5=
«;U)
25

O]
30
9
S5=

e

WYDZIAL BIOTECHNOLOGII

dr hab. Pawet Mackiewicz, prof. nadzw. UWr

ul. F. Joliot-Curie 14a | 50-383 Wroctaw
tel. +48 71375 63 03
pamac@smorfland.uni.wroc.pl

Wroctaw 12.04.2018

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Chunlian Li pt. "
Use of molecular tools (multi-gene approach) in building
a cladistic framework of selected families of araphid

diatoms."

Mimo, ze wiele grup organizmoéw jest intensywnie badanych od wielu lat, a
nawet stuleci, wiedza na temat bioréznorodnosci naszych ekosystemoéw jest wcigz
niepetna. Ten niedobdr informacji dotyczy zwtaszcza wielu grup jednokomoérkowych
eukariontéw zwanych protistami, ktore o wiele trudniej pozyskuje sie ze Srodowiska i
bada pod wzgledem morfologicznym ze wzgledu na brak wielu cech diagnostycznych
i duze prawdopodobienstwo wyksztatcenia sie cech niezaleznie w réznych liniach

filogenetycznych.

Jedng ze stabiej przebadanych grup sg okrzemki o bardzo matych komédrkach
z rodziny Fragilariaceae. Rodzaje zaliczane do tej rodziny sq szczegdlnie trudne w
identyfikacji. Co ciekawe, zastosowanie dotychczasowych filogenetycznych analiz
molekularnych tylko skomplikowato problem, poniewaz po ich zastosowaniu okazato
sie, ze zaden z dotychczas wyrdznianych rodzajow nie jest monofiletyczny. Rodzina
ta jest wazna z punktu widzenia praktycznego, poniewaz wiele rodzajéw zaliczanych
do tej rodziny jest wykorzystywanych do oceny jakosci wody i rekonstrukcji
$srodowisk. Niestety ze wzgledu na mate rozmiary tych okrzemek i brak ustalonych

cech diagnostycznych, jest ona czesto pomijana w badaniach srodowiskowych.

Dlatego bardzo stusznie ambitnym przedmiotem pracy doktorskiej Pani mgr
Chunlian Li stata sie rewizja taksonomiczna i okreslenie historii ewolucyjnej catej

rodziny Fragilariaceae.



Przedmiotem recenzowanej pracy doktorskiej sq dwa artykuty. Jeden
opublikowany w Journal of Phycology 52, 1018-103 w 2016 roku pod tytulem “Ultra-
structural and molecular characterization of diversity among small araphid diatoms
all lacking rimoportulae. I. Five new genera, eight new species.” z autorami: Chun L.
Li, Matt P. Ashworth, Andrzej Witkowski, Christopher S. Lobban, Izabela Zgtobicka,
Krzysztof J. Kurzydtowski oraz Song Qin. Drugi artykut zostat przyjety do druku w
czasopi$mie Phytotaxa w 2018 roku pod tytutem “The morphology and molecular
phylogenetics of some marine diatom taxa within the Fragilariaceae, including twenty
undescribed species and their relationship to Nanofrustulum, Opephora and
Pseudostaurosira” z autorami: Chun L. Li, Andrzej Witkowski, Matt P. Ashworth,
Przemystaw Dabek, Shinya Sato, Izabela Zgtobicka, Malgorzata Witak, Jong Seong
Khim, Chun-Jung Kwon.

W obu pracach doktorantka jest pierwszym i korespondencyjnym autorem.
Jak wynika z zatgczonych oswiadczen udziat doktorantki w tych pracach wynosi
odpowiednio 68% i 64%. Doktorantka wykonata gtdéwna czes¢ pracy, jak: zbieranie
materiatu, projektowanie i przeprowadzanie eksperymentdw w tym izolowanie
materiaty genetycznego i jego namnazanie, wykonywanie analiz morfometrycznych
oraz filogenetycznych. Ponadto interpretowata uzyskane dane morfologiczne i

molekularne oraz pisata i poprawiata artykuty.

Poza dwoma artykutami, do pracy doktorskiej dotgczono takze podsumowanie
w jezyku polskim i angielskim, a takze réwniez w jezyku angielskim wstep dotyczacy
okrzemek oraz opis celéw i hipotez pracy doktorskiej oraz analizowanego materiatu i

zastosowanych metod.

Jesli chodzi o tytut rozprawy, to uwazam, ze niepotrzebnie w nawiasie podano
szczegdtowe podejscie multi-gene approach, poniewaz zastosowano réwniez inne
metody. Poniewaz gtownym przedmiotem badan byty okrzemki z rodziny
Fragilariaceae, mozna bylo uwzgledni¢ tg nazwe w tytule podkreslajac, ze skupiono

sie na tej grupie.

Podsumowania sg napisane przejrzyscie i zawierajg najwazniejsze idee pracy.
We Wstepie doktorantka przystepnie i w wystarczajacy sposéb scharakteryzowata
grupe okrzemek pod wzgledem morfologicznym i ekologicznym. Uwzgledniono ich
role w ekosystemie oraz znaczenie w bioimonitoringu, produkcji biopaliw i
rekonstrukcji paleosrodowisk. Opisano takze pochodzenie okrzemek i systemy
klasyfikacyjne tradycyjne i oparte o dane molekularne. Wyeksponowano problem

sztucznosci klasyfikacji i parafiletyzmu wydzielonych grup okrzemek, co uzasadnia



rowniez sens pracy doktorskiej. Osobny rozdziat poswiecono problemowi okrzemek
bezrafowych rodziny Fragilariaceae, podkreslajgc zmiany w przynaleznosci rodzajow

do tej rodziny oraz jej parafiletyzm.

Mam jednak kilka uwag. Doktorantka podata, ze plastydy okrzemek zostaty
nabyte w ramach endosymbiozy drugorzedowej, jednak obecnie coraz wiecej
dowodow wskazuje, ze bytla to endosymbioza trzeciorzedowa lub jeszcze wyzszego
rzedu. Ponadto, strzatki na rysunkach powinny by¢ skierowane od opisu do obiektu,
a nie odwrotnie. Sadze, ze termin "every time the diatoms undergo mitosis” jest
niewfasciwy, bo okrzemki nie dzielg sie przeciez caty czas tylko od czasu do czasu.
Uzywanie terminu chloroplast, ktéry pojawia sie we wstepie oraz w artykutach, jest
niewfasciwe, poniewaz ten termin jest dedykowany do plastydow przedstawicieli
supergrupy Archaeplastida (obejmujacej krasnorosty, galukofity i rosliny zielone).

Zamiast tego powinien by¢ uzywany tutaj termin plastyd.

Cele pracy, postawione hipotezy i ich uzasadnienie s poprawnie
sformutowane i wszystkie zostaty wtasciwie zrealizowane. Opisy w rozdziale Materiaty
i Metody, sq jasne i poprawne. Nalezy podkresli¢, ze materiat pobrano z bardzo
zréznicowanych s$rodowisk Nie mam zastrzezen do rzetelnie przeprowadzonych
analiz. Jednak w opisie analiz filogenetycznych nie podano jawnie jakie partycje
zastosowano mimo, ze wczesniej podano, ze jest to istotne. Czy byty to partycje dla:
regiondw sparowanych i niesparowanych w SSU rDNA, trzech pozycji w kodonie
osobno dla dwdch gendéw plastydowych czy odpowiednie pozycje w kodonach z obu
gendéw zostaly pofgczone? Czy sprawdzono, ze model GTR+G+I zastosowany w
analizach opisanych w obu artykutach jest najlepiej pasujacym modelem

podstawien?

W pierwszym artykule skupiono sie na rewizji taksonomicznej bezrafowych
okrzemek o matych rozmiarach komoérek zebranych ze strefy litoralnej z réznych
miejsc na Swiecie. Dzieki tym analizom opisano pie¢ nowych rodzajow dla nauki:
Castoridens, Cratericulifera, Hendeyella, Psammotaenia i Serratifera obejmujacych
osiem gatunkdéw réwniez nowych dla nauki. Opis nowych taksonéw oparto na 10
hodowlach klonéw uwzgledniajac ksztatt plastydéw, sposéb formowania kolonii,
morfologii pokrywy (valve) oraz badaniach ultrastrukturalnych z wykorzystaniem
mikroskopii $wietlnej i elektronowej. Wykorzystano takze markery molekularne
(kodowany jadrowo SSU rDNA oraz kodowane plastydowo rbcL i psbC) do okreslenia
powigzan filogenetycznych. Uwazam, Zze jednak mozna by zweryfikowaé



opublikowane analizy filogenetyczne oparte na programie RAXML i metode

najwiekszej wiarygodnosci réwniez w programem MrBayes metodg bayesowska.

Nowo opisane taksony okazaty sie monofiletyczne w tych analizach. W pracy
przemianowano takze Dimeregramma dubium na Hendeyella dubia. Analizy
filogenetyczne wykazaty, ze rodzina Fragilariaceae jest parafiletyczna, a jej
cztonkowie rozdzielaja sie do pieciu ktadow. Parafiletyczne okazaty sie réwniez
rodzaje Nanofrustulum i Opephora. Natomiast monofiletyczna okazata sie grupa
okrzemek o matych rozmiarach obejmujgca Nanofrustulum, Opephora, Staurosirella,
Staurosira, Pseudostaurosira, Plagiostriata i Fragilariforma. Jednak ze wzgledu na
brak morfologicznych cech syanpomorficznych nie zaproponowano wydzielenia ich w

nowg rodzine, ale podkreslong koniecznos¢ dalszych badan pod tym wzgledem.

W drugim artykule przeanalizowano réwniez okrzemki o matych rozmiarach
uwzgledniajgc przedstawicieli rodziny Fragilariaceae. Jest to najbardziej
kompleksowa praca pod tym wzgledem, poniewaz przeanalizowano w niej 103
okrzemek pod wzgledem morfologii, sekwencji DNA, bioréznorodnosci i biogeografii.
Sto z nich zostato zebranych z réznych stanowisk rozprzestrzenionych w réznych
obszarach $wiata, we wszystkich strefach klimatycznych zaréwno na pétkuli
pétnocnej i potudniowej. Okazy przebadano w mikroskopie $wietlnym i skaningowym
mikroskopie elektronowym. W analizach molekularnych zastosowano trzy markery:

kodowany jadrowo SSU rDNA oraz kodowane plastydowo rbcL i psbC.

Jednakze, w opisie zastosowania programu MrBayes podano, ze wartos¢
parametru the standard deviation of split frequency osiggneta wartosé¢ 0.0156,
natomiast w opisie metod zamieszczonych przed artykutami podano, ze wartosci te
byty ponizej 0.01. Jest tutaj pewna sprzecznos¢. Nie jest dla mnie jasne dlaczego
transformacja logarytmiczna zastosowana na danych przed analizg analizy gtéwnych
sktadowych (PCA) pozwolita na uwzglednienie wiecej zmiennych. Czy dokonywano tej
transformacji, aby uzyskac rozktady normalne tych zmiennych? Dobrze bytoby podaé
jaka funkcje w pakiecie R uzyto do wykonania analizy PCA, poniewaz jest ich kilka i
mogq one dawac inne wyniki? W Tabeli 3 przedstawiajacej wyniki testéw topologii
Shimodaira-Hasegawa dobrze byloby podaé wartosci p dla tego testu. Bytoby to

bardziej informatywne niz podane inne parametry.

W ramach tych analiz opisano nowy rodzaj Gedaniella obejmujacy pieé
nowych gatunkéw dla nauki i trzy nowe kombinacje taksonomiczne. Opisano réwniez
11 nowych gatunkéw i jedng kombinacje taksonomiczng w obrebie rodzaju

Serratifera oraz pie¢ nowych taksonéw dla rodzajoéw: Cratericulifera, Nanofrustulum,



Plagiostriata, Pseudostaurosira i Stauroforma. Szczegdétowo opisano gatunki:
Nanofrustulum shiloi, Opephora pacifica i Pseudostaurosira elliptica. W oparciu o
dane morfologiczne i molekularne zrewidowano rodzaj Opephora, ktéry jest
najczesciej rejestrowang okrzemka bezrafowg w morskim litoralu. W wyniki tych
analiz okazato sie, ze dotychczasowy rodzaj Opephora jest parafiletyczny i powinien
by¢ on ograniczony do dwéch taksondw odpowiadajacych Opephora pacifica i
Opephora marina, natomiast pozostate 12 powinny zostac¢ przeniesione do nowego

rodzaju Serratifera.

Zwrdci¢ nalezy uwage na ogrom pracy, ktéry zostat wiozony w skrupulatnym
opisie i charakterystyce poszczegdlnych taksonéw uwzgledniajac zdjecia spod
mikroskopéw. Bardzo pozadane sg wyniki PCA, poniewaz poréwnujg one taksony ze
wzgledu na wiele zmiennych jednoczesnie i pozwalajg wydoby¢ generalne rdznice
miedzy badanymi obiektami. W zwigzku z tym pojawito mi sie pytanie: czy
dystrybucja gatunkéw w analizie PCA odpowiada ich grupowaniu na drzewach

filogenetycznych?

Analiz przeprowadzono rzetelnie i dla kazdego nowego rodzaju podano cechy
synapomorficzne. Utworzono takze praktyczny binarny klucz do oznaczania
podobnych rodzajow i gatunkdw w obrebie Gedaniella i Serratifera. Poprawiono takze
pod wzgledem morfologicznym i molekularnym oryginalne diagnozy rodzajéow
Nanofrustulum, Pseudostaurosira i Opephora, co bedzie bardzo pomocne w ich
rutynowym identyfikowaniu. Generalnie doktorantka i wspoétautorzy proponuja, ze
koncepcja opisywania pod jedng nazwa rodzajowg wielu zréznicowanych form jest

niewtasciwa i powinno sie wydzieli¢ je w osobne rodzaje.

Mam dodatkowe pytanie do doktorantki: Czy w oparciu o poréwnanie wynikow
analiz filogenetycznych i morfometrycznych moze doktorantka podaé, ktére z cech
morfologicznych sg podatne na konwergencje, a ktére sg dobrymi cechami

$swiadczacym o wspdlnym pochodzeniu taksondw.

Przeprowadzone rewizje taksonomiczne, szczegdétowe opisy bedg pomocne
przy wszelkich analizach ekologicznych i taksonomicznych oraz badaniach
okreslajacych réznorodnos¢ i sktad gatunkowy srodowisk wspotczesnych i dawnych.
Przedtozona praca doktorska jest najbardziej kompletnym opisem zrdéznicowania
morfologicznego i powigzan filogenetycznych rodziny Fragilariaceae i innych
okrzemek o matych rozmiarach komorki. Doktorantka wiozyta duzo trudu w

przeprowadzone analizy, a przeprowadzona dyskusja wynikéow $wiadczy o duzej



dojrzatosci naukowej doktorantki i umiejetnosci wydobywania najwazniejszych

informacji z uzyskanych wynikow.

Praca jest dobrze zorganizowana pod wzgledem formalnym i nalezy podkresli¢
jej poprawne sformatowanie i tadng szate graficzng, zwtaszcza zdjecia dobrej jakosci.
Praca i artykuly sg napisane poprawnym jezykiem i stylem, jednak dostrzegtem
pewne btedy przedstawione ponizej wraz z proponowanymi poprawkami: the second
structural alignment -> the alignment based on the secondary structure; sensu
stricto podczas gdy -> sensu stricto, podczas gdy; Datebase -> Database; The size
of diatom cells are variable -> The size of diatom cells is variable; wasn’t -> was
not; While morphometric data seems a less advantageous -> However,

morphometric data seems a less advantageous; out groups -> outgroup.

Stwierdzone przeze mnie zastrzezenia nie rzutujg jednak na bardzo pozytywna
ocene pracy, a przedstawione powyzej uwagi nie zmniejszajg wartosci ocenianej
rozprawy. Przeprowadzone badania byty bardzo zasadne, poniewaz istnieje potrzeba
uporzadkowania wcigz niejasnych relacji taksonomicznych i filogenetycznych w
obrebie stabo przebadanych okrzemek o matych rozmiarach komoédrek. Nalezy
podkresli¢, ze analizy zostaty przeprowadzone skrupulatnie, a zastosowana metodyka
okazata sie skuteczna. Reasumujac chciatbym stwierdzi¢, ze recenzowana praca z
artykutami stanowi istotny wktad w rewizje taksonomiczng tej grupy okrzemek, a

uzyskane wyniki bedg pomocne w badaniach $srodowiskowych.

W zwigzku z tym, ze doktorantka postawita sobie trudny cel badawczy i go
rozwigzata, a wyniki zostaty opublikowane w dwdch pracach proponuje wyréznié
rozprawe. Warto podkresli¢, ze badania bedace przedmiotem pracy doktorskiej byty

wykonywane w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki.

Uwazam, wiec, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia
wszystkie wymogi Ustawy o Stopniach Naukowych. Zgtaszam, zatem wniosek do
Rady Wydziatu Nauk o Ziemi Uniwersytetu Szczecinskiego o uznanie rozprawy Pani
mgr Chunlian Li za odpowiadajacej wymogom stawianym rozprawom doktorskim i o

dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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