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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Michala Kobialki “Endosymbiotyczne mikroorganizmy
piewikéw z podrodziny Deltocephalinae (Hemiptera, Cicadomorpha: Cicadellidae).

Charakterystyka molekularna, ultrastruktura oraz transowarialny przekaz”

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska pana mgr. Michata Kobiatki wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Teresy Szklarzewicz (promotor) i dr Anny Michalik (promotor pomocniczy) oparta jest o pie¢
oryginalnych artykutéw naukowych, w ktérych Doktorant jest pierwszym autorem i ma postaé
opracowania pod w/w tytutem, w ktorego sktad wchodzi Streszczenie (polsko- i anglojezyczne),
Wstep, Wykaz artykulow naukowych, Dyskusja, Literatura i Zatgczniki. Streszczenie, Wstep i
Dyskusja stanowig syntetyczne omowienie pigciu prac badawczych, ktére wraz z o§wiadczeniami
wszystkich wspotautordw zamieszczone sg w ,,Zalacznikach”. Prace te zostaty opublikowane w latach
2015-2018 w pigciu réznych periodykach naukowych o réznej randze: Polish Journal of Entomology
(brak IF, lista B MNiSW), Protoplasma (IF=2,658), Microbial Ecology (IF=3,752), Folia Biologica
(Krakéw) (1F=0,636) i Arthropod Structure and Evolution (IF=1,690). Wszystkie prace s3

wieloautorskie (od 3 do 5 autoréw), we wszystkich p. M. Kobialka jest pierwszym autorem a prof.



WYDZIAEL BIOLOGII
I OCHRONY SRODOWISKA

S

Szklarzewicz autorem korespondencyjnym. »Z,awarte w ,,Zalacznikach” o§wiadczenia wskazuja
jednoznacznie na wiodgcg rolg Doktoranta w prowadzeniu tych badan. Z o$wiadczen wynika, iz mgr
M. Kobiatka bral udziat w formutowaniu koncepcji badan, zbieral owady oraz preparowal i utrwalat
poszczegodlne tkanki/komorki, zajmowal si¢ badaniami ultrastrukturalnymi i molekularnymi,
analizowat i interpretowal wyniki oraz brat udziat w czyms co okreslono w o$wiadczeniach jako
»przygotowanie” publikacji — zapewne byl odpowiedzialny za przygotowanie tablic, schematow,
drzew filogenetycznych i wspétuczestniczyl takze w samym pisaniu prac (np. tak wynika z
oswiadczen autorow w publikacji Kobiatka i in, 2018b (Folia biologica)). Procentowy wkiad
doktoranta w powstanie publikacji oceniono na 60% (prace Kobiatka i in, 2015; 2016), 65% (praca
Kobiatka i in, 2018a) 1 70% (Kobiatka i in, 2018b; 2018¢). Wktad pozostatych wspotautoréw oceniono
znacznie nizej i jednostkowo nie przekracza on 16%. Nie mozna mie¢ wigc watpliwosci, iz p. M.

Kobiatka realizowat i upubliczniat ocenianie badania.

Wartos$¢ naukowa i merytoryczna rozprawy

Cykl oryginalnych prac badawczych prezentowany przez p. M. Kobiatke dotyczy relacji
pomigdzy pluskwiakami réznoskrzydtymi z podrodziny Deltocephalinae (Cicadellidae) z ich
symbiontami. Prace te wpisujg si¢ w nurt zainteresowan zespotu prof. Szklarzewicz, ktéra od wielu lat
wraz ze swoimi wychowankami prowadzi badania ultrastrukturalne pluskwiakéw koncentrujac sie na
analizie zenskich uktadow rozrodczych oraz na lokalizacji oraz transmisji endosymbiontéw. Warsztat
badawczy prezentowany w cyklu prac wskazuje, iz do tradycyjnych dla tego zespotu badan
elektronowo-mikroskopowych dotozono analizy wybranych sekwencji DNA (16S rDNA w przypadku

bakterii i 18S rDNA lub 28S rDNA w przypadku grzybow) oraz metode detekcji endosymbionéow
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dzigki hybrydyzacji in situ sondami potaczonymi z fluorochromem (metoda FISH). Zastosowana
metodyka badan umozliwita autorom detekcj¢ morfologiczng i molekularng mikroorganizméw,
badanie ich pokrewiefistw z innymi znanymi mikroorganizmami a takze odniesienie si¢ (na tle
wiasnych wynikoéw i dostepne;j literatury) do koewolucji uktadu gospodarz-symbiotyczne
mikroorganizmy. Jako obiekt badan wybrano duza grupe, bo az 21 gatunkéw piewikéw z podrodziny
Deltocephalinae, czyli najliczniejszej gatunkowo podrodziny piewikéw. Do badan zbierano gatunki
pospolite, powszechnie wystepujace w faunie Polski. Poniewaz coraz wigcej grup owadéw badanych
jest pod wzglgdem wystgpowania i identyfikacji' mikroorganizméw a przedstawiciele Deltocephalinae
nie byli do tej pory intensywnie badani wybor grupy badawczej byt stuszny. Szczegétowe cele badan i
hipotezy badawcze zostaly zaprezentowane we Wstepie rozprawy i nalezy stwierdzié, iz byty one
ambitne — oprocz takich oczywistych zadan jak analiza histologiczna i ultrastrukturalna
endosymbiontéw zaplanowano réwniez okreslenie ich przynaleznosci systematycznej oraz okreslenie
wzajemnych pokrewienstw wykrytych symbiontéw oraz na podstawie filogenezy endosymbiontow

wnioskowanie na temat wzajemnych pokrewienstw ich gospodarzy.

O wysokiej wartosci naukowej badan wspé}prowadzonych przez mgr. M. Kobiatke $wiadczy
fakt, iz ukazaly si¢ one drukiem w recenzowanych beriodykach naukowych. Trudno prowadzi¢ teraz
szczegolowa recenzje prac, ktore juz byly réceﬁzc;wane przez specjalistow i korygowane przed
ostatecznym wydaniem. Skupig si¢ wigc krotko na kazdej z prac punktujgc najwazniejsze osiagniecia.
Pierwsza praca (Kobialka i in, 2015) ukazata si¢ w Polish Journal of Entomology — i jest to jedyny
periodyk w cyklu prac, ktory nie posiada wspotczynnika wptywu. Poniewaz praca metodycznie i
merytorycznie nie odstaje od pozostatych nie wiadomo dlaczego nie zostata opublikowana w
czasopismie indeksowanym na liscie JCR. W pracy wykazano, iz u piewika Deltocephalus pulicaris

wystepujg dwa gatunki endosymbiontow Sulcia muelleri i Nasuia deltocephalinicola. Bakterie te
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zajmuja osobne bakteriocydy i sg przekazywane transowarialnie do nast¢pnego pokolenia. Sam
przekaz odbywa si¢ w sposob typowy dla Cicadomorpha tj. poprzez cytoplazme komdrek
folikularnych bakterie dostajg si¢ do przestrzeni perioocytarnej oocytow witellogenicznych gdzie
formujg tzw. kule symbiotyczna. Taki ukléd dech bakterii symbiontycznych Sulcia i Nasuia jast
typowy dla wigkszosci analizowanych Cicadomorpha. W pracy oprocz doskonatej jakosci
elektronogramow i drzew filogenetycznych badanych bakterii umieszczono takze wartosciowy
schemat owarioli badanego gatunku piewika z zaznaczonym sposobem transmisji endosymbiontow.
Wyniki nastepnych badan dotyczyty piewika Macrosteles laevis i zostaty opublikowane w
czasopismie o duzej renomie — Protoplasma (Kobiatka i in, 2016). Stosujgc podobny jak uprzednio
aparat badawczy Autorzy wykazali, iz u tego pluskwiaka takze wystepuja bakterie z rodzajow Sulcia i
Nasuia (w oddzielnych bakteriocytach), przy czym - i to jest sytuacja wyjatkowa — w obrebie wielu
bakterii Sulcia zaobserwowano inne bakterief zidentyﬁkowane jako bakterie nalezace do rodzaju
Arsenophorus. Wszystkie 3 typy bakterii sg przekazywane transowarialnie, przy czym bakterie
Arsenophorus w obrebie bakterii Sulcia. Wedle Autoréw wystepowanie Arsenophorus wewnatrz
innych bakterii ma je chroni¢ przed systemem immunologicznym owada i moze $wiadczy¢ o
niedtugiej koewolucji tej bakterii z gospodarzem. Praca zawiera doskonata jakosciowo dokumentacje
fotograficzng, drzewa filogenetyczne i schemat. Warto tu podkresli¢, iz praca ta zostata doceniona
przez specjalistow i wg bazy Web of Science byta do tej pory cytowana 13 razy (stan na dzien
7.05.2018) co dla pracy zajmujacej si¢ uktadem nie-modelowym i, ktdra zostata opublikowana online
3 lata temu jest wynikiem bardzo dobrym. W kolejnej pracy analizowano sktad mikroorganizmow 4
gatunkéw piewikow, u ktérych oprocz symbiotycznych bakterii z rodzaju Sulcia wykryto takze
symbionty drozdzopodobne z typu Ascomycota, a praca (Kobiatka i in, 2018a) ukazala si¢ takze w

renomowanym czasopi$mie Microbial Ecology. U trzech badanych gatunkow piewikow grzyby



WYDZIAL BIOLOGII
[ OCHRONY SRODOWISKA

S

znajdowane byly w ciele ttuszczowym a u Cicadula quadrinotata wystgpowaty one gtéwnie w
komorkach nabtonka jelita srodkowego. Poniewaz nie znaleziono zadnych $ladéw obecnosci bakterii
Nasuia autorzy sugeruja, iz u tych piewikow nastapito catkowite ich wyparcie przez grzyby. Warta
wspomnienia jest tez obserwacja, iz u trzech gatunkow piewikow zaréwno bakteria Sulcia jak i grzyby
sg transmitowane do przestrzeni okotozottkowej oocytow a u gatunku C. quadrinotata obserwowano
tylko przekaz bakterii. Praca jest dokumentowana wysokiej jakosci mikrofotografiami oraz drzewami
filogenetycznymi. Kolejna praca (Kobiatka i in, 2018b, Folia Biologica, Krakéw) przedstawia uktad
az szesciu mikroorganizméw u dwoch piewikow z rodzaju Elymana. Warto zaznaczy¢, iz do warsztatu
badawczego dotozono w tej pracy technike FISH, ktéra umozliwia identyfikacje poszczegolnych
typow baterii na skrawkach histologicznych. Cztery rodzaje bakterii — Sulcia, Nasuia, Arsenophorus i
Sodalis zostaly stwierdzone w bakteriomach — a taki ukfad (dwa pierwotne endosymbionty oraz dwie
rozne gammaproteobakterie) nie byt opisywany do tej pory u Auchenorrhyncha. Wszystkie cztery
rodzaje bakterii sa przekazywane transowarialnie. Wedtug Autoréw u badanych piewikéw mozna
obserwowa¢ zastgpowanie pierwotnych endosymbiontéw przez gammaproteobakterie. U niektorych
badanych osobnikow w jadrach komorkowych Zhaj dowano takze bakterie z rodzaju Wolbachia i
Rickettsia. Praca, jak zwykle, jest poparta doskonatg dokumentacjg. Ostatnia praca w cyklu,
opublikowana w bardzo dobrym periodyku — Arthropod Structure and Development, wydaje si¢ by¢
najbardziej ambitng. Autorzy poddali analizom 13 gatunkéw piewikéw (analiza ultrastrukturalna,
molekularna, metoda FISH) i wykazali, iz u 11 z nich wystepuje uktad symbiontéw Sulcia + Nasuia,
czyli uktad powszechnie wystepujacy w podrodzinie Deltocephalinae. U dwoch gatunkéw z rodzaju
Balclutha wykazano obecno$¢ bakterii Sulcia i gammaproteobakterii Sodalis i ten opis uktadu
symbiontéw jest nowoscig dla tej podrodzihy pieWi’kéw. Wszystkie obserwowane symbionty sg

przekazywane pionowo na nastgpne pokolenie. Oprocz Sulcia, Nasuia i Sodalis w ciele niektérych
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osobnikéw z rodzaju Balclutha wykazano obecno$¢ bakterii Wolbachia. Praca ta jest takze doskonale
ilustrowana, a w dyskusji zwraca uwage jej poszerzenie o dyskusje na temat filogenezy
Deltocephalinae. Warto tu nadmienié, iz dokumentacje pracy znaczaco wzbogaca film 3D
prezentujacy rozmieszczenie bakterii Sulcia i Nasuia w obrebie kuli symbiotycznej tworzacej sig w

czasie transmisji tych bakterii u piewika P. alienus.

Podsumowujac cykl prac nalezy jednqgnacznie stwierdzié, iz stanowig one nowe, oryginalne
badania wnoszace catkiem spory tadunek wiedzy na temat lokalizacji, charakterystyki
ultrastrukturalnej i molekularnej oraz transmisji symbiotycznych mikroorganizmdéw zamieszkujgcych
ciata piewikéw z podrodziny Deltocephalinae. Pan mgr Kobiatka wraz ze wspotpracownikami
wykazal, iz w obrebie tej grupy piewikow istnieje duza r6znorodnos¢ i dynamika systemow
symbiotycznych. Chociaz przewaza uktad pierwotny Sulcia + Nasuia to obserwowano uktady Sulcia +
Nasuia + Arsenophorus + Sodalis czy Sulcia + Nasuia + Arsenophorus w obrebie Sulcia oraz Sulcia +
drozdzopodobne grzyby. Jednoczesnie Autorzy wykazali, iz pomimo wielu systeméw symbiotycznych
model transmisji symbiontéw z pokolenia na pokolenie jest jednorodny w obrgbie badanej grupy i nie
wykazuje zadnych modyfikacji. Wszystkie prace sa poparte znakomita dokumentacjg i, o czym nie
wspominalem, obszernymi dyskusjami bardzo szeroko odnoszacymi si¢ do poszczegdlnych aspektow
badan. W tym miejscu moge juz wigc stwierdzi¢, iz przedstawiony cykl publikacji spelnia wymagania
ustawowe, a w szczego6lnosci te okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z
pozn. zmianami). Jestem przekonany, iz prace te beda (i juz sa) cytowane przez specjalistow i
docenione za ich bardzo dobry warsztat, osiagniete wyniki i szeroko prowadzone dyskusje. Trudno w
tym miejscu nie zauwazy¢ takze, iz przedstawiony cykl az pieciu prac opublikowanych w dobrych i

bardzo dobrych periodykach w niczym nie odstaje od wartosciowego osiagni¢cia habilitacyjnego.
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Na koniec chcialbym odniesé si¢ do tych czesci pracy doktorskiej, ktore nie sg cyklem
artykulow, poniewaz napisane zostaty specjalnie przez Doktoranta na potrzeby rozprawy doktorskiej.
Ta cze$¢ rozprawy, a szczegdlnie Wstep i Dyskusja potwierdzaja, iz mgr M. Kobiatka jest juz
specjalistg w swej dziedzinie. We Wstepie krotko zapoznaje On Czytelnika z ttem prowadzonych
badan, wskazuje cele badan i hipotezy badawcze, omawia zadania badawcze a w Dyskusji omawia na
tle dostepnej literatury wyniki uzyskane w cyklu prac wskazujac na najwazniejsze osiggniecia. Sam
tekst jest pisany jasno i przejrzyscie, nie zauwazylem jakis btedow jezykowych wartych wspomnienia.
Jedyna rzecz jakiej mi tutaj brakuje to jasne odniesienie si¢ do tzw. ,,gléwnych hipotez badawczych”
postawionych we Wstepie, a w szczegoélnosci do hipotezy ostatniej. Cheialbym wiec by w czasie
obrony Doktorant ustosunkowat si¢ do stwierdzenia, iz ,,otrzymane dane pozwola na wyciagnigcie
wnioskOw na temat wzajemnych pokrewiefistw mié,dzy poszczegdlnymi gatunkami Deltocephalinae”.

Czy takie wnioski mozna wyciagna¢ juz teraz czy jest na to zbyt wczesnie?

Whiosek koncowy

Stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi oryginalne osiagniecie
naukowe i spelnia ustawowe wymogi stawiane pracom doktorskim. Wnioskuje do Rady Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie Pana mgr. Michata Kobiatke do

kolejnych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na kompleksowy zakres badan, stosowang nowoczesng metodyke, osiagniete
rezultaty, ktére umozliwity opublikowanie serii pigciu oryginalnych prac badawczych w dobrych i
bardzo dobrych periodykach naukowych ta praca doktorska wyréznia sie bardzo pozytywnie na tle

innych znanych mi tego typu opracowar i stawiam wniosek o jej wyréznienie.

. ﬁ’m Plor



