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Recenzja opracowana na prosbg¢ Przewodniczacej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego, Pani prof. dr hab. Joanny Skorko-Glonek.

Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Lidii Agnieszki Sworobowicz

pt. “Phylogeography of water louse Asellus aquaticus (L.) (Crustacea: Isopoda) in Europe”

Oceniana praca doktorska zostata przygotowana pod opieka promotora dr hab. Anny
Wysockiej w Katedrze Genetyki i Biosystematyki Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego. Praca zostata napisana w jezyku angielskim. Sktada si¢ ze strony tytutowe;,
podzigkowan, spisu tresci, streszczenia z krotkim podsumowaniem, bibliografii, zataczonych
2 prac wchodzacych w sktad cyklu publikacji oraz o§wiadczen mgr Lidii Sworobowicz i
wspoétautoréw dotyczacych ich wktadu w poszczegdlnych publikacjach. Streszczenie
(,,Summary”’) ma charakter wprowadzenia do czgsci gtéwnej tworzonej przez zbior 2
opublikowanych artykutow. Streszczenie zawiera przedstawienie problemu badawczego,
ktory doktorantka postanowila rozwigzaé, oméwienie wybranego gatunku modelowego oraz
prezentacj¢ wlasnych wynikoéw na tle dotychczasowej wiedzy. W ocenianej pracy doktorskiej
nie zamieszczono streszczenia w jezyku polskim.

Badania geologiczne i paleontologiczne umozliwiaja poznanie historii obecnego
uksztaltowania ladow 1 zmian zasiegéw zbiornikéw wodnych morskich i stodkowodnych. Dla
Znacznej czesci organizmow nie zachowaty si¢ skamienialosci lub odciski ze wzgledu na brak
pancerzy lub szkieletow wapiennych. Poznanie historii i ewolucji takich gatunkow jest
mozliwe poprzez badania zr6znicowania genetycznego wspolczesnie zyjacych populacji.
Zarowno wyniki takich badan, jak 1 badan paleontologicznych wielu gatunkow zwierzat 1
roslin przyczyniaja si¢ do zrozumienia ewolucji ekosystemoéw w zaleznosci od zmian
geologicznych i klimatycznych. Autorka pracy skoncentrowata swojg uwage na gatunku
skorupiakoéw Assellus aquaticus zasiedlajacym wody stodkie, podziemne i stonawe,
charakteryzujacym si¢ szerokim rozprzestrzenieniem na pétkuli pétnocnej. Wg. literatury

protoplasta tego gatunku zasiedlit rejony obecnej Europy migrujac z Azji przez Morze



Paratethys w Miocenie (12-8 mln lat) oraz pdzniej z przeciwnej strony z jeziora Panonskiego,
ktére znajdowato si¢ na wschod od Alp. Nastepnie, odizolowane populacje ulegaly
dywergencji tworzac nowe taksony o zréznicowanym mitochondrialnym DNA. Pomimo tego,
ze ich badaniami filogeograficznymi zajmowato si¢ kilku autoro6w zagranicznych,
doktorantka objeta swoimi badaniami najwiekszy obszar Europy W poréwnaniu z
wczesniejszymi pracami. Autorka wskazuje, ze gatunek ten jest gatunkiem modelowym w
badaniach filogeograficznych i moze si¢ sta¢ modelowym w badaniach ewolucyjnych,
genetycznych i genomowych.

W ,,Summary” autorka omowila i zsyntetyzowata wyniki badan przedstawione w
dwach publikacja tworzacych zestaw monotematyczny. Do badan uzyto 700 osobnikow
pobranych lub dla ktorych autorka znalazta sekwencje genu oksydazy cytochromowej | (COl)
w bazach danych. Osobniki te pochodzity z 250 miejsc, co oznacza, ze $rednio 2,8 osobnika
reprezentowato jedno miejsce poboru prob. Tak male proby nie sg zwykle wystarczajace do
przeprowadzenia badan w zakresie genetyki populacyjnej. Mozna natomiast je grupowac i
analizowac¢ jako proby laczone. Dlatego zawarte w Streszczeniu na stronie 10. stwierdzenie o
generalnym braku przestrzennej struktury genetycznej populacji nie wydaje si¢ wynikaé z
przeprowadzonych typowych analiz populacyjnych, ale gtéwnie z oceny podobienstwa
haplotypow oraz analizy tworzonych grup osobnikow z wiekszej liczby miejsc ich poboru.
Nie jest to jednak zarzut, a jedynie potwierdzenie prawidtowego sformutowania tytutu pracy
doktorskiej. Podzielam poglad autorki przedstawiony na stronie 11. ze gen CO1
mitochondrialnego DNA zostat uznany za bardzo dobry marker do identyfikacji taksonow,
jednak gatunki muszg si¢ r6zni¢ rOwniez na poziomie DNA jadrowego. Dlatego wazne sg
wyniki badan innych typowych markerow taksonomicznych takich jak ITS czy rDNA
umozliwiajgce identyfikacje czesci polimorfizmu DNA jadrowego. Sa to jednak markery
nieodpowiednie do badan zréznicowania populacji. W ostatnim dziesigcioleciu najlepszymi
markerami do badan réznic miedzy populacjami stat si¢ polimorfizm pojedynczych
nukleotydow w mniej konserwatywnych rejonach genomu. Streszczenie zawiera szerszg
tematyke niz dwie publikacje dotyczace implikacji uzyskanych wynikéw dla taksonomii i
filogeografii Asellus.

Obydwa zataczone artykuty sktadajace si¢ na zestaw zostaty opublikowane w
uznanym mig¢dzynarodowym czasopismie ,,Freshwater Biology” (w latach poprzedzajacych
rok publikacji: IF = 3,05 w 2014 oraz IF = 3.84 w 2019) bedacego w 1. kwartylu ,,Marine &
Freshwater Biology” oraz ,,Aquatic Science” w Journal Citation Reports oraz majacego 45 i

100 punktoéw za okres publikacji na liscie czasopism MNiSW). Doktorantka jest pierwsza



autorkg obydwu artykutéw. Uczestniczyta w opracowaniu koncepcji badan, wykonata istotng
cze$¢ prac terenowych i laboratoryjnych, ktore umozliwity uzyskanie wartosciowych
wynikoéw badan, opracowata wyniki sekwencjonowania DNA, sformatowata zestaw danych
do analiz bioinformatycznych i uczestniczyta w ich wykonaniu, przygotowata rysunki i
tabele, zdeponowata sekwencje w GenBank i miata dominujgcy udziat w przygotowaniu

obydwu publikacji.

Pierwsza publikacja wchodzaca w sktad pracy doktorskiej jest zatytutowana
“Reuvisiting the phylogeography of Asellus aquaticus in Europe: insights into cryptic diversity
and spatiotemporal diversification” z roku 2015 (60: 1824-1840). Celem badan
przedstawionych w publikacji byta identyfikacja gatunkoéw blizniaczych A. aquaticus,
rozpoznanie ich rozmieszczenia w Europie, okreslenie zaleznosci filogenetycznych oraz
pochodzenia. Do badan filogeograficznych uzyto sekwencji COIl i 28S rDNA z 236 i 24
odpowiednio dla osobnikow pobranych z wod stodkich w Europie. Wybrano rejony, z ktorych
albo nie badano w ogoéle albo badano b. mato osobnikéw w pracach innych autoréw, tzn.
péinocne, wschodnie 1 centralne rejony Europy. Uzyskany zestaw danych potaczono z
sekwencjami opublikowanymi przez innych autorow. Ten rozszerzony zestaw haplotypoéw
poddano analizie zaawansowanymi metodami analiz bioinformatycznych w tym, Automatic
Barcode Gap Discovery (ABGD), Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC), Bayesian
Poisson tree processes (bPTP), analiza sieci i in. Liczba zidentyfikowanych operacyjnych
jednostek taksonomicznych (OTUs) Assellus zalezata od przyjetej metody analizy
haplotypdéw. Autorzy zatozyli, ze liczba 13 jednostek wskazanych metoda ABGD jest blizsza
rzeczywisto$ci niz 89 jednostek wskazanych przez GMYC oraz bPTP. Z tych 13 jednostek
grupa haplotypdw A ma najszerszy zasi¢g w Europie, podczas gdy pozostate 12 byto
ograniczone do poludniowej Europy. Analiza sieciowa haplotypéw byta zgodna z wynikami
ABGD. Rozmieszczenie gtownych grup haplotypoéw wykazywato zaleznos$ci geograficzne.
Roéznorodnosé¢ genetyczna osliczki zmniejszata si¢ w kierunku péinocnym w Europie. Okres
dywergencji gtownych odgatezien drzewa filogenetycznego oszacowano na 8 do 6 mln lat.
Uzycie markera jadrowego 28S rDNA bylo waznym rozszerzeniem badan przeprowadzonych
z zastosowaniem markera mitochondrialnego i wykazato istotne niezgodnos$ci migdzy
zalezno$ciami zidentyfikowanymi tymi metodami. Uzyskane wyniki przedyskutowano w
kontekscie znaczenia dla taksonomii i identyfikacji podgatunkéw Assellus aquaticus i
filogeografii. Liczba wykrytych operacyjnych (hipotetycznych) jednostek taksonomicznych

dla mtDNA byta znacznie wyzsza niz dla DNA jadrowego. Obecne rozmieszczenie



geograficzne haplotypow jest zwigzane ze zmianami zasiggdow lodowcow, refugiami i
wtornymi kolonizacjami. Populacje, ktore skolonizowaty rejony zwolnione przez lodowce
charakteryzujg si¢ nizszym polimorfizmem niz populacje w rejonach refugialnych. Oprocz
czynnikéw historycznych, ktore uwarunkowaty wspotczesne rozmieszczenie podgatunkow i
haplotypow Assellus aquaticus, w publikacji s rowniez rozwazane czynniki antropogeniczne
lub naturalne, jak np. przypadkowy transport przez ptaki i ssaki w celu wyjasnienia obecnosci
podgatunku A (przypuszczalnie A. a. aquaticus) w niektorych rejonach potudniowych
oddzielonych gérami lub na Wyspach Brytyjskich. Ogdlnie oceniajgc publikacja
charakteryzuje si¢ nie tylko wysoka warto$cig poznawczg uzyskanych wynikéw badan, ale
rOwniez zaawansowang i roznorodng metodologia przeprowadzonej analizy

bioinformatycznej uzyskanych wynikow.

Druga publikacja jest zatytulowana “ Lasting through the ice age: The role of the
proglacial refugia in the maintenance of genetic diversity, population growth, and high
dispersal rate in a widespread freshwater crustacean” z 2020 (65: 1028-1046). Celem badan
byto okreslenie roznorodnosci genetycznej A. a. aquaticus z uwzglednieniem zrdéznicowania
geograficznego populacji w rejonach polodowcowych, demografii i sposobow ekspansji. W
pracy zweryfikowano hipotezy o zmniejszeniu liczebnosci A. a. aquaticus podczas ostatniego
maksimum zlodowacenia (LGM) i wycofaniu si¢ do refugiow w rejonach peryglacjalnych, z
ktorych nastepnie zasiedlit rejony zwolnione po cofnigciu si¢ lodowca. Rejony peryglacjalne
znajdowaty si¢ zwykle na potnoc od rejonow okreslanych jako srodziemnomorskie. Do badan
pobrano proby ze 165 miejsc w rejonach peryglacjalnych i proglacjalnych oraz z rejonow
wezesniej pokrytych lodowcem. Do badan zastosowano dwa markery molekularne:
mitochondrialny gen oksydazy cytochromowej | (COIl) oraz niekodujacy fragment DNA
jadrowego, ktorym byta wewnetrzna sekwencja transkrybowana (ITS2). Po sprawdzeniu
jakosci uzyskanych sekwencji utworzono zestaw danych z dotaczonymi sekwencjami
opublikowanymi przez innych autoréw oraz z pierwszej publikacji i pochodzacymi z NCBI.
Sekwencje obydwu fragmentéw DNA uzyskano dla 280 osobnikéw, jednak badania dla
poszczegolnych markerow obejmowaty wyzsze liczby osobnikéw pochodzacych z duzej
ilo$ci miejsc poboru prob. Liczba badanych osobnikow z poszczegdlnych miejsc poboru nie
przekraczata kilka, dlatego do zbadania geograficznej struktury populacji proby grupowano
biorgc pod uwagg strefy klimatyczne z okresu LGM, tj. glownie rejon proglacjalny,
peryglacjalny i regiony ekologiczne Unii Europejskiej z podziatem na cz¢sci dodatkowe

zaleznie od dlugosci geograficznej. Analiza polimorfizmu sekwencji ITS2 nie wykazata



struktury geograficznej A. a. aquaticus w przeciwienstwie do COIl, ktéra umozliwita
identyfikacj¢ 11. Klastrow. Zidentyfikowano dwie gtéwne grupy klastrow: jedna (klastry 1-4)
w rejonie proglacjalnym i panonskim, a druga grupa (5-11) w rejonie peryglacjalnym.
Najszerszy zasi¢g geograficzny miaty klastry drugi i trzeci. Inne klastry wystepowaty bardziej
lokalnie. Stwierdzono, ze r6znorodno$¢ genetyczna w rejonie peryglacjalnym byta wigksza
niz w proglacjalnym. Analiza sieciowa wykazata, ze proglacjalny klaster jest utworzony przez
haplotypy o stabej dywergencji. Peryglacjalne haplotypy charakteryzowaly si¢ znacznie
wickszym stopniem dywergencji. A. a. aquaticus jako taxon wyodrebnit si¢ ok. 1,5 min lat
temu, natomiast klady jego haplotypow powstaty w srodkowym i p6znym plejstocenie. Na
wigkszos$ci rejonow postglacjalnej Europy nie stwierdzono obecnosci struktury genetycznej.
Ograniczenia w przeplywie migrantow stwierdzono miedzy niektorymi ekoregionami,
szczegolnie migdzy nizinami wegierskimi, prowincja pontyjska i rdwninami potudniowo-
wschodnimi. Proglacjalna grupa przypuszczalnie ulegta szybkiemu wzrostowi liczebnosci
populacji. W przeciwienstwie do tego, wielkos¢ populacji peryglacjalnej grupy haplotypow
byla niestabilna.

Wykazano, ze wbrew uznanym pogladom o rozprzestrzenianiu si¢ gatunkow z
refugiéw z rejonu Morza Srédziemnego na obszary zwolnione przez lodowiec po LGM, w
rzeczywisto$ci A. a. aquaticus rozprzestrzenit si¢ z wielu réznych refugiow, ktore znajdowaty
si¢ w strefach peryglacjalnej i proglacjalnej. W publikacji postuluje sie, ze siedliska
proglacjalne nie powinny by uznawane za lodowe pustynie nie zamieszkate przez roze

organizmy, w tym zwierzeta.

Uwaga drobna: Autorka nie cytowata pelnej literatury przedmiotu, co mozna byto
zrobi¢ w Summary, (np. Novakovi¢ i in. 2015. Recent Distribution of the Freshwater
Crustacean Asellus Aquaticus (Linnaeus, 1758) (Isopoda; Crustacea) in Serbia (2007-2013
Period). Water Research and Management, 5: 43-46). Najnowsza literatura, ktora ukazata sie
przypuszczalnie po napisaniu pracy doktorskiej (np. Gross i in. 2020. Developmental
Transcriptomic Analysis of the Cave-Dwelling Crustacean, Asellus aquaticus. Genes , 11, 42;
Mojaddidi i in. 2018. Embryonic origin and genetic basis of cave associated phenotypes in the
isopod crustacean Asellus aquaticus. Scientific Reports, 8, 16589; Perez-Moreno i in. 2018.
Transcriptomic Insights into the Loss of Vision in Molnar Janos Cave’s Crustaceans.
Integrative and Comparative Biology, 58: 452—-464) potwierdza przypuszczenie Autorki, o

uzytecznos$ci A. aquaticus do dalszych kierunkow badan, takich jak genomika i genetyka.



Mgr. Lidia Sworobowicz jest pierwszy autorem obydwu publikacji. W pierwszej
publikacji ma szeéciu wspotautorow a w drugiej trzech. Zgodnie z zatagczonymi
o$wiadczeniami jej udziat w powstaniu tych publikacji wynosi odpowiednio 60% i 80%.
Obydwa artykuty reprezentujg jednolitg tematyke. Publikacja druga jest logicznym
rozszerzeniem publikacji pierwszej. Na szczegolne podkreslenie zastuguje zastosowanie
réznorodnych metod bioinformatycznej analizy uzyskanych danych molekularnych.
Opublikowane wyniki sa nowatorskie w zestawieniu z obecng wiedzg. Praca doktorska mgr.
Lidii A. Sworobowicz znacznie rozszerza dotychczasowg wiedze 0 prze- i po-glacjalnej

historii populacji skorupiakow na przyktadzie osliczek Asellus.

Podsumowanie:

Ogolnie oceniajgc, praca doktorska Pani mgr. Lidii A. Sworobowicz jest napisana w
sposob przejrzysty. Poszczegodlne czesci pracy sg ze sobg logicznie powigzane. Praca stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Kandydatka wykazata w niej ogolng wiedze
teoretyczng w swojej dyscyplinie naukowej oraz potwierdzita umiej¢tno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Praca wnosi wkilad do aktualnej wiedzy naukowej 1 $wiadczy o
dojrzatosci kandydatki, jako naukowca. Biorac pod uwage dane bibliometryczne, wg. danych
w SCOPUS na dzien 3.08.2020 jest wspotautorka czterech publikacji, ma indeks H = 3 oraz
62 cytaty swoich publikacji, co jest dobrym wynikiem dla kandydata do stopnia doktora.

Oceniana praca spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim i dlatego przedktadam
whniosek do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego 0 dopuszczenie

Pani mgr Lidii A. Sworobowicz do dalszych etapé6w przewodu doktorskiego.
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