WARSZAWSKI
UNIWERSYTET
MEDYCZNY

KATEDRA I ZAKEAD BIOLOGII OGOLNEJ I PARAZYTOLOGII

Warszawa, 20 wrzesnia 2024r.

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Ewy Magdaleny Pyrki
pod tytulem
,,Taksonomiczne i filogenetyczne aspekty ukladu pasozyt-zywiciel (Digenea, Strigeidae)

w oparciu 0 badania molekularne”

Podstaws sporzadzenia niniejszej recenzji jest uchwata nr 77/2022 Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego z dnia 21 kwietnia 2022r. oraz pismo prof. dr

hab. Marcina Kadeja Przewodniczacego tejze Rady z dnia 22 lipca 2024r.

Rozprawa doktorska mgr Ewy Magdaleny Pyrki zostala przygotowana w Zakladzie
Parazytologii Wydziatu Nauk Biologicznych pod kierunkiem promotora dr hab. Joanny
Hildebrand, prof. UWTr, a jej zasadnicza cze$¢ stanowi cykl trzech powiazanych tematycznie,
oryginalnych artykutéw naukowych. W dwdch z nich doktorantka jest pierwsza autorka, a w
jednym wspdtautorka.

Wybér tematyki badawczej uwazam za w pelni uzasadniony, istotny z poznawczego
punktu widzenia i wpisujacy si¢ w problemy podejmowane przez promotor rozprawy.

Uklad pasozyt-zywiciel jest jedna z najbardziej zlozonych 1 réznorodnych
biologicznych interakcji. W Kontekécie ewolucji, zalezno$¢ miedzy pasozytem a jego
zywicielem ksztattuje ich biologig, taksonomig oraz filogenezg¢. Badania molekularne, w tym
analiza DNA, RNA oraz biatek, pozwolily na glgbsze zrozumienie tych zaleznosci,
umozliwiajac precyzyjne okreslenie relacji taksonomicznych i filogenetycznych. Tradycyjna
taksonomia opierata si¢ gloéwnie na cechach morfologicznych i fizjologicznych. Jednakze

rozwéj technik molekularnych, takich jak sekwencjonowanie DNA, czy analiza markerow
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molekularnych (np. genéw mitochondrialnych, rybosomalnych), umozliwit bardziej precyzyjna
klasyfikacje organizméw, w tym pasozytéw i ich zywicieli. Badania molekularne pozwalajg na
identyfikacje gatunkéw pasozytow nawet wtedy, gdy réznice morfologiczne sg minimalne.
Sekwencjonowanie markeréw genetycznych, takich jak geny rybosomalne (np. 18S rRNA) lub
mitochondrialne (COI), umozliwia precyzyjne rozréznienie tych gatunkéw. Ponadto,
wykorzystanie narzedzi molekularnych pozwala na badanie tzw. gatunkéw kryptycznych, czyli
takich, ktére s3 morfologicznie niemal identyczne, ale genetycznie wyraznie odrgbne. Sytuacja
ta stosunkowo czesto wystepuje wsrod pasozytéw, co znacznie komplikuje klasyfikacje i
zrozumienie ich biologii.

Filogeneza, czyli rekonstrukcja drzew ewolucyjnych, opiera si¢ na badaniu wspélnych
cech genetycznych organizméw. Dzieki analizom molekularnym mozliwe jest okreslenie nie
tylko pochodzenia pasozytow, ale takze ewolucji ich interakeji z zywicielami. Stad Jednym z
najwazniejszych aspektow filogenezy uktadu pasozyt-zywiciel jest zjawisko koewolucji.
Koewolucja odnosi si¢ do wzajemnych, powigzanych zmian ewolucyjnych zachodzacych
zar6wno u pasozyta, jak i u zywiciela. Badania molekularne mogg wykaza¢, jak pasozyty
dostosowuja swoje strategie przystosowawcze do zywiciela (np. reakcji immunologicznych), a
takze jak zywiciele rozwijajg mechanizmy obronne w odpowiedzi na zarazenie. W niektorych
przypadkach drzewa filogenetyczne pasozytow i ich zywicieli sg ze sobg zgodne, co sugeruyje,
ze pasozyty koewoluowaly ze swoimi zywicielami przez dlugie okresy. Badania molekularne
potwierdzily te zgodnos¢ u wielu grup pasozytow, gdzie linie ewolucyjne pasozytéw i zywicieli
rozgalezialy si¢ réwnoczesnie.

Warto dodaé, ze Jednym z kluczowych zagadnien badanych dzigki metodom
molekularnym jest zjawisko zmiany Zzywiciela przez pasozyta. Badania filogenetyczne
wykazaly, ze niektére pasoZyty przenosza si¢ na zupetnie nowych zywicieli, niekiedy z
odlegtych grup filogenetycznych. Analiza molekularna umozliwia identyfikacje takich
przypadkéw 1 wyjasnienie mechanizmow, ktore umozliwiajg pasozytom adaptacje do nowych
srodowisk i zywicieli.

Taksonomiczne i filogenetyczne badania uktadu pasozyt-zywiciel na podstawie technik
molekularnych dostarczaja niezwykle precyzyjnych narzedzi do zrozumienia ewolucji tych
zlozonych relacji. Metody te, umozliwiajac identyfikacj¢ gatunkéw pasozytéw, badanie
koewolucji oraz zmian zywiciela, rewolucjonizuja klasyfikacje i interpretacj¢ relacji

ewolucyjnych miedzy pasozytami a ich zywicielami. W przysztosci dalszy rozwdj narzedzi
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molekularnych pozwoli na jeszcze glebsze zrozumienie mechanizméw ewolucyjnych lezacych
u podstaw tych interakcji. W tym kontekscie badania przeprowadzone przez doktorantke
przyczyniajg si¢ do lepszego zrozumienia biologii i filogenezy przedstawicieli Strigeidae
Railliet, 1919.

Rozprawa doktorska mgr Ewy Pyrki ma klasyczny uklad, a zasadniczg cz¢s¢ rozprawy
rozpoczyna Wstegp poprzedzajacy zataczone artykuty. Cykl publikacyjny rozprawy stanowia
nizej wymiotne publikacje:

1 Pyrka E, Kanarek G, Zalesny G, Hildebrand J. Leeches as the intermediate host for
strigeid trematodes: genetic diversity and taxonomy of the genera Australapatemon Sudarikov,
1959 and Cotylurus Szidat, 1928. Parasites & Vectors, 2021, 14: 44; doi:10.1186/s13071-020-
04538-9. Wskaznik Impact Factor - 4.047 (2021); punkty MEiN - 100 (2021).

2 Pyrka E, Kanarek G, Gabrysiak J, Jezewski W, Cichy A, Stanicka A, Zbikowska E,
Zalesny G, Hildebrand J. Life history strategies of Cotylurus spp. Szidat, 1928 (Trematoda,
Strigeidae) in the molecular era - Evolutionary consequences and implications for taxonomy.
International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife, 2022, 18: 201-211; doi:
10.1016/j.ijppaw.2022.06.002. Wskaznik Impact Factor - 2.6 (2022); punkty MEIN - 100
(2022)

3. Kanarek G, Gabrysiak J, Pyrka E, Jezewski W, Stanicka A, Cichy A, Zalesny G, Hildebrand
J. Hyperparasitism among larval stages of Digenea in snail hosts: sophisticated life strategy or
pure randomness? The scenario of Cotylurus sp. Zoological Journal of the Linnean Society,
2024, 200(4): 865-875; doi: 10.1093/zoolinnean/zlad102. Wskaznik Impact Factor - 3.0
(2024); Punkty MNiSW - 140 (2024)

Powyzsze periodyki nalezg do uznanych w §wiecie czasopism naukowych o wysokim,
jak dla reprezentowanej przez Doktorantke dziedziny, wspélczynniku oddziatywania (IF).
Swiadczy to posrednio o wartoéci prezentowanych przez Doktorantke wynikéw badan.

Rozprawa doktorska mgr Ewy Pyrki miesci si¢ na 101 numerowanych stronach,
wlaczajac w to kopie publikacji i o$wiadczenia wspdlautoréw. Zostata ona podzielona na
rozdzialy i podrozdziaty, z ktérych poza kopiami publikacji, najwazniejsze to Wstep, Cel i
Hipotezy, Wyniki Przedstawione w Publikacjach oraz Podsumowanie.

Zanim przejde do omoéwienia tresci rozprawy, chcialbym odnie$¢ si¢ do jej tytulu

. Taksonomiczne i filogenetyczne aspekty ukladu pasozyt-zywiciel (Digenea, Strigeidae) w
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oparciu o badania molekularne”, kiéry uwazam za niezbyt udany. Juz sama jego konstrukcja
budzi pewne watpliwosci ,,..aspekty ukladu pasozyt—zywiciel (Digenea, Strigeidae)...”. Moze
chodzilo o taksonomiczne i filogenetyczne aspekty ukiadu pasozyt—zywiciel na przykladzie
cyklu zyciowego przywr z rodziny Strigeidae?

Cze$¢ merytoryczng rozpoczynaja streszezenia w jezyku polskim 1 angielskim oraz
Wstep, ktory jest spojny, przemyslany i odnosi si¢ do najwazniejszych pozycji literaturowych.
Rozdzial ten jest prawidlowo skomponowany pod wzgledem merytorycznym i dobrze
wprowadza w temat rozprawy. Doktorantka porusza w nim zagadnienie ukladu pasozyt-
zywiciel, przedstawiajac kilka kluczowych informacji, jak: relacje pasozytnicze, koewolucja
pasozytow z zywicielami oraz cykle rozwojowe pasozytéw. Calos¢ przedstawia bogate tio
teoretyczne, ktore jest istotne dla badan nad rodzing Strigeidae. Cho¢ moim zdaniem zbyt
syntetycznie zostala potraktowana rodzina przywr bedaca zainteresowaniem doktorantki. Tekst
zawiera szczegolowe opisy morfologiczne i cykli zyciowych, co mogloby zosta¢ wzbogacone
dodatkowymi rycinami. Brakuje na przyklad grafiki przedstawiajacej morfologi¢ Strygeidae.
Rycina 1 jest stabo opisana, nalezaloby rozwina¢ legende i uzupelni¢ rycing o dodatkowe
grafiki takie jak np. stadia larwalne. Nie znalazlem tez odniesienia do tej ryciny w tekscie.
Dodatkowo, choé wstep dobrze kontekstualizuje hipotezy i cele, brakuje w nim powigzania z
konkretnymi pytaniami badawczymi. Warto bylo szerzej przedstawi¢, jakie nowe badania
zostanly przeprowadzone, aby testowaé hipotezy i jak beda one wptywa¢ na zrozumienie cyKkli
zyciowych i systematyki Strigeidae.

Bibliografia Wstepu liczy 83 pozycje oraz3 odnosniki do stron internetowych. Skoro
prace doktorantki przyczynily sie do lepszego poznania zrdéznicowania i biologii badanej
rodziny przywr, to czy cytowania jej publikacje nie powinny wzbogaci¢ wstgpu o te najnowsze
informacje?

Postawione przez doktorantke hipotezy badawcze zakladaty, ze (1) Metody
morfometryczne uznawane za diagnostyczne sa niewystarczajace do prawidlowe;j klasyfikacji
taksonéw przywr z rodziny Strigeidae oraz (2) Wykorzystanie marker6w molekularnych jest
niezbedne do prawidlowej weryfikacji taksonomicznej i biologii ukladu pasozyt — zywiciel.
Druga hipoteza jest niezgrabnie sformutowana i nie do konca wiadomo w jaki sposéb uzyte
prze doktorantke markery molekularne miatyby przyczyni¢ si¢ weryfikacji biologii ukfadu
pasozyt-zywiciel w przypadku przywr z rodziny Strigeidae. Prosz¢ w tym miegjscu o

odpowiednie wyjasnienie i doprecyzowanie, co Doktorantka miata na mysli.
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Powyzsze hipotezy Doktorantka postanowila zweryfikowaé stawiajgc sobie za glowny

cel analize taksonomiczng przedstawicieli rodziny Strigeidae wystgpujacych w Polsce oraz trzy

cele szczegotowe 4j:

. Molekularna charakterystyka przedstawicieli Strigeidae (Australapatemon,

Cotylurus) w odniesieniu do aktualnej systematyki.

. Okreslenie przydatnoseci i informatywnosci poszczegblnych markeréw

molekularnych.

. Analiza zréznicowania i specyficznosci zywicielskiej przedstawicieli Strigeidae, z

uwzglednieniem biologii.

W dalszej czesci znajduja si¢ kopie artykutdw wchodzacych w cykl publikacji i

o$wiadczenia wspolautorow wskazujgce wklad Doktorantki w ich przygotowanie.

W zalaczonych pracach Doktorantka w sposob logiczny i spdjny odpowiada na

postawione w rozprawie hipotezy i realizuje zdefiniowane cele. Na podkreslanie zastuguje fakt,

iz wyniki zostaty dodatkowo przedstawione na bardzo dobrze opracowanych i przemyslanych

rycinach, do przygotowania ktérych niezbgdna jest znajomo$¢ narzedzi bioinformatycznych.

Nie bede szczegdtowo przedstawial wynikéw kolejnych publikacji. Pozwole sobie jedynie na

wskazanie tych osiagnigé Doktorantki, ktdre uwazam za najwazniejsze.

Ujawnienie polifiletycznego charakteru gatunkéow C. syrius Dubois, 1934 i C.
cornutus (Rudolphi, 1809) Szidat, 1928 oraz niejasny status Cotylurus raabei
(Bezubik, 1958).

Wykazanie istnienia dwoch odrebnych linii filogenetycznych i ekologicznych w
obrebie rodzaju Cotylurus réznigcych si¢ strategami zZyciowymi - jedng
wykorzystujaca pijawki, i druga, wykorzystujgcg $limaki jako zywicieli form
inwazyjnych.

Stwierdzenie przypadkowego charakteru hiperpasozytnictwa metacerkarii Cotylurus
sp. na rozmnazajacych si¢ bezplciowo stadiach rozwojowych przywr (sporocystach
i/lub rediach) wystepujacych w slimakach oraz braku widocznych trendow
faworyzujacych taka strategi¢ Zyciows

Zaobserwowanie znacznie wyzZszej prewalencji 1 $redniej intensywnosc

wystgpowania metacerkarii u $limakéw niezarazonych sporocystami i/lub rediami,
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niz u slimakéw, w ktérych one wystgpowaly. Moze to sugerowac potencjalne
negatywne odzialywania miedzy tymi elementami helmintofauny, a w efekcie
wplywac na zgrupowania pasozytniczych u slimakow.

e Stwierdzenie uzytecznosci fragment genu COl mDNA jako markera zaré6wno do
identyfikacji przywr, jak i do analiz zréznicowania wewnatrz rodzajowego.
Doktorantka potwierdzita réwniez informatywno$¢ i uzytecznos¢ fragmentu genu
288 DNA w identyfikacji taksonomicznej oraz jego wigksza przydatnos¢ w

analizach pokrewienstw filogenetycznych przywr w porownaniu z 18S rDNA.

Zataczone do rozprawy publikacje Doktorantki, stanowig zasadniczg czgs¢ rozprawy. Ukazaty
si¢ one w bardzo dobrych i cenionych czasopismach z dziedziny, co gwarantuje, ze zostaly juz
zrecenzowane przez ekspertdéw zajmujacych sie tg tematyka badawczg. Trudno jest zatem
dokonywaé ponownej oceny prac, ktore z pewnoscia zostaly poprawione i uzupelnione o
sugestie recenzentéw. Z ciekawoséci naukowej pozwole sobie na kilka komentarzy.
Publikacja Al. Artykul dostarcza cennych informacji na temat wystgpowania i
roznorodnosci metacercarii w pijawkach oraz ich taksonomii. Wyniki potwierdzaja znaczenie
pijawek jako zywicieli posrednich przywr i dostarczajg nowych danych na temat réznorodnosci
gatunkowej oraz struktur genetycznej w obrebie rodzajow Australapatemon i Cotylurus.

Ponizej zamieszczam krétkie, dodatkowe komentarze:

s Proba badana jest stosunkowo ograniczona. Przebadano 153 osobnikow pijawek, co
moze by¢ niewystarczajgca liczba, aby w peini zrozumie¢ bogactwo gatunkowe przywr
i zroznicowanie biologiczne w wigkszej skali. Taka proba moze nie odzwierciedlac
pelnego zréznicowania na terenie obszaru Polska.

o Artykul koncentruje si¢ na wynikach z trzech regionéw Polski (nie podano liczby
stanowisk, w ktérych byl zbierany materiat) i na kilku gatunkach pijawek. Rozszerzenie
badart na inne lokalizacje geograficzne oraz dodatkowe gatunki pijawek mogloby
dostarczy¢ pelniejszego obrazu rozprzestrzenienia i réznorodnosci.

e W niektorych lokalizacjach liczba prob byla niewielka, co moze wplywa¢ na
dokladnos¢ wynikoéw i ogolne wnioski. Na przykiad, z Dolnego Slaska zbadanych
zostalo tylko 13 osobnikéw gatunku Erpobdella octoculata, co moze by¢

niewystarczajgce do uzyskania reprezentatywnych danych.
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¢ Wydaje sie, ze analiza GMYC sugeruje, ze w obrebie niektorych kladéw (np. C.
strigeoides i C. syrius) wyniki nie sa w petni jednoznaczne, co moze wskazywa¢ na
potrzebe dalszej weryfikacji i potwierdzenia rozdziatu gatunkéw. Czy i jakie badania sg
planwane do wykonania w tym kontekscie?

e Badania Doktorantki nie uwzgledniaja w pelni réznic ekologicznych i sSrodowiskowych
(np. warunkéw wodnych, dostepnosci innych potencjalnych zywicieli posrednich),
ktore moga wplywaé na czesto$é i intensywno$¢ zarazenia. Wlaczenie takich
zmiennych mogtoby poméc w lepszym zrozumieniu czynnikéw wplywajacych na
wystepowanie metacerkarii.

e Wyniki Doktorantki sugeruja, ze pijawki peinia wazna rolg w krazeniu przywr w
srodowisku wodnym, ale praca nie dostarcza doglgbnej analizy, jakie moga by¢ tego
implikacje dla szerszego ekosystemu wodnego. Szersze ujgcie ekologicznych

konsekwencji tych interakcji mogloby wzbogaci¢ dyskusjg.

Publikacja A2. Wyniki tej publikacji wskazuja na istotne roéznice w prewalencji i
intensywnosci zarazenia metacercariami Cofylurus w zaleznosci od lokalizacji i gospodarza, co
moze mie¢ znaczenie ekologiczne i biologiczne. Analizy molekularne 1 filogenetyczne
dostarczaja solidnych podstaw do zrozumienia réznorodnosci i taksonomii Cotylurus spp., ale
rowniez wskazuja na potrzebe dalszych badari w celu petniejszego rozpoznania potencjalnych
komplekséw gatunkowych i ich réznorodnosci. Podobnie jak w poprzednim przypadku prosze

o odniesienie sie do ponizszych komentarzy:

¢ Czy dane molekularne byly porownywane z identyfikacja morfologiczna Cozylurus?

e Proszg o komentarz czy byla mozliwa kontaminacja podczas pobierania prob z tkanek
$limaka i czy moglo to wygenerowa¢ bledy. Jesli kontaminacja byta mozliwa, to w jaki
sposob jej unikano?

e Doktorantka wskazuje istotne roznice w poziomie zarazenia migdzy gatunkami
zywicieli, zabraklo jednak glebszej analizy, ktéra wyjasniataby, jakie czynniki moga za
to odpowiadaé. Nalezy wzia¢ pod uwage roznice w biologii slimakéw. Nie wskazano
réwniez, czy wiek, wielkos¢, oraz stan fizjologiczny $limakéw byly analizowane jako

potencjalne zmienne.
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s Istnieje duza zmienno$¢ w intensywnosci zarazenia w réznych lokalizacjach i wéréd
réznych gatunkow slimakow. Moze to sugerowaé wptyw czynnikéw srodowiskowych

lub biologicznych, ktore powinny by¢ uwzglgdnione w przysztosci.

Poniewaz udzial Doktorantki w powstaniu Pracy A.3 jest ograniczony do 30%, pozwalam
sobie na brak szczegélowego komentarza w recenzji. Podkreslg tylko, Ze jest to publikacja
wartosciowa, solidna metodologicznie i dostarczajgca cennych informacji na temat
hiperpasozytnictwa metacerkarii Cotylurus sp.

Na koniec, tradycyjnie prosze Doktorantke o wskazanie, ktére z przedstawionych
wnioskéw uznaje za najwazniejsze i dlaczego? Jakie kierunki badan wyznaczyla, o ile moze

nam to zdradzi¢?

Niezaleznie od zawartych w recenzji drobnych uwag, wysoko oceniam rozprawg
doktorska mgr Ewy Magdaleny Pyrki. Uzyskane przez Doktorantke wyniki sg nowatorskie,
warto$ciowe i znacznie poszerzaja nasza wiedzg o taksonomii, filogenezie i biologii przywr z
rodziny Stigeidae. Zastosowanie odpowiednio dobranych metod oraz réznorodnosé
przeprowadzonych analiz, $wiadczy o przemys$lanym i nowoczesnym podejsciu do rozwigzania
problemu badawczego. Za$ opublikowanie wynikéw w uznanych czasopismach z dziedziny,
dowodzi dojrzalosci i samodzielnosci Doktorantki oraz wartosci naukowej uzyskanych

rezultatow.

Whiosek koncowy
W podsumowaniu recenzji pragne podkreslic, ze wysoko oceniam rozprawg mgr Ewy
Magdaleny Pyrki oraz stwierdzam, ze spelnia ona wymogi stawiane pracom doktorskim.
Wobec powyzszego uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Ewy Magdaleny Pyrki spelnia
wszelkie wymagania okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. Nr 65,
poz. 595 z pozn. zm. Dz.U. z 2017 r. poz. 1789) w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2018 roku, poz. 1669). Wnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne,
Wydziatlu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie Pani mgr Ewy

Magdaleny Pyrki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Whiosek o wyrdznienie rozprawy
Rozprawa doktorska mgr Ewy Magdaleny Pyrki cechuje si¢ wyrdzniajaca jakoscig i
starannoscig przeprowadzonych badan, w ktérych Doktorantka zastosowala nowoczesne
metody molekulamne i odpowiednio dobrata narzgdzia stuzace do analizy uzyskanych wynikow.
Uznajgc wysoka i unikalng jako$¢ badan, opublikowanych w uznanych akademickich
czasopismach naukowych, wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne,
Wydziatlu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego o wyréznienie oceniane] przeze

mnie rozprawy doktorskiej mgr Ewy Magdaleny Pyrki.
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