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Subject: Favorable recommendation to the defense of the PhD thesis of LUDMILA
KATARZYNA SROMEK “PHYLOGEOGRAPHY AND POPULATION GENOMICS OF
THE LAGOON COCKLE CERASTODERMA GLAUCUM?”

Report

During her PhD work, Ludmila Sromek studied the population genomics of the lagoon cockle
Cerastoderma glaucum. The objectives of the study were (i) to evaluate the level of genetic
differentiation along the European coasts in a marine species with a patchily distributed habitat and a
moderate larval stage duration, and elucidate the influence of lagoon habitats on connectivity with a
comparison with a related species that inhabits the shoreline, (ii) to localize major genetic breaks and
discuss their origin and maintenance and (iii) to describe divergence patterns across the genome. A
major achievement of Ludmila Sromek’s work is the development of a high-throughput genotyping
technique (RAD sequencing) in a non-model bivalve species. Important results are (i) the
identification of genetic barriers to gene flow in an understudied part of the Mediterranean Sea,
between Aegean, lonian and Black seas, and (ii) the observation of an isolation-by-distance (IBD)
pattern of genetic subdivision from the Mediterranean Sea to the Baltic Sea, with an overall level of
genetic differentiation well above what is usually observed in other marine bivalve species. These
results provide new information that shades light on the population genetics of marine bivalves in
general and will probably be welcomed by the scientific community. The lagoon cockle indeed
provides a new example in the increasing list of old divergence breaks associated with two young
postglacial marine transgressions in the Black and Baltic Seas. It also provides an example of a much
more pronounced IBD pattern than usually observed in other marine invertebrates.

The thesis begins with a detailed introduction that reviews many aspects of the marine population
genetics literature of the studied area and system, some information about the geological histories, a
review of genetic differentiation at major marine transition zones, of genetic structure in post-

glacially recolonized areas, some information about the population genomics approach and about the
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ecology of lagoon and of Cerastoderma glaucum, and a review of previous works on the population
genetics of the lagoon cockle. Although I am impressed by the literature reviewed, my overall
feeling is that it has remained mainly descriptive while I would have liked a more focused exposal of
the evolutionary processes that underlie each interpreting hypothesis. Genetic breaks can be
explained by hydrographic (connectivity), genetic (reproductive isolation), environmental (local
adaptation or resistance distance) or historical (secondary contact) factors, or more likely a
combination of some of them (if not all). Often only one of them is invoked in a given publication
(mainly hydrography or environment) while other factors are not addressed. One message of this
PhD thesis is that some species are not differentiated at some transition zones (eg. the Almeria-Oran
front) suggesting that hydrography alone is not sufficient to explain the genetic differentiation
observed at other species. Hydrography alone rather generates a large scale IBD pattern, even when
sampling across emblematic barriers to dispersal. To my point of view it would have been more
straightforward to use this review to emphasize that marine genetic divides are multifactorial
(although I acknowledge that this is well explained at some places). The interest of studying a lagoon
species is well explained and put into context.

After exposing the objectives, the results are synthetized in a section that refers to three articles
provided in annexes. Here I will address some concerns about a few points although overall the PhD
report is very good.

- RADseq data filtering. One can adjust the stringency with which NGS data are filtered in order to
adjust the trade-off between quantity and quality. And actually this is what was partly done in the
present work. The study of the spatial structure and genomewide level of differentiation does not
require intending to keep as many loci as possible. After filtering, strong departures from Hardy-
Weinberg proportions still remain (Fis~0.3). Such departure cannot easily be explained by biological
processes and are most likely the consequence of technical artefacts. In addition, the starshaped
genetic relationship among individuals of the same sample suggests that, once intra-individual
genetic correlations are eluded, there is no variance in relatedness between pairs of individuals,
which would be expected for any biological reasons of positive Fis. The literature on heterozygote
deficiency in marine bivalves is misleading. There is no reasonable reason why we should observe
heterozygote deficiencies outside technical problem. To my point of view Hardy-Weinberg
proportion should be used itself as a filtering criterion. In addition, despite a high average coverage
per loci (>140X) the rate of missing data is much too strong (50%). I would find it safer to keep only

loci with a missing rate below 10%. With small sample sizes and individual-based analysis, one
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would not want to use a dataset full of holes. Actually the LEA outputs are likely to be strongly
influenced by non-panmictic loci and they are very difficult to interpret. An LEA analysis on a much
cleaner dataset matrix would be highly valuable.

- Mito-nuclear discordance. The surprising pattern observed at the mitochondrial locus is a focus of
the first article that is not so much discussed with the RADseq data. This is not because the average
nuclear structure does not correlate with the mtDNA locus that some nuclear loci / genome regions
could not correlate. A scan of the mito-nuclear disequilibrium would have been welcomed. In
addition, I would have appreciated in the PhD report (not necessarily in the article) a more thorough
discussion of the alternative explanations by explaining why a mito-nuclear incompatibility could
have moved and been trapped at unexpected place, how gene surfing during population colonization
could create this pattern and why it could be more pronounced at the mitochondrial locus etc. ..

- Demographic history. The demographic history of populations is important to decipher the various
interpreting scenarios that can explain the patterns observed. Much care should be taken to the
interpretation of a phylogenetic tree approach in a within species context. The basic phylogenetic
approach considers correlated genealogies, either because of using a single non-recombining locus or
because we make the assumption that speciation is short enough that recombination between genome
regions can be neglected. Here recombination occurs, within populations and also between
populations (at least in the IBD area). Every individuals of a sample are equally distant to other
individuals of the same sample as expected in a panmictic population. The genetic proximity
between two samples is not necessarily because of low divergence from a recent common ancestral
population but because gene flow is stronger. To reconstruct a demographic history one needs to
analyze the phylogeny of nonrecobining loci (gene trees) or to use coalescent-based or coalescent-
derived methods. Even the coalescent-based species tree says little about the demographic history,
because it assumes no gene flow. With RADseq data, the best are methods that use the joint site
frequency spectrum (JSFS) as for example in the software dadi.

- Co-existence in sympatry. I have been surprised that the observation of a coexistence of individuals
from other genetic clusters in the same sample not been discussed more than that. I agree they are
just one individual each time, but sample sizes are small. This is important information, if they are
not the consequence of manipulation errors, because they support the hypothesis of reproductively
isolated lineages (Note however that they cannot explain Fis values). To my point of view, if there
are three cryptic partially isolated linages in the Eastern Mediterranean sea, these three individuals

should be thoroughly discussed.
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- Genome scan. [ would have preferred Fst scans to be performed between identified genetic clusters,
rather than using this unusual decomposition according to overall Fst bins. The difference between
figure 5b and 5c¢ is nothing than a visual representation that you have chosen loci for which the ratio
of the intrapop versus interpop genetic variance is stronger, hence internal branches are longer in 5¢
than in 5b. There are nothing to deduce from this procedure. What is interesting are loci that show an
extreme differentiation level and what are their pattern of genetic structure. If a high rate of outliers
is found between the three isolated cryptic lineages (figure 5C), this is an argument for their mere
existence, and this should be investigated more thoroughly. As said above, scanning for mito-nuclear
disequilibrium could also be interesting.
Despite these few concerns, that I understand as a consequence of a lack of time to analyze such big
datasets produced by NGS, I repeat that I found this PhD report very good. I also emphasize that |
had no concern about the comparison between the genetic structure found in C. glaucum and C.
edule. 1 think this result of a much pronounced genetic differentiation in the lagoon species when
compare to a shoreline species, and that is not explained by cryptic subdivision, is an important result
for people interested in marine genetic connectivity.

To conclude, I consider the PhD work of Ludmila Sromek as excellent, and 1 am supportive

and authorize the PhD thesis defense.

Nicolas Bierne
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Ludmily Katarzyny Sromek pt. ,,FILOGEOGRAFIA I GENOMIKA POPULACJI
SERCOWKI - CERASTODERMA GLAUCUM”

Recenzja

W swojej pracy doktorskiej Ludmita Sromek przebadata genomike populacji sercowki —
Cerastoderma glaucum. Celem badan byta (i) ocena poziomu zréznicowania genetycznego
gatunku morskiego wystepujacego wzdtuz wybrzezy europejskich w nieregularnie
rozmieszczonych siedliskach o umiarkowanej dhugosci  stadium larwalnego, a takze
wyjasnienie wptywu siedlisk lagunowych na tacznos¢ pomiedzy populacjami w poréwnaniu z
pokrewnym gatunkiem wystepujacym wzdtuz wybrzezy, (ii) lokalizacja gtéwnych przeloméw
w strukturze genetycznej oraz oméwienie ich powstawania i utrzymywania si¢, oraz (iii) opis
WZOrcOw zroznicowania w genomie. Glownym osiagnigciem pracy Ludmity Sromek jest
opracowanie wysokowydajnej techniki genotypowania (sekwencjonowanie RAD) u
niemodelowego gatunku matza. Do waznych osiggnigé zaliczam: (i) identyfikacje barier
genetycznych dla przeptywu genéw w niewystarczajgco przebadanej czesci Morza
Srédzienmego, pomiedzy Morzem Egejskim, Jonskim i Czarnym, oraz (ii) obserwacja wzorca
izolacji przez dystans (IBD) kolejnych grup genetycznych od Morza grédziemnego do Battyku
przy ogdlnym poziomie zroéznicowania genetycznego znacznie powyzej tego, co jest zwykle
obserwowane u innych gatunkéw morskich matzy. Powyzsze wyniki dostarczaja nowych
informacji, ktore rzucaja $wiatto na genetyke populacji matzy morskich w ogolnosei 1,
prawdopodobnie, spotkaja si¢ z pozytywnym przyjeciem ze strony spolecznosci naukowcow.

Istotnie, sercowka lagunowa dostarcza nowego przykiadu na wydhuzajacej sie liscie dawnych



Jdywergencji zwigzanych z dwoma mtodymi polodowcowymi transgresjami morskimi w Morzu
Czarnym 1 Baltyckim. Dostarcza ona réwniez przyktad duzo bardziej wyrazistego wzorca IBD
niz zwykle obserwowanego u innych bezkregowcach morskich. Rozprawe otwiera
szczegdtowy wstgp w ktorym autorka dokonuje przegladu wielu aspektéw pismiennictwa
dotyczacego genetyki populacji morskich w zakresic badanego rejonu i systemu, informacji
dotyczacych historii geologicznej, przegladu (i) zréznicowania genetycznego w glownych
morskich strefach przejsciowych, (ii) struktury genetycznej w rejonach rekolonizowanych w
okresie polodowcowym, informacji z perspektywy genomiki populacji oraz informacji
dotyczacych ekologii laguny i gatunku Cerastoderma glaucum, a takze przeglad prac
wezesniejszych, zajmujacych si¢ genetyka populacji sercowki lagunowej. Mimo, iz jestem pod
duzym wrazeniem dokonanego przegladu pi$miennictwa, moje ogdlne odczucie jest takie, ze
przeglad ten jest gléwnie opisowy, podczas gdy zyczylbym sobie przedstawienia bardziej
sprecyzowanej prezentacji procesow ewolucyjnych, ktére leza u podstaw kazdej hipotezy
interpretujacej. Przelomy w strukturze genetycznej moga byé wyjasnione czynnikami
hydrograficznymi (tacznos¢), genetycznymi (izolacja rozrodcza), srodowiskowymi (adaptacja
lokalna lub dystans odpornosci) lub tez czynnikami historycznymi (kontakt wtorny) lub, co
najbardziej prawdopodobne, kombinacja kilku z nich (jesli nie wszystkich). Czesto tylko jeden
z nich jest rozpatrywany w danej publikacji (gtéwnie czynnik hydrograficzny lub
Srodowiskowy) natomiast pozostale s3 pominigte. Gléwnym przestaniem Rozprawy
Doktorskiej jest stwierdzenie, ze niektore gatunki nie sa zréznicowane w niektorych strefach
przej$ciowych (np. front Almeria — Oran), co sugeruje, ze sama hydrografia nie wystarcza aby
wyjasni¢  zroéznicowanie genetyczne obserwowane u innych gatunkéw. Czynniki
hydrograficzne, jako takie generujg raczej wzorzec IBD o duzej skali, nawet jesli probkowanie
przeprowadzane jest z réznych stron typowych barier przeciwdzialajacych rozprzestrzenianiu.
Z mojego punktu widzenia o wiele prosciej byloby wykorzystaé¢ ten przeglad, aby podkresli¢
fakt, ze podzialy w genetyce morskiej sa wieloczynnikowe (chociaz, z drugiej strony, musze
przyzna¢, ze w niektorych miejscach Rozprawy problem ten jest dobrze wyjasniony). Cel
badan nad gatunkami lagunowymi zostal dobrze wyjasniony i osadzony we wiasciwym

kontekscie.

Po przedstawieniu celéw Rozprawy, nast¢puje synteza wynikéw w sekcji, ktéra odnosi sie do
trzech artykulow przestawionych w Aneksach. Pozwole sobie przedstawié¢ pewne zastrzezenia

dotyczace kilku punktow, chociaz calo$¢ Rozprawy jest bardzo dobra.




Siltrowanie danych RADseq Mozna dostosowaé stopien rygorystycznosci podejscia do
Jtrowania danych NGS, aby uzyska¢ kompromis pomiedzy iloscig i jakoscig, co zreszta
zostato czgsciowo zrobione w tej Rozprawie. Badania struktury przestrzennej i zréznicowania
na poziomie calego genomu nie wymaga zatozenia o utrzymaniu jak najwiekszej ilosci loci. Po
przefiltrowaniu, w dalszym ciggu pozostaja znaczne odstepstwa od proporcji Hardy’ego-
Weinberga (Fis~0.3). Takiego odstgpstwa nie mozna tatwo wyjasni¢ procesami biologicznymi
a, co najbardziej prawdopodobne, sa one konsekwencjami artefaktow technicznych. Ponadto,
gwiezdziscie uksztaltowane powiazania pomiedzy osobnikami tej samej probki sugeruje, ze
kiedy juz wyeliminujemy migdzyosobnicze powigzania genetyczne, nie bedzie juz odchylen w
pokrewienstwie par osobnikéw, ktérych mozna by oczekiwaé, z jakichkolwiek biologicznych
przyczyn dodatniego Fis. Pismiennictwo zajmujace si¢ deficytem heterozygoty u matzy
morskich jest mylgce. Nie istnieje Zaden uzasadniony powod dla ktérego powinnismy
obserwowac deficyty heterozygot, poza problemem technicznym. Wedlug mnie to proporcja
Hardy’ego-Weinberga, powinna by¢ uzyta sama w sobie, jako kryterium filtrowania. Ponadto,
pomimo wysokiego $redniego probkowania przypadajacego na dane miejsce (>140x) ilogé
brakujgcych danych jest zbyt znaczna (50%). Uznatbym, jako bardziej bezpieczne zachowanie
wylgcznie tych miejsc gdzie ilo$¢ brakujgcych danych jest mniejsza niz 10%. Przy matych
wielko$ciach probek oraz analizie osobniczej, nikt nie cheialby korzystaé z zestawu danych
pelnego luk. W rzeczywistosci wyniki LEA sa, prawdopodobnie pod silnym wplywem miejsc
nie-panmiktycznych i s one bardzo trudne do zinterpretowania. Analiza LEA na duzo bardziej

»Czystej” matrycy zestawu danych bylaby bardziej pozadana.

- Niezgodno$¢ mito-nuklearna.

Zaskakujacy wzorzec, zaobserwowany w locus mitochondrialnym jest przedmiotem
pierwszego artykutu, ktéry nie zostat omowiony w wystarczajacy sposob w kontekscie danych
RADseq. To nie jest dlatego, Zze przecigtna struktura nuklearna nie koreluje z loci mtDNA,
tylko dlatego, ze pewne loci nuklearne / obszary genomu moga nie korelowaé. Bardzo
pozadany bylby skan, ukazujacy brak rownowagi mito-nuklearnej. Ponadto bardziej cenitbym
sobie doglebniejsze omowienie w pracy doktorskiej (niekoniecznie w samym artykule) (i)
alternatywnych wyjasnien uzasadniajacych dlaczego ta niekompatybilno$é mito-nuklearna
mogta si¢ przemieszczac i ,,wpa$¢ w pulapke” w nieoczekiwanym miejscu, (ii) jak
»surfowanie” genu podezas kolonizacji przez dana populacj¢ moglo wytworzy¢ taki wzorzec i

(iii) dlaczego méglby on by¢ bardziej wyraznie uwidoczniony w loci mitochondrialnym itd.



Historia demograficzna.

Historia demograficzna populacji jest istotna dla odtworzenia rozmaitych scenariuszy
interpretacyjnych, ktére mogltyby wyjasni¢ obserwowane wzorce. Nalezaloby ostrozniej
podchodzi¢ do interpretacji drzewa filogenetycznego w kontekscie wewnatrz-gatunkowym.
Podstawowe podejscie filogenetyczne bierze pod uwage genealogie skorelowane, albo z uwagi
na wykorzystanie pojedynczego, nierekombinujacego loci albo z uwagi na to, iz zaktadamy, ze
ewolucyjne powstawanie nowego gatunku jest na tyle krotkie, Ze mozna pominaé rekombinacje
pomig¢dzy obszarami genomu. Tutaj rekombinacja ta ma miejsce, wewnatrz populacji, a takze-
pomiedzy tymi populacjami (a co najmniej - w obszarze IBD). Wszystkie osobniki w danej
probee sg réwno oddalone od innych osobnikéw z tej samej probki, jak tego oczekujemy w
przypadku populacji panmiktycznej. Bliskos¢ genetyczna pomiedzy dwiema prébkami nie jest
koniecznie powodowana niskim zréznicowaniem wzgledem najblizszej wspdlnej populacji
ancestralnej, lecz bardziej intensywnym przeptywem genéw. W celu zrekonstruowania historii
demograficznej nalezy przeanalizowaé filogeneze nie-rekombinujacych loci (drzewa gendow)
lub zastosowa¢ metody oparte na koalescencji lub pochodne od koalescencji. Jednakze drzewo
gatunkow oparte na metodzie koalescencji niewiele nam moéwi o historii demograficzne;j,
poniewaz zaklada ono brak przeptywu genow. Dla danych RADseq najlepsze sa metody,
wykorzystujace spektrum czestotliwosci wspolnego miejsca (JSFS), jak na przykltad w

programie ,,dadi”.
- Koegzystencja w ramach sympatrycznosci

Zaskoczylo mnie to, ze obserwacja koegzystencji osobnikow z rdznych klastrow genetycznych
W tej samej probee nie zostata szerzej omowiona. Zgadzam si¢ z tym, ze jest to za kazdym
razem jeden osobnik, ale wielkosci probek sa nieznaczne. Informacja, ze nie s one wynikiem
bledow manipulacyjnych, jest istotna, poniewaz wspieraja one hipoteze lini genetycznych
izolowanych reprodukcyjnie (nalezy jednak zauwazy¢, ze nie sa one w stanie wyjasni¢ wartosci
Fis). Z mojego punktu widzenia, jezeli wystepuja trzy kryptyczne, czesciowo izolowane linie
genetyczne we wschodniej czesci Morza Srédziemnego, to te trzy osobniki powinny zostac

doktadnie omowione.
- Skanowanie genomu

Preferowalbym tu raczej wykonanie skanéw Fst pomiedzy zidentyfikowanymi klastrami
genetycznymi, a nie wykorzystanie tej niezwyklej dekompozycji wedtug catosciowego Fst
bloku. Réznica pomiedzy Rysunkiem 5b a Sc jest niczym innym, jak przedstawieniem
wizualnym tego, ze autorka Pracy wybrata loci, dla ktérych stosunek wewnatrzpopulacyjnych

odchylen genetycznych do migdzypopulacyjnych jest silniejszy, stad galezie wewnetrzne sa

e



tuzsze na Rysunku Sc, niz na Rysunku 5b. Z tej procedury nie mozna niczego wydedukowag.
To, co jest tu interesujace, to loci ukazujace skrajny poziom zréznicowania i to, jaki jest ich
wzorzec struktury genetycznej. Jezeli wsréd trzech izolowanych lini wykryto wysoki stopiefi
wartosci odstajcgcych (Rysunek 5c¢), to jest to argument, $wiadezacy zaledwie o ich istnieniu a
powinno to zostaé przebadane bardziej dokladnie. Jak to zostalo wyze] powiedziane,

interesujgce byloby takze przeskanowanie pod katem nieréwnowagi mito-nuklearne;.

Pomimo tych kilku zastrzezen, ktére uwazam za wynikle z braku czasu na przeanalizowanie
tak rozlegtych zestaw6éw danych, wygenerowanych przez NGS, powtarzam, iz ocena pracy
doktorskiej przedstawiona w tej recenzji jest bardzo dobra. Chcialbym takze podkresli¢, iz nie
mam zastrzezen co do pordwnania struktur genetycznych stwierdzonych u sercowek C.
glaucum i C. edule. Uwazam, ze to bardzo wyraziste zroznicowanie genetyczne u gatunku
lagunowego w poréwnaniu z gatunkiem wystepujacym wzdluz wybrzezy i to, ze nie wyjasnia
tego kryptyczny podziat jest wazng informacjg dla oséb, zainteresowanych tgcznoscia

genetyczng pomiedzy populacjami organizméw morskich.

W konkluzji uwazam rozprawe doktorska pani Ludmily Sromek za doskonata. Uznaje te

Rozprawe i wyrazam zgode na przeprowadzenie obrony tejze pracy.

Nicolas Bierne
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tlumaczenia przedstawionego mi dokumentu (-6w) sporzadzonego (-ych) w jezyku angielskim.
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