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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Artura Trzebnego
pt. ,Réznorodnosc gatunkowa Microsporidia
u wybranych stawonogdéw hematofagicznych
i wptyw obecnosci mikrosporydiéw na mikrobiom gospodarza”

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Gtéwnym celem badan Pana Artura Trzebnego bylo okreslenie rdéznorodnosci
mikrosporydiéw wstepujacych u komardéw i kleszczy a takze okreslenie wptywu obecnosci
mikrosporydiéw na sktad i funkcje mikrobioty komarow. Doktorant opracowat wtasng
metode do jednoczesnego oznaczenia gatunkéw mikrosporydidw i komaréw (zywicieli), co
stanowi jedno z najbardziej znaczacych osiggnieé rozprawy. Metoda ta pozwolita takze na
wykrycie i analize wspétwystepowania réznych gatunkéw mikrosporydiow u poszczegdlnych
osobnikow zywicieli oraz identyfikacje nowych genotypéw/ gatunkow.

Tematyka rozprawy jest bardzo ciekawa i dobrze wpisuje sie w najnowsze trendy
badan, zaréwno nad mikrosporydiami, jak i wektorami. Mikrosporydia sg dobrze znane jako
organizmy izolowane z préb srodowiskowych, patogenne dla ludzi i zwierzat. Sg takze bez
watpienia szeroko rozprzestrzenione u stawonogow, jednak ich wystepowanie u i wptyw na
stawonogi hematofagiczne sg mniej rozpoznane i stanowig obiekty zainteresowan
badawczych wielu grup. Badania przeprowadzone w prezentowanej rozprawie w znacznym
stopniu poszerzajg wiedze w tym temacie i otwierajg nowe mozliwosci badan poprzez
opracowanie metody metabarkodingu. W czasie ostatnich 10 lat wzrosta znaczgco liczba
badan nad mikrobiotg stawonogéw hematofagicznych. Takie zagadnienia jak wptyw
mikrobioty na rozwdj osobniczy, rozréd wektorédw czy interakcje z przenoszonymi
patogenami doczekaty sie wielu znaczacych publikacji. Takze obecna rozprawa przyczynia sie
w istotnym stopniu do rozpoznania tréjstronnych zaleznosci w uktadzie wektor (komar)-
mikrobiota- mikrosporydia. Co ciekawe, z badan przeprowadzoncyh przez Pana Trzebnego
wynika, ze kleszcze cechuje znacznie zubozona fauna mikrosporydiéw w poréwnaniu do
komarow.

Formalny opis rozprawy



Rozprawa doktorska mgr Artura Trzebnego zostata wykonana pod kierunkiem prof. UAM dr
hab. Mirostawy Dabert, w Laboratorium Technik Biologii Molekularnej, Wydziatu Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Na rozprawe doktorskg mgr Trzebnego
sktadajg sie 4 petnowymiarowe, wieloautorskie prace badawcze powstate w latach 2020-
2022: trzy opublikowane i jedna ztozona do redakcji. Wszystkie prace opublikowano/ztozono
do druku w czasopismach miedzynarodowych o wysokim wspétczynniku oddziatywania (IF) i
wysokiej pozycji na liscie JCR (Q1): Molecular Ecology Resources, IF = 7.090 (IFs = 7.176),
MNiSW = 140 pkt, 7 cytowan (4 bez autocytowan); Microbial Ecology, IF = 4.552 (IFs =
4.770), MNiSW = 100 pkt; Parasites & Vectors, IF = 3.876 (IFs = 3.959), MNiSW = 100 pkt oraz
Scientific Reports (ztozona), IF = 4.476 (IFs = 5.134), MNiSW = 140 pkt. taczny IF trzech
opublikowanych prac wynosi 15.518.

We wszystkich publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem i autorem
korespondujacym, w trzech takze zapewnit finansowanie badan. Do rozprawy zatgczono
wymagane os$wiadczenia wszystkich wspdtautoréw prac wchodzgcych w jej sktad,
potwierdzajgce kluczowag role (50-75% wktadu) doktoranta w formutowaniu hipotez
badawczych, planowaniu i wykonaniu badan, analizie uzyskanych wynikéw (w tym analizie
bioinformatycznej) oraz w przygotowaniu manuskryptéw.

Ocena merytoryczna

Gtéwna czes¢ rozprawy (trzy publikacje) jest poswiecona badaniom nad mikrosporydiami
wystepujgcymi u komaréw. W mojej opinii najbardziej znaczaca jest pierwsza praca, Trzebny
i wsp. 2020, w ktorej opracowano i zastosowano metode metabarkodingu. Metabarkoding
to metoda oparta na zastosowaniu uniwersalnych starteréw dla badanej grupy organizmoéw
(np. zooplankton, bakterie glebowe, komary czy mikrosporydia) w potaczeniu z
wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem nowej generacji (NGS). Metoda ta pozwala na
jednoczesng identyfikacje/genotypowanie wielu spokrewnionych gatunkéw, ktorych
wykrycie i oznaczenie za pomocg metod klasycznych i konwencjonalnej metodyki ‘PCR i
sekwencjonowanie sangerowskie’ bytoby niemozliwe lub bardzo trudne. Metabarkoding
pozwala wiec na stosunkowo tatwe, tanie i szybkie oznaczenie ‘ukrytej bioréznorodnosci’.
Doktorant opracowat metodyke metabarkodingu mikrosporydidw (z mozliwoscia
rozréznienia niemal wszystkich gatunkéw nalezgcych do ‘klasycznych mikrosporydiow’)
poprzez amplifikacje hiperzmiennego regionu V5 genu matej podjednostki RNA (18S rDNA)
oraz metabarkoding komaréw poprzez amplifikacje fragmentu uznanej sekwencji barkodu:
genu podjednostki | oksydazy cytochromu c (z ang. COI). Biblioteki V5 i COI byty nastepnie
taczone i poddane sekwencjonowaniu NGS, wraz z odpowiednig obrébkg bioinformatyczna
otrzymanych odczytéw. Metode zwalidowano w oparciu o znane gatunki mikrosporydidw i
komardéw, a nastepnie zastosowano w badaniach komaréw odtowionych ze $rodowiska.
Metabarcoding pozwolit na wykrycie 11 gatunkéw/rodzajéow mikrosporydidw i oznaczenie
gatunku odtowionych komardéw. Wsrdd wykrytych mikrosporydiow byty gatunki typowe dla
komaréw, ale takze gatunki znane jako patogeny , chociaz nie wiadomo na ile komary mogg



by¢ ich wektorami, czy nie byly to wykrycia przypadkowe, np. pozostatosci z krwi zywicieli
komaréw. Jednym z bardzo ciekawych wynikéw tych badan jest wykrycie nowego
gatunku/genotypu Microsporidium sp. PLO1, ktére wykryto w wiekszosci préb. Mgr Trzebny
wykazal takze wspotwystepowanie kilku gatunkéw/rodzajéw mikrosporydidw oraz brak
specyficznosci zywicielskiej — obecnos¢ danych gatunkéw/genotypdw u réznych gatunkow
komarow.

W kolejnej publikacji (Trzebny i wsp. 2022b, ztozona do redakcji Sci Rep) opracowang
metode metabarkodingu zastosowano do przebadania duzej grupy komardéw pozyskanych ze
Srodowiska (n=2166). DNA 13 gatunkdéw/rodzajéw mikrosporydiéw wykryto u 35% komarow
(bez znaczacych roéznic miedzy samicami a samcami), nalezacych do 10 gatunkodw.
Potwierdzono brak specyficznosci zywicielskiej mikrosporydidw: dwa najczestsze gatunki
zidentyfikowano u 9/10 gatunkéw zywicieli, a kazdy z oznaczonych gatunkéw/rodzajéw
stwierdzono u co najmniej 3 gatunkéw komardéw. Przy tak wysokim odsetku pozytywnych
préb, wykrywano réwniez wiecej niz jeden gatunek/rodzaj mikrosporydiow u 3.6% komardw.
Podobnie jak w poprzedniej pracy, potwierdzono, iz najczestszym gatunkiem wykrywanym u
komaréw byto Microsporidium sp. PLO1. Uzskane wyniki wskazujg na tatwag transmisje
mikrosporydiéw miedzy gatunkami komardéw.

Poniewaz do recenzji przedstawiono manuskrypt jeszcze nie opublikowany, znajduja
sie w nim pewne drobne niedociggniecia, ktére nalezy poprawié¢ przed opublikowaniem, np.
wykres 2 ma niejasny tytut i chyba lepiej bytoby przedstawi¢ udziat poszczegdlnych gatunkéw
zywicielskich na wykresie kofowym niz w postaci kolumn — doktadny udziat % jest trudny do
odczytania w tej formie. Opis korelacji- w tek$cie pojawia sie korelacja Pearsona a w opisie
do wykresu 3: korelacja rang Spearmana.

W tabeli ‘Supplemenatry Table 7' przydatyby sie linie oddzielajgce poszczegdlne
wiersze, gdyz trudno jest przypisa¢ poszczegdlne dane.

Trzecia publikacja (Trzebny i wsp. 2021) zawiera bardzo ciekawe i nowe wyniki
dotyczagce metabarkodingu zespotu bakterii u 5 gatunkow komaréw i powigzan w
wystepowaniu mikrosporydidw i poszczegdlnych taksondw bakterii. Doktorant otrzymat
istotne powigzania pomiedzy obecnoscig DNA mikrosporydiéw a wystepowaniem bakterii
nalezagcych do Spiroplasmataceae i Leuconostocaceae, reprezentowanymi przez,
odpowiednio, nowy genotyp Spiroplasma sp. PLO3 i Weissella cf. viridescens. Co ciekawe, W.
cf. viridescens zidentyfikowano tylko u osobnikdw pozytywnych dla mikrosporydiéw.
Doktorant przeanalizowat takze zmiany funkcjonalne zespotu mikrobioty i wykazat, ze
mikrobiota komaréw zarazonych mikrosporydiami w poréwnaniu z mikrobiotg komarow
niezarazonych, charakteryzowata sie zdolnoscig biosyntezy antybiotykéw z grup ansamycyn i
wankomycyny oraz wyzszg aktywnoscig szlaku pentozofosforanowego. Tym samym
potwierdzono hipoteze, ze mikrosporydia mogg wptywacé na szlaki metaboliczne mikrobioty
zywiciela.



W ostatniej pracy, Trzebny i wsp. 2022a, okreslono po raz pierwszy z wykorzystaniem
metod molekularnych (metabarkodingu, NGS) wystepowanie mikrosporydiow u kleszcza
pospolitego Ixodes ricinus. Wéréd 1164 przebadanych kleszczy, DNA mikrosporydiéw (nowy
genotyp Endoreticulatus sp. PL02) wykryto tylko u bardzo niskiego odsetka osobnikow (<1%),
a gatunek zoonotyczny, Encephalitozoon intestinalis, zidentyfikowano tylko u 3 kleszczy
czesciowo najedzonych, zebranych z pséw. W ten sposdb potwierdzono, Ze zarazenia
mikrosporydiami sa rzadkie u kleszczy, i kleszcze zapewne nie sg zrédtem zarazenia tymi
mikroorganizmami dla zwierzat i ludzi.

Jesli chodzi o uwagi krytyczne, to oprécz drobnych ww uwag do pracy w recenzjach,
nie mam takich uwag. Przeciwnie, uwazam ze wszystkie prace wchodzace w sktad rozprawy
zostaty przygotowane niezwykle starannie. Na podkresinie zastuguje bardzo rzetelna i
doktadna analiza i prezentacja wynikow, ktdére przedstawione sg takze w obszernych
materiatach dodatkowych, ktérych przygotowanie wymagato niewatpliwie duzo pracy i
starannosci, a ktére sg bardzo uzyteczne dla czytelnikdw. Sekwencje uzyskane podczas
badan zdeponowano w bazie GenBank i doktadnie opisano wszystkie zdeponowane izolaty.

Moje gtéwne pytanie do doktoranta dotyczy jego opinii na temat nowo wykrytego
genotypu ‘Microsporidium sp. PLO1’ — czy jest to nowy gatunek/rodzaj? Czy jednak mozna by
go przypisa¢ to juz opisanego gatunku (jakiego?)? Jak mozna by rozwigza¢ problem
przynaleznosci systematycznej tego powszechnie wystepujacego organizmu?

Podsumowanie i wniosek korncowy

Rozprawa doktorska Pana Artura Trzebnego jest bardzo znaczagcym wkitadem w rozwdj
wiedzy na temat wystepowania mikrosporydiow u krwiopijnych stawonogéw, komardéw i
kleszczy. Doktorant opracowat bardzo uzyteczng metode metabarkodingu mikrosporydiow i
komardw, ktéra powinna znaczgco utatwi¢ prowadzenie badan nad tymi uktadami patogen-
zywiciel. Spodziewam sie, ze metodyka ta bedzie szeroko stosowana a prace dobrze
cytowane. Na podkreslenie zastuguje wysoki poziom merytoryczny opublikowanych prac i
pionierskie wyniki, m.in. wykrycie nowych genotypéw/gatunkéw/rodzajow mikrosporydiow
w komarach i kleszczach. Opracowana metodyka i przeprowadzone badania $wiadczg o
znakomitym poziomie naukowym Doktoranta.

Podsumowujgc, stwierdzam ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana Artura
Trzebnego spetnia wymagania okreslone odpowiednimi przepisami, w zwigzku z tym
wioskuje do Rady Dyscypliny UAM o dopuszczenie mgr Trzebnego do dalszych etapdéw
przewodu doktorskiego. Z uwagi na bardzo wysokg warto$¢ przeprowadzonych badan,
whnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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