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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Adrien Quiles
pt. ,,Evolutionary histories of symbioses between microsporidia and their amphipod hosts :
contribution of studying two hosts over their geographic ranges”
wykonanej na Université de Bourgogne Franche-Comté (Francja) i
Uniwersytecie L.odzkim (Polska)
pod kierunkiem Dr Thierry Rigaud, Dr Rémi Wattier i Dr hab. Karolina Baceli
w zwigzku z postgpowaniem w sprawie nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk

biologicznych w dyscyplinie biologia

OCENA FORMALNA

Do wykonania oceny zostalem powolany decyzja Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds.
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne podjeta na posiedzeniu w dniu 29.10.2019 r. o

czym zostalem poinformowany pismem Przewodniczacego Komisji Prof. dr hab. Andrzej Kruka z
dnia 30.10.2018 r.

Przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera opublikowany juz artykul (1) oraz dwa
nieopublikowane manuskrypty (2 i 3), scalone rozdziatami “General Background” i General
conclusions and perspectives”.

1) Quiles, A., Bacela-Spychalska, K., Teixeira, M., Lambin N., Grabowski M., Rigaud T., Wattier, R. A.
(2019). Microsporidian infections in the species complex Gammarus roeselii (Amphipoda) over its
geographical range: Evidence for both host-parasite co-diversification and recent host shifts. Parasites and
Vectors, 12(1), 1-20.

2) Exploring host-parasite association between Gammarus balcanicus species complex and the diversity of
its microsporidian parasites.

3) Nosema granulosis (microsporidia) Infecting Gammarus balcanicus and G. roeselii (amphipoda): a
preliminary re-assessment of host-parasite relationship based on RPB1 gene.

W rozprawie ujete sg takze: i) spisy literatury; ii) abstrakty (w trzech jezykach: francuskim, polskim i
angielskim).

Rozprawa ma zatem standardowy uklad z wyjatkiem spisow literatury przygotowanych odrebnie dla

kazdego rozdziahlu, co jednak jest logicznym rozwigzaniem. Wykorzystane piSmiennictwo zawiera pozycje
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zardwno podstawowe dla podjetej tematyki badawczej jak i najnowsze artykuly naukowe, wszystkie
cytowane publikacje zostaly uzyte w sposob uzasadniony i prawidtowy. Struktura rozprawy jest spojna, a
calos¢ jest napisana bardzo dobrze, zaréwno pod wzgledem stylu, jezyka jak i kwestii merytorycznych.
Wkiad doktoranta w powstanie opublikowanej pracy jest wysoki (35% wg o$wiadczenia) co
przeklada si¢ na fakt iz jest jej autorem pierwszym oraz korespondencyjnym. Jedyny artykul w rozprawie
zostal opublikowany w czasopi$mie o wysokim wspolczynniku wptywu (Parasites & Vectors, 5 letni IF=

3.342), ktore jest dobrze rozpoznawane w srodowisku naukowym.

OCENA SZCZEGOLOWA

Rozdziat (“General Background”) jest bardzo waznym wstepem do rozprawy i bardzo utatwia odbior
kolejnych rozdziatléw. Czes¢ ta wyczerpujaco wyjasnia wszystkie gléwne podstawy tematu, konieczne do
zrozumienia badanych grup organizmoéw, ich relacji i molekularnych podstaw ich badan. Ciekawym
uzupetnieniem tego rozdziatu sa liczne grafiki, nie bedace autorstwa doktoranta, a zaczerpniete z kilku
publikacji (z zachowaniem odpowiedniego cytowania zrodet). Rozdziat wstepny zwiezle ale wyczerpujaco
wyjasnia: i) ko-ewolucyjne wzorce i procesy zachodzace miedzy réznymi organizmami z naciskiem na
pasozytnictwo; ii) taksonomie, systematyke i filogenetyke mikrosporydiow oraz ewolucyjne i ekologiczne
zaleznosci z ich gospodarzami; iii) rozmieszczenie, filogeneze i ekologie obunogéw z grupy Gammaridae,
szczegllnie rodzaju Gammarus; iv) zwiazkéw miedzy mikrosporydiami i ich gospodarzami, szczegdlnie z
grupy obunogéw. W tej ostatniej czgsci przedstawiona jest Tabela 1, ktéra jest waznym podsumowaniem
aktualnej wiedzy nt. mikrosporydiéw infekujacych obunogi. Tabela ta, sama w sobie jest istotnym wkiadem
w dziedzing, ktéra moglaby by¢ podstawa osobnego artykutu-rewizji. Wstep konczy sie przedstawieniem
celow doktoratu. W skrécie, badania te mialy na celu obszerne scharakteryzowanie zrdznicowania
roznorodnosci mikrosporydiow infekujacych dwa kompleksy gatunkowe obunogéw: Gammarus roeselii i
Gammarus balcanicus w catym ich zasiegu geograficznym oraz wsrod silnie dywergentnych molekularnych
operacyjnych jednostek taksonomicznych gospodarzy. Gléwne pytanie podjete przez Pana Quiles dotyczylo
sprawdzenia czy biogeograficzna historia gospodarzy (wybranych gatunkow Gammarus) wpltywala na
zroznicowanie mikrosporydidow. Rozprawa zawiera rozwiazanie kilku kwestii: i) wyjasnienie wzorcow i
specyficznosci infekcji; ii) poznania ekologicznych i ewolucyjnych scenariuszy, ktore doprowadzily do
obserwowanych wzorcéw infekeji; iii) zbadanie nieréwnowagi w rozpowszechnienie mikrosporydiéw w
samcach i samicach gospodarzy; iv) poréwnanie zréznicowania mikrosporydiow w oparciu o dwa markery
molekularne dla lepszego zrozumienia filogenezy i ekologicznych interakcji z gospodarzami. Cele zostaly
sformutowane w sposob prawidlowy oraz sa przedstawione w sposdb umozliwiajacy naukowe

rozstrzygnigcie podjetych problemow badawczych.
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Istotne jest podkreslenie, ze badania te byly mozliwe dzieki wczesniejszym pracom Mamos et al.
(2016) i Grabowski et al. (2017a, b), ktorzy opracowali filogeneze i filogeografie wybranych gatunkéw
Gammarus.

Metody zastosowane w rozprawie — bazujace na analizie sekwencji wybranych markeréow
genetycznych z zastosowaniem metod filogenetycznych, filogeograficznych i z zakresu ewolucji i ekologii
molekularnej, zostaly dobrane adekwatnie do celéw rozprawy oraz opisane w sposéb klarowny i
merytoryczny.

Kolejne trzy rozdzialy zawieraja zasadnicze czesci rozprawy: artykul naukowy i dwa manuskrypty.
Ogolne zalozenia rozdziatéw I i II sa bardzo podobne poniewaz oba opisuja zréznicowanie mikrosporydiéw
i odkrywajg relacje z ich gospodarzami nalezacymi do dwoch komplekséw gatunkowych w rodzaju
Gammarus: G. roeselii (rozdziat 1) i Gammarus balcanicus (rozdzial IT). Takze wstep i metody uzyte w tych
badaniach sg bardzo podobne, jednak wyniki i dyskusje w tych badaniach sa niezalezne. W skrécie, oba
tematy wykorzystuja dane genetyczne (markerem jest gen dokujacy malg podjednostke rybosomalnego
RNA) uzyskane z mikrosporydiow zasiedlajacych osobniki Gammarus w catym zasiegu obu gatunkow-
gospodarzy.

Rozdziat I informuje o stwierdzeniu 24 haplogrup mikrosporydiéw (zgrupowanych w 18 taksonach o
randze gatunkow), wsrod ktorych 10 gatunkéw stwierdzonych rzadko i nie byly one specyficzne gatunkowo.
Inne stwierdzone rodzaje mikrosporydiow byly rozpowszechnione i liczne: Nosema (1 gatunek),
Cucumispora (3 gatunki) i Dictyocoela (3 gatunki). Podsumowujac, mikrosporydia infekujace G. roeselii
wskazywaly na dwa scenariusze zwiazkow gospodarzy z pasozytami: i) dawne zwigzki zwigzane z
wertykalnym  przekazywaniem pasozytow migdzy gospodarzami i prawdopodobnym wspolnym
roznicowaniem z gospodarzami jak w przypadku: N. granulosis i D. roeselum,; ii) zmiany gospodarzy z
horyzontalnym przenoszeniem pasozytow z lokalnych obunogéw po polodowcowej ekspansji gatunkdw
Gammarus jak w przypadku D. muelleri i trzech gatunkéw Cucumispora.

Rozdziat II informuje o stwierdzeniu 55 haplogrup mikrosporydiéw (zgrupowanych w 17 taksonach
o randze gatunkow), wsrdd ktérych 12 gatunkdéw stwierdzonych rzadko i nie byly one specyficzne
gatunkowo. Inne stwierdzone rodzaje mikrosporydiow byly rozpowszechnione i liczne: Nosema (1 gatunek),
i Dictyocoela (3 gatunki). Podsumowujac, mikrosporydia infekujace G. balcanicus wykazaly podobne
wzorce jak te stwierdzone u G. roeselii: i) dawne rdznicowanie si¢ w gospodarzach N. granulosis, D.
muelleri i D. roeselum); ii) taksony rozpowszechnione w réznych gospodarzach dzigki horyzontalnej
transmisji (D. duebenum i D. berillonum). Dodatkowo, ten rozdzial prezentuje szczegdly infekcji
mikrosporydidw w plciach gospodarzy dowodzac nadreprezentacji zainfekowanych samcéw w niektorych

populacjach.
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Ostatni rozdzial (III) jest odmienny poniewaz omawia infekcje przez tylko jeden gatunek Nosema
granulosis w zasiegu Gammarus balcanicus i G. roeselii. Badania te réznig sig od poprzednich
zastosowanymi metodami tj. uzyciem bardziej polimorficznego genu (RPB1), ktéry wystepuje pojedynczo w
genomie. Cele tego rozdzialu zawieraja opracowanie szczegotow filogenezy i filogeografii mikrosporydiow
infekujacych wybranych gospodarzy z rodzaju Gammarus i opisuja scenariusze historii ewolucyjnych uktadu
gospodarz-pasozyt w celu wyjasnienia zbieznosci geograficznego zrdznicowania obu grup organizmow.
Chociaz sukces amplifikacji genu RPB1 byl znacznie nizszy niz SSU (mozna bylo przebada¢ jedynie 56%
zainfekowanych osobnikéw) to umozliwito to lepsze zrozumienie ewolucji N. granulosis i interakcji z
gospodarzami. W skrécie, mikrosporydia zainfekowaly gospodarzy z rodzaju Gammarus na poczatku
procesu ich réznicowania i te linie byly nastgpnie transmitowane wertykalnie, natomiast inne linie
pasozytéw najwyrazniej byly przekazywane horyzontalnie.

Rozdzial “General conclusions and perspectives” zrgcznie podsumowuje uzyskane wyniki i wnioski
nt. filogeografii i eko-ewolucyjnych interakcji mikrosporydiéw z ich gospodarzami-obunogami. Wartym
podkreslenia jest to, ze w tym rozdziale Pan Quiles krytycznie prezentuje swoje badania, podsumowujac
mozliwe problemy z analizami i ograniczenia wnioskowania w oparciu o niepelne dane. Waznym
rozszerzeniem tego rozdziatu sa pespektywy dalszych badan, wliczajac w to uzycie wigkszej liczby loci i
badan calych genomow.

W mojej opinii wszystkie czesci rozprawy sa przyktadami rozwaznie zaprojektowanych, bardzo
dobrze przeprowadzonych i zrecznie zakonczonych projektéw naukowych. Badania nad relacjami miedzy
mikrosporydiami i obunogami sg istotnym wkladem w nauke, szczegolnie w systematyke i filogenez¢ obu
grup taksonomicznych, a takze ewolucje i ekologi¢ molekularng ukiadu gospodarz-pasozyt. Wedlug mojej
wiedzy, jest to pierwsze tak kompleksowe opracowanie tematyki, ktore bedzie mie¢ znaczacy wplyw na
przyszle badania w dziedzinie i powiazanych tematach badawczych. Moim zdaniem najwazniejszym
rezultatem rozprawy jest rozdzial ostatni (III), ktéry znaczaco rozszerza aktualny stan wiedzy na temat
zréznicowania mikrosporydiéw infekujacych obunogi z grupy Gammaridae. Rozdzial ten powinien by¢
dobrym punktem startowym do dalszych, bardziej ztozonych na temat filogenezy, filogeografii i eko-
ewolucyjnych relacji tej grupy endopasozytow. Spodziewam sig, ze oba manuskrypty (rozdziaty 111 IIT) beda
wkrétce opublikowane i dostgpne szerokiemu gronu naukowcow.

Zadaniem recenzenta jest wskazanie zar6wno mocnych, jak i stabszych stron rozprawy
doktorskiej. Ponizej chcialbym zwrécié uwagg na kilka aspektow badan i publikacji, ktore w mojej
ocenie powinny byé rozwazone i wyjasnione przez Doktoranta w czasie publicznej obrony
rozprawy doktorskiej i w korekcie manuskryptow przed ich publikacja.

Uwagi do “General background”
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RO1 —na str. 19 znajduje si¢ informacja, ze G. balcanicus wystepuje w Karpatach Wschodnich, Batkanach i
wschodnich Alpach, podczas gdy na Ryc. 10 ten kompleks jest zaznaczony takze na Krymie i w Azji
centralne;j.

R02 — na str. 29 skr6t MOTUs jest niewyjasniony a powinien poniewaz pojawia si¢ tu po raz pierwszy.
Uwagi do Rozdzialu I

RO3 - str. 51, czgs$¢ dotyczaca izolacji DNA — Jestem ciekaw czy wydajno$¢ obu metod zostata poréwnana?
Czy autorzy testowali to na jakich$ probkach? Ciekawi mnie czy detekcja niektorych gatunkow lub
haplogrup mogta by¢ utrudniona w efekcie izolacji réznymi metodami lub w efekcie uzycia DNA z
poprzednich badan, ktére mogto by¢ zdegradowane przez czas/warunki jakie minely od izolacji?

R04 - str. 52, sekwencjonowanie SSU — Jestem ciekaw czy Autor znalazt osobniki gospodarzy (izolaty),
ktore byly zainfekowane przez wigcej niz wigcej niz jeden takson (lub haplogrupe) mikrosporydiow? Jezeli
tak — jak poradzono sobie z obecnoscia wielu wariantéw sekwencji w chromatogamach?

Ciekawi mnie jakie mogly by¢ powody probleméw z amplifikacja dluzszych fragmentow?

Moze problem wynikat z uzycia tylko primera forward w sekwencjonowaniu? Zastanawia mnie dlaczego
primer reverse nie zostal uzyty celem zwigkszenia dtugosci sekwenc;ji?

ROS - str. 53, ko-filogenetyka — Nie jestem przekonany, czy takie poréwnanie mozna zrobi¢ “na oko” —
mogloby to prowadzi¢ do bardzo subiektywnych wnioskéw. Moze program Procrustean Approach to
Cophylogeny (PACo) méglby by¢ tutaj pomocny (Balbuena PLOS ONE 8, 61048 2013) jako, ze
dowiedziono uzytecznosci tej metody w badaniach ko-specjacji bakterii i gospodarzy.

RO6 —str. 61, “... are food-borne microsporidia just passing through the gut.” — Nie jestem pewny dlaczego
nie mozna tego bylo rozstrzygnac? W metodyce znajduje si¢ informacja, ze izolacja DNA byta wykonana z
migsni i gonad, zatem w probkach nie powinno by¢ DNA z pasozytow obecnych w przewodzie
pokarmowym gospodarza.

RO7 —str. 62 — Skrét RPB1 powinien by¢ wyjasniony.

Uwagi do Rozdzialu I1

R08 — Ryc. 2 — Czechy sa niepoprawnie podpisane za pomoca skrétu PL.

R09 —str. 75, izolacja DNA — jak w R03

R10 —str. 76-77, sekwencjonowanie SSU — jak w R04

R11 —str. 79, ko-filogenetyka - jak w R05

R12 —str. 84 — Powinno by¢ raczej “located in Hungary, Romania and Serbia” jezeli Ryc. 4 jest poprawna?
R13 —str. 85 — Powinno by¢ raczej “each individual coming from a single population from Slovakia,

Romania, Croatia and Ukraine(?)”jezeli Ryc. 4 jest poprawna?

Telefon: (12) 422 19 01 * Fax: (12) 422 42 94 * E-mail: office@isez.pan.krakow.pl
REGON - 000326227 NIP - 675 000 18 86

www.isez.pan.krakow.pl




Instytut Systematyki i Ewolucji Zwierzat
Polskiej Akademii Nauk

SI A0 s

ISEZ PA ul. Stawkowska 17 * 31-016 Krakéw

R14 —str. 86 — Powinno by¢ raczej “present in 3 individuals from 1 population in Romania jezeli Ryc. 4 jest
poprawna?

RI5 —str. 88 - Powinno by¢ raczej “Only the last haplogroup, N. granulosis b02 was restricted to 1
individual from Montenegro.” jezeli Ryc. 4 jest poprawna?

Uwagi do Rozdzialu III

R16 —str. 129 — jak w R08

R17 —str. 141, “This was a necessary strategy, instead of designing primers specific to our N. granulosis,
since we did not know a priori the level of variation hidden behind our other SSU haplogroups.” — Wydaje
mi si¢ ze wynik mozna bylo osiggna¢ z uzyciem mieszaniny specyficznych primeréw i nastepnie klonowania
przed sekwencjonowaniem Sangera lub sekwencjonowania NGS miksu amplikonéw.

RI8 —str. 145, “We were unable to discriminate if these observations are due to heterozygous individuals or
to bi-infections involving two haplogroups in the same individuals.” — To mogto by¢ wykonane z uzyciem
klonowania. W przypadku osobnikéw hererozygotycznych proporcja sekwencji powinna by¢ réwna, a w
przypadku infekcji podwdjnej, udzial obu alleli w sekwencjach powinien odbiegaé od réwnowagi.

R19 —w catym manuskrypcie sg uzywane dwie nazwy: Cucumispora roeselii lub Cucumispora roeselum —
ktora jest poprawna?

Powyzej wymienione uwagi i pytania dotyczace recenzowanej rozprawy odnosza si¢ do mniej
istotnych kwestii lub brakujacych informacji, lub sa raczej dyskusja nt. wykorzystanych metod w tych
badaniach, niz krytycznymi uwagami i zadne z nich nie dotycza punktéw kluczowych, ktére wymagatyby
powazniejszych zmian w rozprawie.

Pan Quiles swoja rozprawa doktorska dowiddl, iz ma rozlegla wiedze na temat prowadzonych badan
naukowych. Wykazat specjalistyczna wiedzg na temat systematyki i ewolucji zaréwno obunogéw jak i
mikrosporydiéw, a takze metod i narzedzi stosowanych w analizach molekularnych z zakresu filogenetyki i
filogeografii. Doktorant pokazat takze, ze jest zdolny do projektowania nowych pomystéw badawczych.
Dodatkowo, jego badania doprowadzity do opracowania bazy markeréw dwoch rodzajéow (SSU i RPB1) dla
duzej grupy mikrosporydiow (szczegolnie dla N. granulosis), co jest istotnym wkladem w systematyke tej
grupy.

Najlepszym wyznacznikiem obecnosci Pana Quila w dyskursie naukowym jest to, ze w jego
rozprawie jest zawarty artykut opublikowany w czasopismie o duzej renomie, a takze to, ze jest autorem
dalszych trzech artykuléw i jednego doniesienia konferencyjnego (jakos¢ tych opracowan zostata juz

oceniona przez ekspertow).
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WNIOSEK KONCOWY
Uwzgledniajac  wysoka jakos¢ prezentowanego artykulu i manuskryptéw oraz znaczenie

otrzymanych danych i wnioskéw, uwazam, Ze rozprawa doktorska Pana Adrien’a Quiles spelnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, w S$wietle obowigzujgcych przepisow, a w
szczegblnosci spetniajg warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst. jedn. Dz. U. z 2017
r. poz. 1789 ze zm.), a takze rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 1
wrzesnia 2011 r. w sprawie kryteriow oceny osiagnie¢ osoby ubiegajacej sie o nadanie stopnia
doktora habilitdwanego (Dz. U. z 2011 r., nr 196 poz. 1165) i rozporzadzenia Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegbtowego trybu i warunkéw
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w
postgpowaniu o nadanie tytulu profesora (Dz. U. z 2018 r., poz. 261), w zwigzku z art. 179 ust. 11 3
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1669 ze zm.).

Wnosz¢ do Komisji Université de Bourgogne Franche-Comté i Komisji Uniwersytetu

Lodzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pana mgr

Tl //5/

dr hab. Lukasz Kajto

Adrien’a Quiles do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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