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1. Wartos¢ naukowa rozprawy
a. Oryginalnos¢ badan (25-200 stow):

Przedfozona do recenzji rozprawa doktorska jest kompleksowym opracowaniem taksonomii i
filogenezy grupy ryjkowcow klasyfikowanych w podrodzaj Liophloeodes. Podrodzaj ten wyrézniono z
rodzaju Liophloeus (Weise 1894) i przypisywano do niego facznie do dziewieciu taksonéw. Aktualnie
do tego podrodzaju klasyfikowanych jest tylko pie¢ gatunkow, a pozostate taksony okazaty sie
synonimami lub podgatunkami. Klasyfikacja ryjkowcéw Liophloeodes nie jest prosta z uwagi na bardzo
zblizong morfologie i oznaczanie mozliwe wytgcznie na podstawie struktury narzadéw kopulacyjnych
samcédw. Doktorant w swoich badaniach podjat sie uporzadkowania taksonomii tego podrodzaju oraz
okreslenia relacji filogenetycznych miedzy gatunkami. Wywiazat sie z tego zadania w sposdb
nowoczesny — wykorzystujgc zaréwno metody stosowane w klasycznej systematyce (morfometrig) jak
i analizy molekularne (sekwencjonowanie wybranych markeréw genetycznych). Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze Doktorant pozyskat okazy do badan zbierajgc je w wiekszosci samodzielnie w
trudnym i rozlegtym terenie. Badania Doktoranta potwierdzity stusznos¢ wyrdzniania pieciu gatunkow,
ale jednoczesnie wykazaly, ze cze$¢ z tych gatunkdw hybrydyzuje w niektorych obszarach
wspotwystepowania co doprowadzito do introgresji DNA mitochondrialnego i braku zgodnosci
filogenez opartych na mtDNA i DNA jgdrowym oraz morfometrii. Rozprawa ta stanowi spéjne dzieto
naukowe rozwigzujgce postawiony problem badawczy i jako taka powinna pozwolié¢ na przygotowanie

publikacji naukowych.



b. Wartos¢ naukowa rozdziatow/artykutow (25-200 stow):

Rozprawa doktorska obejmuje kilku watkéw badawczych skupionych wokét problematyki odrebnosci
taksonomicznej i relacji filogenetycznych miedzy taksonami klasyfikowanymi w podrodzaju
Liophloeodes. Dotychczasowa klasyfikacja taksonomiczna tych ryjkowcow oparta byta na morfologii
okazéw, a generalnie sprowadzata sie jedynie do identyfikacji gatunkowej samcdw poniewaz brak byto
zidentyfikowanych cech morfologicznych umozliwiajgcych poprawne przypisanie samic do taksonu.
Doktorant znaczaco poszerzyt wiedze naukowg w zakresie taksonomii i filogenezy tego podrodzaju
wykonujac szczegotowe analizy morfometryczne na duzej liczhie okazéw oraz sekwencjonujgc trzy
markery genetyczne na podstawie ktérych opracowat filogeneze podrodzaju. Rozdziaty dotyczace
zarowno czesci morfometrycznej jak i molekularnej sa wartosciowymi opracowaniami naukowymi.
Dodatkowym efektem tych analiz okazato sie wykrycie rozbieznosci miedzy relacjami
mitochondrialnego DNA a zaleznosciami opartymi na DNA jadrowym i morfometrii. Rozbiezno$¢ ta
zostata prawdopodobnie stusznie zinterpretowana przez Doktoranta jako rezultat hybrydyzacji i
introgresji DNA miedzy gatunkami, przede wszystkim L. lentus i L. gibbus.

Rozprawa zawiera takze watek wptywu endosymbiotycznych bakterii na specjacje ryjkowcow z rodzaju
Liophloeodes, ale problematyka ta jest zbyt ogolnikowo potraktowana i nie prowadzi do
jednoznacznych wnioskdw, natomiast po uzupetnieniu badan powinna stanowié¢ ciekawy temat

pozwalajacy na odrebne opracowanie.

2. Wartos¢ merytoryczna rozprawy
(umiejetnos¢ wprowadzenia w tematyke badawczg i josnos$é sformufowanych hipotez
badawczych, dobdr metod badawczych i narzedzi statystycznych do analizy danych, sposob
przedstawienia wynikéw, krytyczna analiza wynikéw i umiejetnosc ich interpretacji na tle
literatury przedmiotu, jasnosc i poprawnosc wnioskdw) (25-200 stéw):

Doktorant wykazat sie bardzo dobrg znajomosciag ogdlnych poje¢ stosowanych w taksonomii,
systematyce i filogenetyce, przez co odbidr tresci rozprawy nie nastrecza trudnosci. Wprowadzenie do
tematyki badawczej jest jednak zbyt obszerne — szczegdlnie podrozdziat ,, 1.2 Miejsce taksonomii w
biologii” nie byt konieczny do prezentacji w rozprawie doktorskiej. Lepiej gdyby rozprawa wychodzita
od konkretnego problemu badawczego, a nastepnie w zwieztym podrozdziale nawigzywata do stanu
wiedzy i metod badawczych jako narzedzi stuzgcych rozwigzaniu tego problemu. Cel badan i hipotezy
zaprezentowane przez Doktoranta byly przemyslane i dobrze przygotowane, a wiec moiliwe do
weryfikacji w oparciu o wykonane badania (co zostato uczynione). Takie zastosowane metody
badawcze i narzedzia analityczne zostaty dobrane w odpowiedni sposdb. Opis otrzymanych wynikow
prezentowanych w rozprawie jest klarowny, spéjny i zaprezentowany w sposéb logiczny. Doktorant w

bardzo przekonujgcy sposob dokonat omoéwienia wynikéw badan konsekwentnie prowadzac do



weryfikacji przedstawionych hipotez, kazdorazowo odnoszac sie w przekonujgcy sposob do literatury
(zarowno prac dotyczacych bezposrednio Liophloeodes, jak i analogicznych badan na innych
organizmach co dowodzi b. dobrej znajomoéci literatury, w tym wspétczesnej). Pewnym wyjatkiem jest
ponownie watek dotyczacy bakterii endosymbiotycznych, ktéry wymaga kontynuacji i rozbudowania
badan. Takie wykryte bliskie pokrewienstwo Liophloeodes z Liophloeus tesulatus daje podstawe do

kontynuacji badan nad relacjami tych dwoch podrodzajow.

3. Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy
(uktad pracy, josnosc stylu, szata graficzna itp.) (25-200 sfow):

Rozprawa mgr Wactawika ma spdjng, klarowng i logiczng forme, zawierajgc przy tym wszystkie
podstawowe elementy opracowania naukowego. Poza nielicznymi btedami stylistycznymi, rozprawa
ta napisana jest poprawnym jezykiem.

Doktorant prezentuje swoje badania na 104 stronach podzielonych na 7 rozdziatéw (wliczajac
zataczniki i literature). Wyniki w rozprawie prezentowane sg w 25 tabelach i 37 rycinach. Generalnie
szata graficzna rozprawy jest poprawna. Na uznanie zastuguja wysokiej jakosci zdjecia obrazujace
szczegoly morfologii  badanych gatunkéw z oznaczeniami sposobu wykonania pomiaréw
morfometrycznych. Natomiast niektére inne ryciny mogtyby zostaé przygotowane staranniej (m.in.
mapa rozmieszczenia gatunkow jest mato czytelna, a ryciny obrazujgce PCA moglyby by
zaprezentowane bez zbednego tfa i dodatkowo potgczone w plansze). Drzewa filogenetyczne sa
przygotowane zgodnie z zasadami ale lepiej gdyby Doktorant wykonat te drzewa na haplotypach
zamiast na wszystkich dostepnych sekwencjach (dla kazdego osobnika) = w aktualnym uktadzie odbiér
topologii, a szczegdlnie odczytywanie nazw jest bardzo utrudnione, szczegélnie ze drzewa te s3
prawdopodobnie wstawionymi do pliku pdf rycinami (przypuszczam, ze z plikdw .jpg z uwagi na ich
stabg jakos¢), przez co nawet powiekszanie obrazu nie poprawia ich czytelnosci. Tabele sg
przygotowane w sposdb czytelny ale lepiej gdyby zawieraty minimalng liczbe linii (tylko linie gtowne
horyzontalne), jak to jest praktykowane w publikacjach naukowych.

Wykorzystana literatura obejmuje 128 pozycji, zardéwno dawnych opracowan kluczowych dla
taksonomicznego kontekstu pracy, jak i najnowszych publikacji molekularnych, co dowodzi bardzo

dobrego rozeznania Doktoranta w koniecznym pismiennictwie.

4, Uwagi krytyczne

Zadaniem recenzenta jest wskazanie zaréwno mocnych, jak i stabszych stron rozprawy doktorskie;j.

Ponizej chciatbym zwrdci¢ uwage na kilka aspektéw badan, ktére w mojej ocenie powinny byc



rozwazone i wyjasnione przez Doktoranta w czasie publicznej obrony rozprawy doktorskiej oraz wziete

pod uwage przy przygotowywaniu publikacji.

Str. 10

Doktorant cytuje szereg prac zrédtowych dla taksonomii badanego podrodzaju ale powinien odnies¢
sie tutaj takze do najnowszych opracowan systematyki i taksonomii chrzgszczy i ryjkowcow takich jak:
Alonso-Zarazaga & Lyal 1999, Lobl & Smetana 2004, Wanat & Mokrzycki 2005. Wspotczesna
taksonomia badanych ryjkowcow wynika z tych najnowszych prac podsumowujgcych i rewidujacych
wczesniej obowigzujgca taksonomie i systematyke ryjkowcow.

Wszedzie gdzie Doktorant pisze o podgatunkach Liophloeodes powinien uzywac skrotu np. L. (L)
lentus, a nie jedynie L. lentus, poniewaz to sugeruje albo gatunek Liophloeus lentus albo Liophloeodes

lentus (a takich gatunkéw nie ma).

Str. 11 — drugi akapit i str. 66 — pierwszy akapit

Brak informacji Zrédtowych na temat ekologii. Doktorant w rozprawie wychodzi z zatozenia ze brak jest
réznic ekologicznych (w tym w roélinach zywicielskich) ale nie podpiera tego zatozenia ani cytacjami
wczesniejszych prac ani wiasnymi badaniami. Tymczasem réznice w rozmieszczeniu mogg wynikac z
preferencji do roznych mikrosiedlisk lub réznych rodlin zywicielskich (lub dostepnosci réznych
gatunkdw roslin w zasiegu badanych ryjkowcéw), na co moze wskazywaé mozaikowe rozmieszczenie

zasiegow poszczegblnych gatunkdw Liophloeodes.

Tabela 1
Z mapy wynika ze L. /iptoviensis zasiedla takze Karpaty Zachodnie.

Dlaczego L. ovipennis nie jest uwzgledniony w badaniach (nawet jezeli to tylko podgatunek to dlaczego
nie ma okazow nalezgcych do tego taksonu w badanym materiale?). Jezeli doktorant zamierzat zbadac
petng taksonomie Liophloeodes to nie powinien wykluczaé z badan populacji/podgatunkdw z pewnych
obszarow.

Podobnie L. laevifrons - ten niepewny takson nie jest uwzgledniony w badaniach (przypuszczam, ze jest

w materiale pochodzgcy z Rumunii ale nie jest to wyjasnione w pracy)

Str. 16 — 2.3 Badania molekularne i analiza sekwencji
Dlaczego zastosowano dwa sposoby izolacji DNA? Czy weryfikowano efektywno$¢ obu metod i czy

zaobserwowano jakie$ réznice mogace wptywac na dalsze etapy prac?



Dlaczego wybrano akurat te markery DNA — nie jest to uzasadnione w rozprawie, a np. 285 ITS2 to
dwa fragmenty rDNA sasiadujgce ze soba, a wiec praktycznie stanowigce jedno locus. Czy nie

praktyczniejsza decyzjg bytoby wybranie trzech niesprzezonych loci?

Str. 18

Dlaczego dla Wolbachia wybrano tylko gen wsp, podczas gdy standardem jest genotypowanie w
oparciu 0 5 genow MLST? Wsp jest krytykowany jako marker do analiz z uwagi na wysoki polimorfizm
i czestg rekombinacje tego genu miedzy szczepami Wolbachia. Ponadto znajduje sie tu sprzecznosé bo

w tekscie wymieniony jest tylko wsp, a w tabeli podano ze uzyto primerdw zaréwno dla wsp jak i ftsZ.

Str. 21

Szkoda ze do konstrukcji drzew nie uzyto haplotypdw zamiast sekwencji z kazdego osobnika oddzielnie.
Aktualne drzewa sg bardzo rozbudowane i trudne do sledzenia i interpretacji. Zastosowanie koloréw
na drzewach jedynie troche ufatwia ich interpretacje poniewaz mnogos$¢ nazw bardzo matg czcionka
utrudnia ich czytanie.

Dlaczego nie wykonano analizy relacji za pomoca jednej z metod tworzgcych sieci haplotypow? W
badaniach na poziomie populacyjnym lub bliskich taksonach takie wizualizacje lepiej pokazuja relacje
miedzy populacjami/{pod)gatunkami.

Dziwi mnie, ze nie zrobione podstawowej analizy AMOVA miedzy taksonami i geograficznymi grupami
populacji co pozwolitoby okredli¢ jaki procent zmiennosci genetycznej ttumaczy taksonomia, a jaki

geografia.

Tabela 6

Z czego wynika inna liczba powtdrzen w analizie dla réznych markerdw?

Tabela 7

Dlaczego zastosowano rozne grupy zewnetrzne w kazdym markerze?

Str. 22 - 2.4 Oznaczanie gatunkdéw i badania morfometryczne.
Nie wydaje mi sie by byta to akceptowalna w taksomonii i morfometrii metoda - brak danych powinien
by¢ pozostawiony w macierzy do analizy a nie sztucznie zastepowany $rednig z pomiaréw z innych

osobnikow.

Str. 23
Nie bardzo widze powdd dla przyjecia podziatu w analizie wg krajéw - gatunki nie znajg granic

politycznych wiec analiza wg krajow ma watpliwe znaczenie, co innego analiza oparta o krainy



geograficzne lub inne naturalne podziaty (w przypadku gatunkdw gorskich mozna byto uwzglednicé
podziat wysokosciowy, a dodatkowo z uwagi na nadrzeczne wystepowanie tych ryjkowcow - podziat
po granicach zlewni np. mérz lub dorzeczy wiekszych rzek).

Opis statystyk (PCA, GLM) jest bardzo lakoniczny i nie bardzo rozumiem jak to zostato wykonane (jakie
dane - zmienne, jakie zatozenia modelowania itp.). Poza tym zamiast PCA do wizualizacji relacji miedzy

osobnikami wzgledem ich pozycji taksonomicznej lepiej byto uzy¢ plotéw NMDS.

Str. 29 — drugi akapit

Brak w tym opisie L. herbstii, dlaczego?

Str. 30
Zdanie: ,(cho¢ w kilku przypadkach gatunek L. fiptoviensis jest stwierdzony na podstawie badan
markerow jadrowych, a nie morfologii).” - W metodyce byto podkreslone Zze gatunki identyfikowano

morfologicznie, wiec nie rozumiem tego opisu w nawiasie zdania.

Tabele 8-10

Dlaczego nie podano dystansow wewngtrzgatunkowych? Zestawienie zakresu dystanséw wewnatrz- i

miedzygatunkowych pozwolitoby na okreslenie czy istnieje tzw. "barcoding gap" miedzy taksonami.

Str. 49

.-, @ brak sekwencji ,reverse” nie pozwolit zweryfikowaé, czy ...”

Dlaczego zatem nie wykonano sekwencjonowania ,reverse” dla osobnikdw o nieczytelnych
y

sekwencjach?

Tabela 11

Takie przedstawienie polimorfizmow jest trudne do interpretacji. Zamiast tej tabeli albo jako jej
uzupetnienie powinien znalei¢ sie alignment obrazujacy — wszystkie polimorficzne miejsca

dyskryminujace taksony.

Tabela 12
Wyglada na to ze czes¢ osobnikow badano na wsp a czes$é na ftsZ - dlaczego? Lepiej byto skupié sie na

jednym markerze (a docelowo wykona¢ genotypowaniem petnym MLST).

Tabela 13

Co to znaczy podobne sekwencje? Jaki byt % podobienstwa przy jakim pokryciu sekwencji wzgledem

referencji z Banku Gendw?



Str. 55

Nieprzekonujgce jest to wyttumaczenie braku samcow L. tesu/atus w badaniach - pozyskanie kilku
okazdw samcow nie powinno by¢ problemem np. na drodze wspdtpracy z koleopterologami z Europy
Zachodniej lub w efekcie pojedynczego wyjazdu w zasieg gatunku.

Zdanie ,W przypadku samcow mozna zaobserwowa¢ wyrazng roznice miedzy L. lentus a L. liptoviensis
(chot oba zbiory czesciowo sie pokrywaja) (Ryc. 31).” jest wewnetrznie sprzeczne - skoro morfometria
tych gatunkow sie pokrywa to jak mogg sie wyraznie réznic?

Problemem jest takze bardzo mata liczba osobnikéw az dwdch gatunkow (L. herbstii oraz L. pupillatus)
w badaniach morfometrycznych. Doktorant stusznie to podkresla, niemniej jest to istotne ograniczenie

badan uniemozliwiajacy wykonanie niektérych poréwnan,

Str. 62 - 3.3 Delimitacja gatunkdow
Szkoda ze w rozprawie nie pokazano tych wynikdw delimitacji na rycinach (drzewach) jak to sie

zwyczajowo robi,

Str. 65 - pierwszy akapit

Jak juz wzmiankowatem to wczesniej, badania nad endosymbiotycznymi bakteriami, a szczegdlnie
Wolbachia sg ciekawym, pobocznym tematem doktoratu, ale wymagajg kontynuacji (bardziej
szczegblowej analizy rozktadu infekcji w taksonach i populacjach), a w dyskusji wynikéw nawiazania do
horyzontalnej transmisji tych bakterii — zjawiska ktére moze ttumaczy¢ obecnos$¢ tego samego szczepu

Wolbachia w roinych gatunkach Liophloeodes oraz grupie zewnetrznej (L. tesulatus).

5. Ocena koncowa (uzasadnienie 25-200 stéw):

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest wartosciowym opracowaniem naukowym
dotyczacym taksonomii i filogenezy ryjkowcow z podrodzaju Liophloeodes. Mgr Wactawik wywigzat sie
z podjetych w celach rozprawy zadan badawczych, w tym z weryfikacji postawionych hipotez
badawczych. Wykonat kompleksowa analize relacji miedzy badanymi taksonami z uwzglednieniem rdznic
populacyjnych. Wykorzystat do tego zardwno metody morfometryczne jak i molekularne. Potwierdzit,
ze wszystkie pie¢ analizowanych gatunkéw Liophloeodes charakteryzuje sie odmienng morfologia (ale
ograniczong tylko do narzadéw kopulacyjnych samcdéw) oraz odrebnymi genotypami jadrowymi.
Natomiast filogeneza mitochondrialna tego podrodzaju wskazata na zjawisko hybrydyzacji zachodzace
miedzy réznymi gatunkami, czego efektem jest introgresja mtDNA. Wplyw na specjacje i/lub
hybrydyzacje tych gatunkdw mogly mie¢ bakterie endosymbiotyczne ale watek ten wymaga dalszych

badan Doktoranta. W swoich badaniach mgr Wactawik wykazat sie zaréwno znajomoscig i



umiejetnoscig pracy terenowej jak i laboratoryjnej, co jest aktualnie coraz rzadziej spotykane wsrod
doktorantow i pracownikéw naukowych. Umiejetno$¢ poprawnego formutowania problemow
badawczych i planowania badan oraz udokumentowana zdolno$¢ do wykonywania prac badawczych
w szerokim zakresie metodycznym i technicznym bardzo dobrze rokuje naukowej przysztosci

Doktoranta.

Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Beniamina Wacfawika
spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pdzn. zmianami)
i wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie

Beniamina Wactawika do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

TAK/NIE

Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
Uzasadnienie wniosku (25-200 stéw)

FAKENIE

18.06.2018 L. o oot Al
data sporzadzenia recenzji podpis recepzent



