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Recenzja pracy doktorskiej mgr Artura Trzebnego “Réznorodnos¢ gatunkowa
Microsporidia u wybranych stawonogéw hematofagicznych i wptyw obecnos$ci
mikrosporydiow na mikrobiom gospodarza”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Artura Trzebnego zostata wykonana
pod kierunkiem prof. UAM Mirostawy Dabert w Laboratorium Technik Biologii Molekularne;j
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy bioréznorodno$ci Microsporidia u wybranych gatunkéw
bezkregowcdw hematofagicznych. Badane przez Doktoranta organizmy eukariotyczne
to obligatoryjne pasozyty, ktére moga infekowa szerokie spektrum gospodarzy w tym
cztowieka. Obecnos$¢ spor Microsporidia notowano na wszystkich kontynentach z wyjatkiem
Antarktydy w ekosystemach stodkowodnych, stonowodnych, morskich i ladowych. Niemniej
jednak, pomimo szerokiego rozprzestrzenienia, informacje na temat wystepowania
i bior6znorodnosci Microsporidia sg nadal niewystarczajace.

Pan Artur Trzebny planujac swoje badania zwrdécit uwage na brak sprawdzonej metodyki,
ktéra bytaby skutecznym narzedziem stuzacym ocenie réznorodnosci gatunkowej badanych
organizmow. Zatem jednym z celéw jego rozprawy doktorskiej byto opracowanie skutecznej
metody przydatnej do wykrywania Microsporidia w oparciu o uniwersalny marker DNA.
Z uwagi na fakt bycia najwazniejszymi wektorami patogenéw kregowcédw, jako model
do badan Doktorant wybrat nastepujace bezkregowce hematofagiczne bedace jednoczesSnie
gospodarzami dla Microsporidia: komary (rodzina Culicidae) oraz Kkleszcze (rodzina
Ixodidae). W pracy doktorskiej mgr Artur Trzebny postawit nastepujace pytania: (1) jaka jest
faktyczna réznorodno$¢ gatunkowa Microsporidia u tych gospodarzy?; (2) czy Microsporidia
infekujace tego samego gospodarza oddziatuja ze soba?; oraz (3) czy zakazenie Microsporidia
wptywa na mikrobiom gospodarza? Wedtug Doktoranta znalezienie odpowiedzi na powyzsze
pytania stworzy nowe mozliwo$ci badan w obszarze ekologii tych pasozytéw i moze miec
zastosowanie w diagnostyce medyczne;j.
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Ocena formalnej strony pracy

Rozprawe doktorska stanowi zbiér czterech, w mojej ocenie spéjnych tematycznie artykutéow,
z ktorych trzy zostaty opublikowane w latach 2020-2022 w czasopismach naukowych
o zasiegu miedzynarodowym. Ostatni z artykutow zostat w kwietniu br. wystany do Scientific
Reports i jest aktualnie w recenz;ji.

W pierwszym artykule Doktorant opublikowat wyniki badan nad opracowaniem czutej
i szybkiej metody wykrywania DNA Microsporidia u bezkregowcéw hematofagicznych
(Trzebny i in., 2020). W drugiej publikacji zostata przeanalizowana prewalencja
i r6znorodno$¢ Microsporidia na duzej (tj. 2166 osobnikéw) probie komaréw europejskich,
w celu weryfikacji hipotez dotyczacych gatunkéw potencjalnie poliksenicznych oraz
wzajemnych oddzialtywan réznych gatunkéw Microsporidia wystepujacych w koinfekcjach
u jednego gospodarza (Trzebny i in., wystany do Scientific Reports). Trzecia publikacja
dotyczyta analiz zmian mikrobioty jelitowej komaréw zwigzanych z obecnoscig Microsporidia
(Trzebny i in., 2021). W ostatnim artykule wchodzacym w sktad pracy doktorskiej (Trzebny i
in., 2022) Doktorant analizowat stopien infekcji pasozytniczej u kleszczy z uwzglednieniem
ich roli, jako potencjalnych wektoréw zoonotycznych gatunkéw Microsporidia.

Z punktu widzenia oceny bibliometrycznej prace doktorska mgr Artura Trzebnego, oceniam
bardzo wysoko. Trzy artykuty wchodzace w sktad rozprawy ukazaty sie kolejno
w nastepujacych czasopismach naukowych: Molecular Ecology Resources w 2020 r. (IF 7.090;
MEiIN 140), Microbial Ecology w 2021 r. (IF=4.552; MEIN 100) i Parasites & Vectors
(IF=3.876; MEiN 100) w 2022 r. Z kolei publikacja autorstwa Trzebny A., Mizera ]., Dabert M.
oznaczona w autoreferacie numerem 2 zostata w kwietniu br. ztoZona w redakgcji Scientific
Reports i jest aktualnie w recenzji. Laczny Impact Factor opublikowanych do tej pory
artykutéw wynosi 15.518 a po opublikowaniu ostatniego artykutu w Scientific Reports Impact
Factor bedzie wynosit 19,973. Nalezy podkresli¢, ze we wszystkich publikacjach Doktorant
byt pierwszym autorem a Jego wkiad wedtug ztozonych oswiadczen wspédtautoréow byt
zdecydowanie dominujacy i wynosit od 50 do 75%. Poza artykutami i o$wiadczeniami
wspotautorow praca doktorska mgr Artura Trzebnego sktada sie ze streszczenia w wersji
polskiej i angielskiej, wykazu publikacji wchodzacych w sktad cyklu, autoreferatu w wersji
polskiej i angielskiej, w ktorym zacytowano 45 pozycji literatury oraz informacji na temat
finansowania badan opisanych w pracy doktorskiej.

Tu nalezy wspomnie¢, Ze zaangazowanie mgr Artura Trzebnego w prowadzone w ramach
pracy doktorskiej badania zaowocowato otrzymaniem grantu Preludium NCN jak roéwniez
finansowania z innych Zrédet.

Jesli chodzi o sam uktad pracy doktorskiej to jest on poprawny przy czym mam jedno
zastrzezenie co do kolejnoSci artykutow wchodzacych w sktad cyklu. Uwazam, Ze ze wzgledu
na chronologie czasowg jak rowniez status danego artykutu (tj. w przygotowaniu/wystany do
redakcji/przyjety do druku/opublikowany) publikacja nr 2 powinna znaleZ¢ sie na koncu
cyklu. Prositbym Doktoranta o wyjasnienie takiego a nie innego uktadu artykutow.
Autoreferat jest napisany jasnym, klarownym jezykiem dzieki czemu nie tylko wprowadza
czytelnika w problematyke pracy doktorskiej ale takze uzasadnia znaczacy wktad Doktoranta
w powstanie artykutéw wchodzacych w sktad cyklu. Strona graficzna rozprawy doktorskiej
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réwniez prezentuje wysoki poziom co przektada sie na bardzo dobry odbidr prezentowanych
tresci.

Ocena uzyskanych wynikéw

Mgr Artur Trzebny w swojej pracy doktorskiej podjat sie ciekawego tematu jakim sg infekcje
Microsporidia pasozytéw kregowcow w tym cztowieka.

Powstanie pracy doktorskiej nie bytoby mozliwe bez opracowania skutecznej metodyki
stuzacej wykrywaniu Microsporidia (Trzebny i in., 2020). Mgr Trzebny stusznie wybrat
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie DNA jako baze do opracowania diagnostyki
Microsporidia. Zastosowanie takiego podejscia pozwolito na jednoczesng analize duzej ilo$ci
badanych préb, co wiecej w jednej prébie mozna byto jednocze$nie identyfikowac¢ gospodarzy
(komary i kleszcze) jak i pasozytujace w nich Microsporidia a to z kolei dawato mozliwo$¢
oceny ich powigzan ekologicznych. Wstepne eksperymenty wskazaly, Ze powszechnie
stosowany w metabarkodingu Microsporidia marker V1-V3 ssu rDNA jest mato specyficzny
poniewaz w czasie sekwencjonowania generuje duzo sekwencji z innych organizméw.
W oparciu o dostepne sekwencje Microsporidia Doktorant zaprojektowat startery
do amplifikacji hiper-zmiennego regionu V5 ssu DNA i potwierdzit jego skuteczno$¢
w diagnostyce badanych jednokomoérkowcéw. Do identyfikacji gatunkowej stawonogéw mgr
Trzebny réwniez zaprojektowat startery, ktore amplifikowaty krotki fragment
mitochondrialnego genu COI (tzw. barkod DNA). Uwage zwraca potencjalna mozliwos¢
wykorzystania opracowanej metodyki w diagnostyce Microsporidia z innych typéw izolatéow
DNA co przekiada sie na jej aspekt praktyczny.

Kolejne publikacje wchodzace w sktad cyklu sg odpowiedzig na postawione przez Doktoranta
pytania. Manuskrypt nr 2 (w recenzji w Scientific Reports) weryfikuje hipoteze
o monokseniczno$ci badanych Microsporidia izolowanych z europejskich komarow.
Dodatkowg wartos$cia jest wnikliwa analiza zaleznoSci infekcji od gatunku gospodarza, jego
ptci czy temperatury siedliska. Doktorant wskazuje na obecno$¢ nowego dla nauki gatunku
w oparciu o bioinformatyczng analize uzyskanych sekwencji DNA (Microsporidium sp. PLO1).
Brakuje mi tutaj pelnego opisu nowo zidentyfikowanego taksonu - czy zostanie on
w przysztoSci przedstawiony w oddzielnym artykule? Na podstawie jakich cech byty
identyfikowane inne gatunki np. Amblyospora sp. 1 czy Microsporidium sp. BLAT1?

Analiza wptywu infekcji Microsporidia na sktad mikrobiomu gospodarza byta niezwykle
ambitnym zadaniem. Czy wg. Doktoranta wybér gatunkéw gospodarza mégt mie¢ wptyw
na otrzymane wyniki? W artykule przedstawiono dowody, Ze infekcja Mikrosporidia moze
wptywa¢ na sktad i zmiane metabolizmu mikrobiomu gospodarza. Czy wg. Doktoranta
obserwowane zmiany takie jak np. promowanie syntezy nukleotydéow byty korzystne dla
Microsporidia zasiedlajacych gospodarza?

Czwarta cze$¢ rozprawy doktorskiej rozszerza jej problematyke o kolejna grupe tj. kleszcze
(rodzina Ixodidae). Doktorant zauwazyt, Ze informacje na temat infekcji Microsporidia
u kleszczy sa bardzo nieliczne i zasugerowat, Ze kleszcze w przeciwienstwie do komaréw
mogty wyksztatci¢ mechanizmy obronne, ktére znaczaco obnizaja ryzyko infekcji. Co istotne,
zaden z badanych osobnikéw nie byt wektorem patogennych Mikrosporidia. Do cze$ci
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autoreferatu opisujagcego wyniki z czwartego artykulu mam jedng uwage jezykowa: nie
piszemy ,w kleszczach” a raczej ,u kleszczy”.

Uzyskanie przez Doktoranta wyniki oceniam wysoko - nie tylko ze wzgledu na umiejetne
zaplanowanie eksperymentéw, opracowanie potrzebnej metodyki, solidny warsztat
statystycznego i graficznego opracowania wynikéw ale takze ze wzgledu na aspekt
praktyczny poruszanej tematyki jakim jest diagnostyka gatunkowa oraz poznanie
bioréznorodnosci i zaleznoSci ekologicznych u stabo zbadanej grupy jaka sa Mikrosporidia.
Dowodem na to, Ze jest to temat warty zainteresowania naukowego sg cytowania 9 publikacji
z udziatem Doktoranta (opublikowanych w latach 2020-2022): liczba cytowan 66 indeks H=4
(wg. bazy Scopus stan na 9.06.2022).

Whnioski koncowe

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona do oceny praca doktorska mgr Artura Trzebnego
spelnia wszystkie warunki okre$lone 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.). Dlatego tez zwracam sie
do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu o dopuszczenie mgr Artura Trzebnego do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne.

Ponadto, ze wzgledu na ponadprzecietng jako$¢ naukowa recenzowanej przeze mnie
rozprawy doktorskiej zwracam sie Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu z prosba o rozwazenie wyrédznienia
jej stosowng nagroda.
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