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Tematyka i cele pracy

Przedmiotem badan sa Microsporidia, obligatoryjne pasozyty wewnatrzkomorkowe wielu
eukariontéw, w tym stawonogoéw hematofagicznych (tu komary i kleszcze (Ixodidae), do ktorych to
zostata zawezona tematyka badan. Stawonogi te sa jednymi z najwazniejszych wektorow czynnikow
chorobotworczych dla wielu kregowcow. Celem recenzowanej pracy doktorskiej byta proba odpowiedzi
na pytania: (1) jaka jest réznorodnos¢ gatunkowa mikrosporydiow u w/w gospodarzy; (2) czy
mikrosporydia wspotwystepujace u tego samego gospodarza oddziatuja na siebie; oraz (3) czy infekcja
mikrosporydiami wplywa na mikrobiom gospodarza. Faktycznie, ogromna réznorodnos¢ tych
pasozytow powoduje, ze przetestowanie pod tym katem kolejnej grupy taksonomicznej pozwala na

poznanie kolejnych gatunkdéw tych pasozytow.
Struktura rozprawy, jej ocena formalna i merytoryczna

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska sktada sie z kilku rozdziatow stanowigcych wstep do
pracy (streszczenie, autoreferat i spis publikacji w jez. polskim i angielskim) oraz 4 dalszych rozdziatow:
3 opublikowanych prac naukowych w Molecular Ecology Resources, Microbial Ecology, Parasites &
Vectors i jednej pracy przedtozonej do recenzji w Scientific Reports. W kazdym z artykutow doktorant
pehit wiodaca role (60%, 75%, 70% i 60%) co potwierdzaja o$wiadczenia wszystkich autorow.
W artykule nr 1 doktorant podjat si¢ trudnego i bardzo waznego zadania zaprojektowania starterow,
ktore pozwola na wykrywanie i identyfikacje mikrosporydidow z uzyciem metabarkodowania. Trzeba
podkresli¢, ze uzycie tej metody w bardzo prosty sposob pozwala na wykrywanie ko-infekcji, co przy
tradycyjnych metodach sekwencjonowania ,,sangerowskiego” jest praktycznie niemozliwe (bez
uprzedniego klonowania i wydtuzonej metodyki identyfikacji). Z drugiej strony, trzeba pamigtac, ze ten

krociutki fragment SSU rDNA niesie ze sobg dos¢ dyskusyjna rozdzielczo$¢ na poziome gatunku
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i zapewne w wielu sytuacjach nie jest wystarczajacym narzedziem. Mimo to, uwazam, ze
zaprojektowane narzedzie jest bardzo cenne i pomoze zapewne rozszerzy¢ badania nad réznorodnoscia
mikrosporydiow, bo pozwala za pomoca jednego sekwencjonowania uzyskac nie tylko informacje¢ o ko-
infekcjach, ale w innym kontek$cie, pozwala na poznanie réznorodnosci mikrosporydiéw calych
zespotow z podziatem na gatunki zywicielskie. Praca jest juz opublikowana, po recenzjach, bardzo
dobrze napisania i z bardzo dobrze dobranymi metodami, jednak mam pewne bardzo drobne uwagi.
Trudno mi si¢ zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze ,,Microsporidia are generally studied as zoonotic and/or
waterborne agents of human disease or veterinary parasites”. Uwazam, ze ogromna cz¢$¢ wiedzy nt.
taksonomii, biologii i ekologii mikrosporydiow pochodzi z badan nad pasozytami ekologicznie waznych
zywicieli 1 kluczowych dla funkcjonowania ekosystemow (np. skorupiaki), czy waznych gospodarczo
(zapylacze, pszczota miodna). Mam réwniez pytanie o to jaki dystans genetyczny byl obserwowany
we fragmencuie v5 SSU rDNA pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami mikrosporydiéw wybranych przy

projektowaniu starterow? I jaka jest dtugo$¢ uzyskanego amplikonu (v5)?

W kolejnej pracy postawiono sobie za zadanie przetestowanie poliksenicznosci mikrosporidiow,
poprzez zbadanie réznorodnosci gatunkowej pasozytow infekujacych kilka gatunkow komarow
wystepujacych na niewielkim obszarze w Polsce. Dodatkowo uzyskano ciekawe wyniki pokazujace jak
czesta jest ko-infekcja i potwierdzenie uzytecznosci metody metabarkodowania w przypadku badania
réznorodnosci tych pasozytow. Praca napisana jest dobrym jezykiem, metody dobrano prawidiowo.
Pewien niedosyt pozostawia dyskusja, w ktdrej autorzy nie pokusili si¢ o probe interpretacji niektorych
danych, np. stwierdzenia sekwencji identycznej do uzyskanej ze skorupiaka wystepujacego w J. Bajkal
(Microsporidium sp BLAT1). Niestety, moze to by¢ wlasnie efekt za niskiej rozdzielczosci
taksonomicznej wybranego markera. Druga sugestia jaka mi si¢ rodzi, to proba skanowania innych
organizmow z obszaru fowienia komarow do analiz, aby stwierdzi¢, czy zidentyfikowane mikrosporydia
nie zakazajg jeszcze innych grup taksonomicznych, nie tylko komary. Oczywiscie uwaga ta nie jest

uwaga krytyczna, raczej sugestig na dalszy kierunek badan.

Trzecig pracg wchodzaca w sktad przedtozonej dysertacji, oceniam wysoko. Jest to znaczacy wkiad
w poznanie zmian w sktadzie mikrobiomow zwigzanych z infekcjami mikrosporydiami. Niezmiernie
wazne jest holistyczne postrzeganie organizmdw i ich interakcji w konteksécie symbiomdw, a nie tylko
interakcji zywiciel-pasozyt. Ciekawym wynikiem jest wykazanie wystepowania kilku gatunkow
bakterii tylko u zakazonych mikrosporydiami osobnikow. Wykazano rowniez, ze mikrobiota komarow
zakazonych mikrosporydiami charakteryzowala si¢ zdolno$cia biosyntezy antybiotykow z grup
ansamycyn i wankomycyn oraz wyzszg aktywno$cig szlaku pentozofosforanowego. Wyniki te
wskazuja, ze mikrosporydia mogg wptywac na szlaki metaboliczne mikrobiomu Zywiciela poprzez
zwigkszong synteze¢ nukleotydow, a tym samym zwigkszania potencjalu do importu ATP oraz

nukleotydow. Wysoko oceniam doboér metod i sposob przygotowania publikacji.
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W czwartej publikacji, doktorant sprobowat oceni¢ rolg kleszczy jako nosicieli zoonotycznych
mikrosporydidow i ich generalny potencjat do petnienia roli zywiciela dla tej grupy pasozytow. Badania
te potwierdzity wczesniejsze doniesienia o niewielkiej roli kleszczy jako zywicieli mikrosporydiow,
z pojedynczymi osobnikami pozytywnymi na obecnos¢ pasozytow, najprawdopodobniej pochodzacych
z krwi pobranej przez kleszcze od psow. Tylko jeden gatunek mikrosporydium nalezacy do rodzaju

Endoreticulatus, o prewalencji ponizej 0,8%, zostat zidentyfikowany w catym materiale.

Uwazam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska p. Trzebnego jest bardzo waznym wktadem
w poznanie nie tylko roznorodno$ci waznych ekologicznie pasozytéw infekujacych komary, ale przede
wszystkim doktorant zaprojektowat bardzo dobre narzedzie do poznania i identyfikacji tych pasozytow
takze w innych grupach. Nie mozemy jednak zapomina¢, Ze nie zastgpuje to prac bardziej celowanych
nad taksonomig (w tym taksonomig integratywna!) tej ciekawej grupy pasozytow, a daje dobry poczatek
do oszacowania jej bioréznorodnosci w wybranej grupie zywicieli czy danego §rodowiska. Skupienie
si¢ takze na problemie ko-infekcji zywicieli i wptywu obecnos$ci mikrosporydiéw na jakos¢ mikrobiomu
jest nadal podejsciem nowatorskim i wyniki badan potwierdzaja coraz liczniejsze doniesienia

o szerokim spektrum zywicieli wykorzystywanych w tej grupie pasozytow.

Jestem pod wrazeniem warsztatu naukowego doktoranta, swobody formulowania hipotez i celow
badawczych. Jednak w autoreferacie, przyznam, okreslenie celu jako proby odpowiedzi na pytanie ,,jaka
jest faktyczna roznorodnos¢ gatunkowa mikrosporydiéw u tych gospodarzy” w mojej ocenie brzmi zbyt
optymistycznie. Czy rzeczywiscie doktorant na podstawie zebranego materiatu mogt ocenié¢ "faktyczng”
bioréznorodno$¢ badanych, wybranych taksonow i to jednak na dos¢ ograniczonym obszarze
geograficznym. Grupa pasozytow, ktorg zajat sie doktorant jest niezwykle obszerna i nie dziwig pewne
uproszczenia zastosowane przed doktoranta. Sugestie apropos niewielkich potknig¢ stylistycznych, czy
drobne komentarze odno$nie niektorych sformulowan umiescitam bezposrednio w tekScie
i przekazatam doktorantowi. Te nieliczne uwagi krytyczne w zaden sposob nie wptywaja negatywnie

na odbior i pozytywng oceng dysertacji.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgra Artura Trzebnego spetnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz.
574 ze zm.) i wnioskuje do rady naukowej dyscypliny nauki biologiczne UAM o dopuszczenie MGRA
ARTURA TRZEBNEGO do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie wnioskuje 0

wyroznienie rozprawy doktorskiej
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