego gatunku
stwierdzono trzy linie ewolucyjne mtDNA a takze do wynikéw uzyskanych dzieki sekwencjonowaniu
Jjadrowego genu EF. Zapewne, po dodaniu sekwencji genu oksydazy cytochromowej, ktére byly wykonane
w pracy nr 1, Autorka uzyskataby bardziej jednoznaczny wynik analizy filogenetycznej markera
cytoplazmatycznego. Ryciny 4a i 4b w pracy nr 1 pokazuja bardzo ograniczone obszary, gdzie
wspotwystepuja obecnie obie linie mtDNA (dwie populacje na terenie Polski) i jednoczesnie dokumentujg
heteroplazmig u niektérych osobnikéw, w populacjach, gdzie obecna Jest linia NE mtDNA, co pozwala
zidentyfikowa¢ kierunek hybrydyzacji/introgresji z SW do NE. Moim zdaniem sytuacja w Polsce moze by¢
zupetnie inna niz w Rumunii, gdzie hybrydyzacja zaszha najprawdopodobniej dosyé dawno, co Autorka
stusznie zauwaza opisujac heteroplazmie. Rycina 4 pokazuje pewne roznice w rozmieszczeniu linii mtDNA i
Jjadrowego genu EF, jednak w pracy nie ma wnikliwej analizy, czym to moze by¢ spowodowane. Nie
odnalaztem rozdzielania haplotypéw dla jadrowego genu EF (lub jego fragmentu pozbawionego indeli) w
programie UNPHASE, co pomogloby w analizach tego genu. Posiadajac haplotypy dla genu EF Autorka
moglaby pokusi¢ si¢ o ocene stopnia i kierunkéw introgresji w genach jadrowych. Warto by przyjrzeé sie
osobnikom heterozygotycznym w genie EF (w odcinku pozbawionym indeli), by ocenié, czy s one
heterozygotami w obrebie jednej linii, czy tez ich heterozygotyczny genotyp to efekt krzyzéwek miedzy
liniami. Nie odnalaztem w pracy zestawienia liczby haplotypéw w obrebie danej linii mtDNA czy EF, analiz
mismatch distribution, ktére pozwolilyby wnioskowaé o ekspansji demograficznej lub jej braku oraz ja
datowa¢. Brak tez testow na selekcje, np. Tajima, Fu, Fs. Sekwencje cyrb mtDNA moglyby by¢
przetlumaczone na sekwencje biatka, a to umozliwitoby wykonanie analiz substytucji synonimowych
wzglgdem niesynonimowych, mozna by tez zidentyfikowaé krytycznie wazne mutacje i przeprowadzi¢
petniejsze wnioskowanie o dywergencji w mtDNA. Wiele z tych testéw mogloby dostarczy¢ informacji
przydatnej do oceny stopnia dywergencji allopartycznej, a przez to wnioskowac o specjacji. w Na rycinie 1
(drzewo filogenetyczne dla EF, praca nr 1) znajduje si¢ prawdopodobnie blad: jeden z gatunkow
stanowiacych outgrup (P. tesselatus) grupuje si¢ z wysokim wskaznikiem bootstrapu z sekwencjami P.
spumarius. Najprawdopodobniej badana prébka uznana za P. tesselatus nalezy do P. spumarius. Dyskusja nt
ten temat znajduje si¢ w pracy opublikowanej w Systematic Entomology (2010), 35, 318 — 328, jednak
ewidentnie brakuje wzmianki o tym w pracy nr 1. Cenna bylaby tez analiza SAMOVA, czy regresja
wielokrotna w testowaniu roli Karpat jako bariery oraz zgodnosci obrazu filogeograficznego dla mtDNA i
EF, bo bez wymaganych obliczei wnioskowanie o roli Karpat jako bariery ma cechy spekulacji. W
streszczeniu pracy nr 1 w abstrakcie pojawia sie sugestia, ze strefa kontaktu Jest raczej nowopowstata, jednak
w dyskusji na stronie 8 pada sformutowanie temu przeczace: ,,This observation suggests that recent
hybridization is unlikely”. Bardzo bym prosit o wyjasnienie tej dosy¢ istotnej kwestii.

Praca nr 2 dotyczy waznego zagadnienia obecnosci Wolbachii u badanego gatunku. Z duzym

uznaniem stwierdzam, ze Autorka niezwykle starannie analizowata sekwencje Wolbachii i identyfikowala



poszczegdlne linie metodg MLST. Nie rozumiem jednak, dlaczego poréwnania obecnosci Wolbachii
odnoszg si¢ tylko do dwoch linii mtDNA, a nie do EF. Faktem jest, ze zar6wno mtDNA jak i Wolbachia
przenoszone sg w linii zenskiej, jednak pordwnanie z EF byloby na pewno wartosciowe. Autorka w pracy nr
2 w metodach nie wspomina, skad pochodza sekwencje mtDNA. Interesujace jest, ze w strefie kontaktu
czgstos¢ Wolbachii w linii NE jest bardzo wysoka. Nie mniej interesujace jest przenikanie Wolbachii miedzy
liniami w Karpatach, co jest swoista miarg introgresji tego endosymbionta z NE do SW. W Polsce mtDNA
wydaje si¢ ulega¢ introgresji w przeciwnym kierunku niz Wolbachia (ryc 4a, praca nr 1), podobnie jak
heteroplazmia obecna w Karpatach (w 6 populacjach z kladu NE obecne byly osobniki z heteroplazmia,
posiadajace mtDNA z NE jak i SW, ta sama rycina w pracy nr 1). Ciekaw jestem opinii doktorantki na ten
temat. W pracy nr 2 nie odnalaztem informacji, czy obecno$¢ lub brak Wolbachii wptywa na liczbe oraz

stopien dywergencji haplotypéw mtDNA w danej populacji czy linii mtDNA P. spumarius.

Podsumowanie

W mojej ocenie konicowej stwierdzam, ze Autorka rozprawy podjefa prébe odpowiedzi na pytania dotyczace
stopnia dywergencji genetycznej, hybrydyzacji i specjacji. Zidentyfikowata Ona strefe hybrydyzacji miedzy
liniami w obrebie badanego gatunku oraz wykryla obecnosé Wollbachii, ktora réznita sie czegstoscig
wystgpowania w obu liniach mtDNA u Philaenus spumarius. Analizy wykonata z zastosowaniem metod
biologii molekularnej. Dwie publikacje wehodzace w sklad rozprawy dostarczyly nowych, intersujgcych
informacji dla nauki. Stwierdzam, ze przedstawiona praca doktorska pt. "Specjacja i struktura genetyczna
populacji Philaenus spumarius (Hemiptera) w strefie kontaktu gtéwnych linii filogenetycznych”, pomimo
wymienionych powyzej niedociggni¢é, spefnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, o ktérych mowi
artykut 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 22003 r. nr 65, poz. 595; ze zm. w Dz. U. 22011 r. nr 84, poz. 455) i wnosze o dopuszczenie Pani mgr
Agaty Lis do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem




