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Ocena rozprawy doktorskiej magistra Jana Jakuba Pomorskiego
pt. Molekularna charakterystyka oksydazy cytochromowej 1 (COIl) oraz jej wkiad

w bioenergetyczng adaptacje organizmu do srodowiska

Oksydaza cytochromowa jest biatkiem mitochodrialnym, ostatnim ogniwem taficucha
oddechowego biorgcym udziat w oddychaniu tlenowym na poziomie komérkowym. Odkrycie
zwigzkow zwanych cytochromami i roli jaka petni oksydaza cytochromowa zawdzieczamy
Dawidowi Keilinowi, wybitnemu entomologowi badajgcemu adaptacje larw pasozytniczych
muchowek. Keilin do 17 roku zycia mieszkat w Warszawie (jego rodzice byli Polakami),
natomiast kariere naukowg zaczynat we Francji w 1906 roku, a nastepnie kontynuowat w
Anglii, gdzie w latach 20-tych XX wieku rozpoczat badania eksperymentalne w dziedzinie
biochemii. Od czasu ukazania sie jego pierwszej pubiika'cji (1925 rok) do dnia dzisiejszego
mineto niespetna 90 lat.

O roli jaka petni oksydaza cytochromowa swiadczy liczba opracowari naukowych i
popularno-naukowych. W wyszukiwarkach internetowych mozna znalei¢ blisko 7 miliondéw
stron zawierajgcych opracowania na ten temat, w tym liczne pliki graficzne i filmy.
Niewatpliwie przyczynito sie do tego opracowanie i opublikowanie w 2003 roku przez Heberta
i wspoétautorow metody identyfikacji gatunkowej osobnikéw na podstawie ich sekwencji DNA
tzw. barkodingu DNA. W metodzie tej wykorzystuje sie fragment genu pierwszej podjednostki
oksydazy cytochromowej (COl). Rozwdj technik analiz molekularnych i obnizenie ich kosztow
oraz rozwdj profesjonalnych baz danych dostepnych poprzez sie¢ internetowg ufatwit
pozyskanie informacji o sekwencjach COI obejmujgcych swiat organizméw zywych.

Ponad 5 milionéw sekwencji COl zgromadzonych w bazie BOLD, to zbior
zweryfikowanych  wiarygodnych danych umozliwiajagcych  przeprowadzanie analiz

statystycznych, ktére pozwalajg zaréwno na formutowanie, jak i rozwigzywanie oryginalnych
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problemdw badawczych. Z takiej sposobnosci skorzystat Doktorant przedstawiajac do oceny

rozprawe dotyczacg molekularnej charakterystyki COl. Dodatkowo prc’JboWa’f rozwigzac
problem zwigzany z potencjalnym wktadem COI w bioenergetyczng adaptacje organizmoéw do
srodowiska.

Przedstawiona do oceny praca liczy ogétem 146 stron, w tym 122 strony tekstu
zawierajgce 24 ryciny i 19 tabel. Na pozostatych 24 stronach znajduje sie 15 zatgcznikéw
oznaczonymi literami od A do N. Do pracy dotaczona jest ptyta CD z plikami zawierajgcymi
rozprawe oraz dodatkowo listy gatunkow uzytych do analiz miejsc funkcjonalnych i zmiennosci
domen oraz modeli biatek. Struktura pracy jest typowa dla rozpraw doktorskich: Wstep,
Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Literatura.

Obszerny wstep w punkcie pierwszym zawiera doktadny opis budowy i funkcjonowania
oksydazy cytochromowej. Punkt drugi zatytutowany jest troche na wyros;t ,Bioenergetyka i
adaptacja organizmoéw do $srodowiska”. Zawiera on szereg luznych informacji irwynikc')w badan
na temat powigzan: tempo metabolizmu, a funkcjonowanie oksydazy cytochromowej na
poziomie komoérkowym oraz organizmalnym. Wydzielony w tym punkcie podpunkt
»,Charakterystyka genomu mitochondrialnego” jest rowniez zbiorem cytowan publikacji
obejmujacym caty swiat organizméw zywych, ktadacym akcent na informacjach dotyczacych
tempa mutacji. Sg tez przytoczone dane o tempie ewolucji (strona 15). Czy Doktorant uwazia,
ze pojecia te sg tozsame? W punkcie trzecim zostata scharakteryzowana metoda barkodingu
DNA. Uwazam, ze w pracy naukowej sensowne jest przedstawianie argumentéw naukowych,
niezaleznie czy sg za, czy przeciw prezentowanym hipotezom i teoriom. Wprowadzanie
argumentow i sformutowan z innych dziedzin zycia spotecznego jest zbednym balastem.
Cytowanie pracy (Mora i inni 2011), ktdra prezentuje wyniki oparte na ankiecie
przeprowadzonej wsréd taksonomoéw jest takim witasnie przyktadem. Jaki sens naukowy maja
szacunkowe wyliczenia, ze koszt opisania nowego gatunku wynosi 48 500 USS, stad trzeba
przeznaczy¢ 364 biliondéw USS, 1 200 lat pracy 303 000 klasycznych taksonomow, aby poznac
bioréznorodnos$¢ Ziemi, ktorej obecng znajomosé autorzy szacujg na 14% (liczba rowniez
dyskusyjna)? Czy jest to jedyny argument za wprowadzeniem metody barkodingu? Doktorant
pisze ,sytucja zmienita sie w roku 2003 wraz z powstaniem idei barkodingu DNA”. Dalej
czytamy, ze zarejestrowanych jest w bazie BOLD (luty 2015 rok) ponad 5 min sekwencji dla
229 945 gatunkow roslin, grzybow, zwierzat i Protista (czyli przez 12 lat funkcjonowania

metody). Jezeli zgodzimy sie z polaryzowang przez autora publikacji (Mora i inni 2011) liczbg
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gatunkow zyjacych na Ziemi (ca. 11 min) i opisanych (1,2 min), to nalezy stwierdzic, ze przy
zastosowaniu metody barkodingu scharakteryzujemy gatunki juz opisane za 6 lat, a wszystkie
7yjace za kolejnych 50 lat. Oczywiscie zaktadajac, ze wszystkie przezyja i nie bierzemy pod
uwage juz wczesniej wymar.’rych. A jezeli gatunkow jest 100 min. (sq takie szacunki)_, to trzeba
bedzie jeszcze 600 lat. Wiarygodnos’é tych polaryzacji jest tak niska jak zaprezentowanych w
pracy Mora i inni (2011). Kolejnym argumentem paranaukowym jest cytowanie artykutu
zawierajacego zapis rozmowy dziennikarza z naukowcami opublikowanego w ,Conservation
in Parctice” (Holloway 2006). Dotyczy on lobbingu na rzecz projektu zastosowania barkodingu
do badari biordéznorodnosci obszaru ,Area de Conservacion Guanacaste” na Kostaryce.
Doktorant cytuje zarzuty przeciwnikow stosowania metody barkodingu i odrzuca je piszgc ,,...
celem tej [barkodingu] inicjatywy jest proba uzdrowienia taksonomii oraz zdemokratyzowanie
dostepu do bior6znorodnosci i taksonomii” - sg to tezy zaczerpnigte bezposrednio z publikacji
Hollowaya (2006). Wolatbym, aby w stosunku do metody barkodingu byty uzywane pojecia
Jteoria” i ,hipoteza” niz ,idea” lub inicjatywa”. Doktorant uniknatby réwniez sformutowan,
ktorych dzisiaj nawet klasyczny taksonom nie odwazytby sie zastosowac w stosunku do
przysztoéci barkodingu: ,Mozna go [,barkoding”] bowiem traktowac jako system
diagnostyczny dla gatunkéw Zzyjacych na Ziemi, poniewaz nawet jesdli nie przyporzadkuje
danego organizmu do gatunku, to bedzie w stanie zidentyfikowa¢ wyzszy takson, do ktérego
on nalezy. Wéwczas mozna przeanalizowac inny gen ... lub przekazac okaz do taksonoma w
celu ostatecznej identyfikacji czy tez opisu diagnostycznego”. Wartosciowe w tej czesci
Wstepu jest klarowne przedstawienie podstaw genetycznych i taksonomicznych stosowania
metody barkodingu oraz stwierdzenie, ze ,nie moina odrzuca¢ potencjatu, jaki ze soba
[barkoding] niesie”.

Wstep, mimo podania duzej liczy luzno powigzanych informacji obejmujacych szeroki
zakres tematyczny, napisany jest jezykiem zrozumiatym dla przecietnego biologa, w sposéb
klarowny i uporzadkowany. Doktorant wykazuje sie znajomoscig najnowszej literatury oraz
poprawnie formutuje cele pracy. Zasadniczy, pierwszy cel, dotyczy zastosowania wskaznikow
zmiennosci sekwencji nukleotydowej genu COI do badari taksonomicznych zwigzanych z
wyznaczaniem taksondw szczebla gatunkowego i rodzajowego oraz wyiszych jednostek. Drugi
zasadniczy cel pracy (pkt 5) dotyczy okreslenia potencjalnego wktadu COI w bioenergetyczng
adaptacje organizméw do $rodowiska. Cele pozostate (pkt 2-4) zwigzane s3 z opisem

molekularnej charakterystyki COI. Sprawie barkodingu i taksonomii (pkt 1. w rozdziale Cel
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pracy) Doktorant poswiecit blisko potowe swojej dysertacji, jednak nie zaznaczyt tego w
temacie pracy. Wydaje sie, ze oceniana rozprawa doktorska zawiera trzy tematy badawcze,
ktore z powodzeniem mogtyby zosta¢ zrealizowane jako trzy odrebne prace: 1)
charakterystyka molekularna COI (przy tak szerokim potraktowaniu problemu nie batbym sie,
ze miataby charakter opisowy, poniewaz powigzanie wielu faktdw na rdinych poziomach
budowy i funkcjonowania COI stanowi oryginalny wktad do nauki), 2) zagadnienia zwigzane z
barkodingiem, 3) wktad COl w bioenergetyczng adaptacje organizmu do sSrodowiska
(oczywiscie organizmu zwierzecego, moze tak wtasnie nalezatoby uscisli¢ temat obecnej
dysertacji).

Rozdziat ,,Materiat i metody” zawiera opis analiz, w ktorych stosowane sg poszczegdlne
ciggi procedur wedtug schematu: 1) zestawie.-nié zbioru danych (taksony/sekwencje), 2)
zastosowane oprogramowanie, 3) zatozenia metodyczne przeprowadzonych analiz.
Przeprowadzono cztery analizy: 1) analiza dystrybucji zmiennosci sekwencji nukleotydowej we
fragmencie genu COIl stosowanym w projekcie barkodingu DNA — dla poréwnania sekwenc;ji
nukleotydowych uzyty zostat program ClustalW wchodzgcy w sktad MEGAS6, ktéry
wykorzystywany byt réwniez w pozostatych analizach, 2) analiza zmiennosci nukleotydowe; i
aminokwasowej w domenach biatkowych COl we fragmencie stosowanym w projekcie
barkodingu DNA oraz analiza presji selekcyjnej — wykorzystano program TMHMM do
lokalizowania potencjalnych domen oraz program PAST do analizy rozktadu danych oraz
testow Shapiro-Wilk, 3) analiza dystrybucji zmiennosci sekwencji nukleotydowej w
kompletnych sekwencjach COl — uzyto programow MEGAG6 i TMHMM, 4) charakterystyka
tréjwymiarowej struktury COl — przy pomocy programu |-Tasser tworzono tréjwymiarowe
modele biatek, ktérych struktury porownywano z wykorzystaniem programu LGA, wiasciwosci
fizykochemiczne i ich poréwnanie okreslane byty przy uzyciu programoéw ProtParam, Tool,
PROPKA3.1, H++, ProteinStability, PoPMusic 2.1, mCSM, Deep-Viw/Swiss-Pdb Viewer, VMD,
BeAtMusic, wizualizacja struktur uzyskanych modeli biatek wykonana byta przy wykorzystaniu
programoéw Jalview i PRALINE. Doktorant korzystat z nastepujgcych baz danych: BOLD
(pobrane byty sekwencje nukleotydowe stanowigce czes¢ genu COI, przepisywane byty
rowniez na sekwencje aminokwasowe, uzyte w analizie 1 i 2), GenBank (pobrane byty
sekwencje COIl z bazy biatek, uzyte w analizie 3); UniProt dla poréwnania otrzymanych
wynikow zlokalizowanych domen biatkowych (analiza 2); na podstawie danych z bazy

Conserved Domains Database ustalane byly lokalizacje wszystkich analizowanych
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aminokwasow, baza RCSB Protein Data Bank dla danych do programu PoPMusic 2.1 (analiza
4). Niestety w przypadku pierwszych dwoch analiz Doktorant nie podat jakie sekwencje jakich
gatunkow zostaty wykorzystane do badan, w przypadku trzeciej analizy dane zostaty zatgczone
na ptycie CD, natomiast czwarta an_aliza oparta byta na 15 gatunkach (taka liczba widnieje w
tekécie na stronie 26) jednak tabela 3 zawiera jedynie wykaz 14 gatunkéw, w tym Bos taurus
(gatunek referencyjny, ktérego struktura trzeciorzedowa COIl zostata eksperymentalnie
okreslona). Bos taurus czyli tur europejski jest to nazwa nadana przez Linneusza, najczesciej
interpretowana jako nazwa zbiorcza wszystkich ras bydta domowego. Czy jest to takson
jednorodny genetycznie, szczegdlnie jesli chodzi o COI?

Wyniki i Dyskusja przedstawione sa w trzech giéwnych punktach: 1) analiza zmiennosci
pierwszej podjednostki genu COI, 2) analiza zmiennosci nukleotydowej i aminokwasowej w
domenach COIl, 3) analiza COI u wybranych gatunkow zwierzgt pod wzgledem strukturalnym
oraz funkcjonalnym.

Doktorant przedstawit 8 wnioskdow. Pierwszy, moze by¢ traktowany jako przyszta
hipoteza badawcza. Doktorant potwierdzit ,zasade 10-krotnosci” w stosunku do grup szczebla
rodzajowego (6 na 8 analizowanych grup). Zasada 10-krotnosci stosowana jest w barkodingu
na poziomie gatunku — zmiennos¢ sekwencji pomiedzy gatunkami jest przynajmniej 10 razy
wieksza niz wewnatrz gatunku, co umozliwia przypisanie danego osobnika do danego gatunku.
Drugi i trzeci wniosek sg bardzo szczegdtowe i dotyczg charakterystyki COI (struktura domen
oraz konserwatywno$¢ sekwencji COl), podobnie wniosek 5 (brak istotnego wptywu zmian
aminokwasow na konformacje i stabilno$¢ COIl), wnioski 6 i 7 zawierajg ciekawe informacje na
temat nicieni, dotyczy zmiennosci aminokwasow tworzacych kanaty protonowe D i K oraz
$ciezke transportu elektrondw. Rozwiniecia wymagatby wniosek 4 dotyczacy presji selekcyjnej
na badane domeny oraz wniosek 8 dotyczgcy modyfikacji aminokwaséw w specyficznych
miejscach iich znaczenia adaptacyjnego w przypadku interakcji COl z innymi podjednostkami.
Przedstawione wnioski nawigzuja przede wszystkim do problematyki badawczej
sformutowanej w pierwszej czes¢ tematu dysertacji ,Molekularna charakterystyka oksydazy
cytochromowej 1 (COI)".

W rozdziale ,Literatura” znajduje sie 285 pozycji pismiennictwa opracowanych w
sposéb standardowy, blisko 30% prac zostato opublikowanych w ostatnich 6 latach, 9 w roku

2015. Doktorant wykazat sie bardzo dobrg znajomoscia literatury, réwniez tej najnowszej,



zwigzanej z tematem badawczym. We wiasciwy sposohb wykorzystat cytowania, zarowno we
wstepie, przedstawianiu metod, jak i w dyskusji.

Praca napisana jest poprawng polszczyzng, z wykorzystaniem terminologii fachowe;.
Doktorant posiada umiejetnosci objasniania trudnych probleméw z zakresu genetyki
molekularnej.

Uktad tresci i tekstu jest na ogét poprawny. Mankamentami, ktore nie miaty istotnego
wptywu na przedstawienie i zrozumienie zawartych tresci byty literéwki i btedy w koncowkach
(strona 9, 14,17, 19, 28, 29, 53, 81, 83, 84, 94), powtdrzenie czesci tekstu na stronie 34 (akapit
zaczynajacy sie ,Na podstawie wykonanego przyrownania...”), niedoktadne opisy w tabelach
np. na stronie 40, 42 i 43 (ostatnia kolumna opisana jako ,stosunek”, dopiero z tekstu mozna
dowiedziec sie co to za relacja), tytuty zatgcznikéw J, Ki N zamieszczone sg na koricu (czasami
na 5 stronie danego zatgcznika).

Zanim przedstawie najwainiejsze z moich zastrzeien ‘odwo’fam sie do cytatu
doktoranta, ktory znalazt sie na korncu dyskusji dotyczacej wykorzystania sekwencji COl w
taksonomii (strony 77-83). Zaczyna sie on nastepujgco: ,Wszystko to uwidacznia takze, jak
wazna jest w catej tej kwestii praca taksondow”. Pewnie doktorant miat na mysli
Jtaksonomoéw”, jednak, pewnie przez przypadek, sformutowat prawidtowy wniosek. W
przedstawionych przez niego analizach nie procedury i algorytmy statystyczne, lecz taksony
powinny ,pracowac”. To one ,daj3” sekwencje, czyli realng informacje biologiczna.
Zastrzezenia moje budzi dobdr danych do analiz. Doktorant sam odkryl, lecz niezbyt chetnie
przyznat sie, ze popetnit btagd w przypadku przeprowadzenia analizy zmiennosci COL. D‘ane do
tej analizy stanowit zbior sekwencji podzielonych na 4 grupy zgodnie z klasyfikacjg: motyle,
chrzgszcze, slimaki i ptaki. Liczba sekwencji wynikata z dostepnosci danych (takie ograniczenie
w doborze danych bardzo utrudnito przeprowadzenie réwniez innych analiz) i wynosita 81 dla
kazdej grupy zgodnie z zasadg 3 osobniki x 3 gatunki x 3 rodzaje x 3 rodziny. Jak juz
wspomniatem Doktorant nie podat wykazu taksondw i sekwencji. Wyniki przeprowadzonych
porownan zmiennosci wewnatrz taksonu i miedzy taksonami na poziomie gatunku, rodzaju i
rodziny wykazaty potwierdzenie zakresu statystycznej wystandaryzowanej przez zatozenia
metody barkodingu zmiennosci tych taksonéw z wyjatkiem chrzgszczy. Duza zmiennosc
wewnat-rzgatu-nkowa tej grupy spowodowana byta wykorzystaniem sekwencji trzech
nastepujgcych gatunkdw: Moneilema armatum, Liparthrum pilosum i Apanarthrum glabrum

(dopiero w rozdziatach Wyniki i Dyskusja Doktorant wymienia konkretne gatuhki stanowigce
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materiat badawczy). Po usunieciu danych tych gatunkéw Ssrednia zmiennoéé
wewnatrzgatunkowa w grupie chrzgszczy zmniejszyta si¢ z 0,032 do 0,020 i osiggnetfa
oczekiwane wartosci, czyli potwierdzita zasade 10-krotnosci. Zasada ta zostata sformutowana
na podstawie zbioru danych pochodzacych z dotychczasowych badan COl (barkoding). Wysoka
zmiennos¢ miedzygatunkowa i jednoczesnie niska wewnatrzgatunkowa umozliwiajg ustalenie
zakresu zmiennosci charakterystycznego dla danego gatunku, a co za tym idzie jego
identyfikacje. Wysoka zmiennos$¢ wewnatrzgatunkowa przekraczajgca 10% wskazuje na to, ze
»Nie sg to gatunki genetycznie jednorodne i wsrod nich moga wystepowac gatunki kryptyczne”
(cytat ze strony 36). Sekwencje wymienionych powyzej trzech gatunkéw umieszczone byty w
bazie danych po wykonaniu konkretnych badan opisanych w publikacjach: Moneilema
armatum — Smith i Farrel (2005), Liparthrum pilosum — Jordal i inni (2004), Apanarthrum
glabrum - Jordal i inni (2006). Moneilema armatum to bezskrzydty chrzaszcz z rodziny
kézkowatych zamieszkujgcy pustynne obszary pogranicza USA i Meksyku. Badania oparte na
sekwencjach mitochondrialnych tego gatunku pozwolity na przetestowanie hipotezy
dotyczacej rozszerzania sie jego zasiegu wystepowania w kierunku poétnocnym w okresie
postglacjalnym. Wczesniej gatunek ten tworzyty izolowane, mate populacje. Jest to klasyczny
przyktad wystepowania warunkéw sprzyjajacych takim zjawiskom jak inbred, czy tez dryft
genetyczny, co z kolei moze doprowadzi¢ do szybkiego zréznicowania sie populacji (lub jej
wymarcia) i specjacji. Drugi przypadek duiej zmiennosci wewngatrzgatunkowej dotyczy
Liparthrum pilosum, czyli kornika zerujgcego na roslinach z rodzaju Euphorbia. Jordal i inni
(2004) przeprowadzili badania pokrewieristwa w obrebie rodzaju Liparthrum wykorzystujac
mitochondrialne i jadrowe DNA oraz cechy morfologiczne. Badane korniki to endemity
zamieszkujgce poszczegodlne obszary tzw. Makaronezji (sg to wyspy u wybrzeza pétnocno-
zachodniej Afryki). Juz badania wstepne wykazaty duze zrdoznicowanie wewnatrz populacji
kilku gatunkéw, w tym jednego jeszcze formalnie nie opisanego, oznaczonego jako L.
‘pilosum’. Wydzielono 3 linie o nazwach L. ‘pilosum’ A, L. ‘pilosum” B i L. ‘pilosum’ C. Dalsze
badania (konstruowanie drzewa filogenetycznego) dowiodty, ze populacje te znalazty sie w 3
rodznych kladach. Autorzy za oznaczenie podziekowali specjaliscie dodajac, ze formalny opis
zostat przez niego dokonany i jest w druku , Knizek, in press”. Do dnia dzisiejszego nazwa L.
pilosum nie zostata opublikowana wraz z opisem gatunku, zgodnie z zasadami
Miedzynarodowego Kodeksu Nomenklatury Zoologicznej. Trzeci przypadek dotyczy kornika

Apanarthrum glabrum zerujgcego na gatazkach roslin z rodzaju Euphorbia. Jordal i inni (2006)
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w oparciu o badania mitochondrialnego i jadrowego DNA testowali hipotezg o sympatrycznej
specjacji dwdch endemicznych taksonow: podgatunku A. glabratum nudum i gatunku A.
subglabrum wystepujgcych na wyspie La Palma (Wyspy Kanaryjskie). Podgatunek A.
g!abratum glabratum nie wystepuje na La Palma, ma jednak szerszy zasieg (Teneryfa, El Hierro
i La Gomera). Badania mDNA wskazaty na blizsze pokrewieristwo A. subglabrum i A. glabratum
nudum, co dowodzitoby jednorazowego skolonizowania wyspy La Palma i zajscia specjacji
sympatrycznej. Jednak wyniki badan jadrowego DNA i budowy aparatéw kopulacyjnych
wskazujg na blizsze pokrewieristwo A. glabratum nudum i A. glabratum glabratum, a to
zaktada zajscie wielokrotnej kolonizacji wyspy La Palma przy wczesniejszej specjacji
allopatrycznej. Podobieristwo w budowie mDNa pomiedzy A. glabratum i A. glabrum nudum
zostato wyttumaczone introgresjg, ktora zaszta w wyniku hybrydyzacji; niedopasowanie
genetyczne i/lub rdznice w budowie aparatu kopulacyjnego ttumaczg sympatryczne
wystepowanie tych dwdch taksonéw. Ponadto gatunek A. glabratum ma dwa, wyraznie
zréznicowane morfologicznie i genetycznie, podgatunki. Podobne problemy (duza zmiennos¢
wewnatrzgatunkowa) wystgpity rowniez w przypadku jednego gatunku slimaka nalezgcego do
polifiletycznego taksonu Littorinimorpha. Brak wykazu gatunkéw, ktorych sekwencje
pozyskano do badari uniemozliwia okreslenie wptywu ich pokrewieristwa na uzyskane wyniki
dotyczace pordwnania zmiennosci COL.

Mniej istotne, ale ktopotliwe lub mylace dla czytelnika, jest stosowanie wymiennie w
catym tekscie nazw taksondw wyiszych np. ,chrzaszcze Coleoptera”, ,chrzaszcze
(Coleoptera)”, ,chrzgszcze”, ,Coleoptera”, brak jednorodnego schematu tworzenia list
taksondw (alfabetyczny lub systematyczny), albo uzywanie starego systemu klasyfikacji —
»gromada Insecta” (obecnie podziat na Ectognatha i Endognatha). Wazniejszym jednak
mankamentem jest zatozenie, ze ranga taksonu wyiszego np. rodziny, rzedu, gromady w
klasyfikacji linneuszowskiej jest wystandaryzowana i mozna poréwnyWac’ taksony tych samych
szczebli nalezace do slimakow, owaddw, ryb, ptakow i ssakéw. Czy s3 to taksony naturalne?
Uzyskane wyniki potwierdzajg teze o jatowosci takich analiz. Jezeli namawiatbym Doktoranta
do poréwnan, to tylko na poziomie rodzaju, i to tylko dlatego, ze mozna znaleic jakie$
teoretyczne podstawy mdwigce, ze rodzaj jest jednostkg naturalng np. pojecie ,,geniati-on",
czyli zjawiska tworzenia sie rodzaju opisane przez Dubois (1988). Stad za bardzo ciekawe
uwazam wnioskowanie Doktoranta dotyczgce mozliwosci wykorzystania wskaznikdw

zmiennosci drugiego nukleotydu i zmiennosci aminokwaséw do grupowania gatunkéw w
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rodzaje. Zachgcam do dalszych badan i udziatu w dyskusji poruszajgcej problem czy rodzaj jest
taksonem naturalnym. Namawiam do wiekszej odwagi w budowaniu hipotez i interpretac;ji
wynikow.

Zgadzam sie z Doktorantem, ze ,,dobr'a baza jest kluczowym elementem identyfikac;ji
gatunkdw. Bez niej, niezaleznie od tego, dla ilu osobnikéw zostanie zsekwencjonowany
fragment genu COI, nie bedzie mozliwa zadna identyfikacja, czy to gatunkdw, czy to rodzajow.
Dlatego tak wazna jest wspotpraca pomiedzy genetykami i taksonomami” (strona 83). W
obecnej chwili nie trzeba udowadnia¢ korzysci ptyngcych z wprowadzenia metody barkodingu
DNA, raczej nalezy podja¢ dziatania nad jej dalszym testowaniem, wprowadzaniem nowych
technik i szerszym wykorzystywaniem. Doktorant juz to uczynit badajaci wskazujgc na domeny
konserwatywne umozliwiajgce zaprojektowanie uniwersalnych starterow do PCR przy
wykorzystaniu do identyfikacji gatunkowej minibarkodéw (sg to krétkie sekwencje COI
zawierajgce 100-200 pz) np. w przypadku okazéow muzealnych lub materiatu kopalnego.
Uwazam, ze najbardziej wartosciowa czesc badan i uzyskanych wynikéw dotyczy molekularnej
charakterystyki COl. Doktorant udowodnit, ze zna i potrafi postugiwac sie nowoczesnymi
technikami analizy danych w zakresie genetyki molekularnej.

Olbrzymia praca wiozona przez Doktoranta w wykonane analizy oraz szeroki zakres
tematyki badawczej sprawity, ze nabyt On doswiadczenie badawcze, ktore z pewnoscig
zaprocentuje w przysztosci. Jestem przekonany, ze uzyskane w czasie realizowania doktoratu
wyniki powinny by¢ opracowywane i publikowane. Moje krytyczne uwagi traktuje jako
dyskusje naukowa, majac nadzieje, ze zostanie wykorzystana i pomoze w tworzeniu przysztych
projektéw badawczych Doktoranta.

Uwazam, ze przedstawiona do oceny praca spé’mia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim i wnosze o dopuszczenie magistra Jana Jakuba Pomorskiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Dariusz lwan
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