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Rozprawa doktorska autorstwa mgr Michata Kolasy podejmuje temat ekologicznych i
ewolucyjnych interakcji endosymbiontycznych, wewnatrzkomoérkowych bakterii z grupy tzw.
,male-killers” z ich owadzimi gospodarzami. Okre$lenie ,,male-killers” wiaze si¢ z faktem, ze
bakterie te przenosza si¢ miedzy pokoleniami swoich zywicieli wraz z cytoplazmg komorki
jajowej, przez co organizm samca jest dla nich ewolucyjnym $lepym zautkiem. Z tego powodu
bakterie wyewoluowaty sposoby na manipulacj¢ ekspresja pici u swoich gospodarzy, stad
endosymbionty typu ,,male-killers” mogg by¢ bardzo waznym czynnikiem w ewolucji swoich
gospodarzy. Poznanie bakteryjnych endosymbiontéw moze mie¢ duze znaczenie dla
zrozumienia mechanizmoéw ewolucji, co — w potaczeniu z rozwojem technik molekularnych —
powoduje ze badania im poswigcone nabierajg w ostatnich latach tempa, min. dzigki pracom
prowadzonym przez doktoranta w ramach zespotu badawczego kierowanego przez dr hab.
Fukasza Kajtocha. Badania ktérych efektem jest niniejsza rozprawa doktorska byty
finansowane czesciowo z grantéw promotora oraz — co nalezy bardzo doceni¢ — z grantu

pozyskanego przez samego doktoranta w ramach programu NCN ,,Etiuda”.
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Przedstawiona do mojej oceny rozprawa ma uktad typowy dla osiagnie¢ naukowych opartych
na zbiorze opublikowanych artykuldéw, a zatem sklada si¢ z wprowadzenia (napisanego w

Jjezyku polskim), do ktérego dodano same artykuly wraz z materiatami uzupetniajacymi.
Podstawa rozprawy jest cykl szesciu publikacji naukowych:

I.  Kolasa M., Kubisz D., Gutowski J. M., Scibior R., Mazur M. A., Holecova M., Kajtoch
L (2018) Infection by endosymbiotic ,,male-killing” bacteria in Coleoptera. Folia
Biologica, 66 (4), 165-177

II.  Kajtoch, £., Kolasa, M., Kubisz, D., Gutowski, J. M., Scibior, R., Mazur, M. A.,
Holecova, M.(2019). Using host species traits to understand the Wolbachia infection
distribution across terrestrial beetles. Scientific Reports, 9(1), 847

III.  Kolasa, M., Montagna, M., Mereghetti, V., Kubisz, D., Mazur, M. A., Kajtoch, L.
(2017). Preliminary evidence of the horizontal transmission of Wolbachia between
Crioceris leaf beetles (Coleoptera: Chrysomelidae) and their Asparagus host plants.
European Journal of Entomology, 114, 446-454

IV.  Kolasa, M., Kubisz, D., Mazur, M. A., Scibior, R., Kajtoch, L. (2018). Wolbachia
prevalence and diversity in selected riverine predatory beetles (Bembidiini and
Paederini). Bulletin of Insectology, 71, 193-200

V.  Kotaskova, N., Kolasa, M., Kajtoch, L. (2018). Contrasting patterns of molecular
diversity and Wolbachia infection in bisexual and parthenogenetic Strophosoma weevils
(Coleoptera: Curculionidae). Entomological Science, 21(4), 385-395

VI. Kolasa, M., Scibior, R., Mazur, M. A., Kubisz, D., Dudek, K., Kajtoch, £.. (2019). How
hosts taxonomy, trophy, and endosymbionts shape microbiome diversity in beetles.

Microbial Ecology, doi: 10.1007/s00248-019-01358-y

Wszystkie prace wchodzace w sktad cyklu sg wieloautorskie i przygotowane przez zespoty od
trzech do siedmiu autoréw. Mgr Michat Kolasa jest pierwszym autorem w czterech sposrod
szesciu artykutéw, przy czym we wszystkich pracach jego udzial w powstaniu publikacji jest
wiodgcy i deklarowany na 50 - 60% (nawiasem mdwiac, nie catkiem rozumiem dlaczego w
pracy V doktorant jest drugim autorem, skoro jego wkiad przekracza wkiad pierwszej autorki,
50% wobec 40%). W niemal wszystkich przypadkach wkiad doktoranta polegal na

opracowaniu  koncepcji  pracy, wykonaniu prac laboratoryjnych, opracowaniu
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bioinformatycznym wynikéw, ich interpretacji oraz przygotowaniu manuskryptu. Mozna wigc
$miato powiedzie¢, ze mgr Kolasa bral udzial we wszystkich etapach badan i ze to on miat
decydujacy wptyw na sposob w jaki je zaprojektowano, przeprowadzono i przedstawiono w

publikacjach.

Publikacje bedgce podstawa rozprawy zostaly opublikowane w czasopismach naukowych
0 ugruntowanej renomie, co oznacza, ze dorobek przedstawiony do mojej recenzji juz byt
poddany merytorycznej ocenie redaktoréw czasopism oraz recenzentéw prezentujacych
uznany, wysoki poziom naukowy. Wskaznik oddziatywania czasopism, w ktorych
opublikowano artykuly, miesci si¢ w przedziale od 0.523 do 4.122 przy sredniej 1.906, co jest
wartoécig bardzo dobrg jak na prace z zakresu entomologii. Wszystkie tez prace doczekaty si¢
cytowan w renomowanych czasopismach, co dowodzi, ze zostaly dostrzezone przez
spoteczno$¢ badaczy. Fakty te dowodza, ze publikacje doktoranta wechodzace w sktad rozprawy
zostaly juz wielokrotnie poddane krytycznej ocenie innych badaczy i co wigcej, oparly sig tej
ocenie z sukcesem, co jest najlepszym dowodem ich jakosci. Publikacje te s na tyle dojrzatym
produktem badan, Ze znalezienie ich stabych stron jest raczej trudnym zadaniem dla recenzenta

rozprawy.

Szesé prac wehodzacych w sktad cyklu, mimo, Ze sa spojne tematycznie, bo wszystkie dotyczg
tematyki wystepowania u chrzaszczy endosymbiotycznych bakterii, to rownoczesnie sg
zarazem dos$¢ réznorodne, gdyz poshuguja si¢ rozmaitymi narz¢dziami molekularnymi

do rozwigzania zroznicowanych celow badawczych. Do celow tych autor zaliczyt:

I.  Okredlenie rozpowszechnienia infekcji bakteriami endosymbiotycznymi z grupy ,,male
killers” wsrod ladowych chrzaszcezy.
II.  Okreslenie, czy miedzy bakterig Wolbachia a wybranymi przedstawicielami chrzgszczy
zachodzi koewolucja.
III.  Przesledzenie korelacji miedzy nosicielstwem bakterii Wolbachia przez gatunki
chrzgszczy a cechami biologicznymi i ekologicznymi taksonoéw zainfekowanych
i niezainfekowanych.
IV.  Przeanalizowanie potencjalnych drég horyzontalnego przenoszenia infekcji bakterig

Wolbachia.
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V. Zbadanie, czy infekcja bakteria endosymbiotyczng (Wolbachia) byta czynnikiem
indukujacym powstanie partenogenezy u chrzgszczy.
VI.  Wskazanie czynnikéw jakie ksztaltuja mikrobiote chrzgszczy oraz okreslenie roli

bakterii endosymbiotycznych w ksztattowaniu mikrobiomu.

Wszystkie te cele zostaly osiagnigte, co zaliczam do istotnych i oryginalnych elementow

rozprawy, decydujacych o jej wysokiej wartosci merytoryczne;.

Materiat do badan zaprezentowanych w publikacjach stanowity chrzaszcze kilkuset gatunkéw
zebranych na licznych stanowiskach zlokalizowanych w wielu krajach, gléwnie Europy
Srodkowo-Wschodniej. Sam zbiér tak bogatego materiatu badawczego byt z calg pewnoscia
duzym wyzwaniem logistycznym i pod tym wzgledem badania te wyrdzniajg si¢ na tle
weczesniejszych prac innych autoréw nad okresleniem rozpowszechnienia infekcji bakteriami
endosymbiotycznymi u owadow, ktore albo badaty liczne osobniki pojedynczych gatunkow,
albo pojedyncze osobniki wigkszej liczby gatunkow. Mozna wigc powiedzie¢, ze wyniki
zaprezentowane w publikacjach I i II sa jedna z pierwszych prob oszacowania
rozpowszechnienia bakterii z grupy male-killers bazujaca na tak szerokim i reprezentatywnym

materiale.

Zastosowane metody molekularne sg adekwatne do przyjetych celéw. Nalezy pochwalié
rygorystyczne procedury zastosowane podczas ekstrakcji DNA w celu zapobiezenia
kontaminacji materiatu, co moze by¢ problemem w badaniach wszedobylskich bakterii. Dla
okreslenia filogenetycznych relacji chrzaszczy zintegrowano informacje opartg na sekwencjach
zarowno mitochondrialnych, jak i jadrowych, co jest bardzo wazne, bowiem obydwa rodzaje
markerow mogg skutkowaé odmienng rekonstrukcja filogenezy. W celu wykrycia i okreslenia
réznorodnosci bakterii Rickettsia, Cardinium, Spiroplasma i Wolbachia wykorzytano szereg
réznorodnych starteréw, w tym standardowo stosowany fragmenty genu 16S rDNA oraz
fragmenty pigciu gendéw metabolizmu podstawowego uzywanych do genotypowania bakterii

w tzw. systemie Multilocus Sequence Typing (MLST).

Nie mam wigkszych zastrzezen jesli chodzi o sposéb opracowania wynikéw i metody
statystyczne. Nie zgodze si¢ jedynie z opinig doktoranta zawartg na stronie 22: ,,Z uwagi na
specyfikg¢ celow i1 danych w PUBLIKACJI [ analizy statystyczne nie byly potrzebne”. Wprost

przeciwnie, uwazam, ze praca bardzo skorzystala by na nieco lepszym opracowaniu
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statystycznym. Autorzy ograniczyli si¢ w niej do podania wystepowania czterech gatunkow
bakterii na tle listy gatunkow chrzgszczy oraz obliczeniu proporcji zainfekowanych gatunkow.
Mozna bylo przynajmniej oszacowac przedzialy ufnosci wokoél oszacowanych proporgji, np.
przy uzyciu metody bootstrap. Bez tego na podstawie samej lektury PRACY I cigzko jest ocenic,
czy poziom infekcji rozni si¢ istotnie pomigdzy poszczegdlnymi grupami. Zapewne
konsekwencjg tego niedociagnigcia jest niemozno$¢ zdecydowania si¢ autora, czy infekcja
Wolbachia na poziomie 27% jest nizsza, czy taka sama jak opisywana dotad w réznych grupach
owadéw, dla ktérych wyniki mieszczg si¢ w zakresie 20-70%. We wprowadzeniu na stronie 29
mozna przeczytaé, ze jest nizsza; nastepnie w PRACY I (str. 52 oryginalnej pracy) jest podane,
ze wypada w zakresie opisywanym przez wczesniejsze prace innych autorow; wreszcie w
PRACY II (str. 63 pracy) znow pada informacja, ze 27% to mniej niz zakres od 20 do 70%

spotykany w dotychczasowych publikacjach.

Jedli chodzi o inne moje watpliwosci: mimo bogactwa wiedzy jaka wyniostem z lektury
rozprawy dr Kolasy, wciaz czuje¢ si¢ nieusatysfakcjonowany brakiem ostatecznych konkluzji
co do kierunku zalezno$ci przyczynowo-skutkowych w relacjach miedzy chrzaszczami a
bakteriami. Krotko moéwiae, co wynika z czego — czy cecha chrzaszcza wynika z infekeji
endosymbiontem czy .infekcja edosymbiontem wynika z cech chrzgszcza. Czasem mam
wrazenie, ze autor sugeruje odwrotny kierunek zaleznosci od tego, jakiego mozna by sie

spodziewac. Np. w Streszczeniu na stronie 6 jest fragment:

(...) uzyskane dane wskazujq, ze niektore kategorie cech (...) mogg by¢ powiqgzane ze statusem
infekcji Wolbachia, natomiast niektore inne (...) nie majq zwigzku z infekcjq. Niemniej jednak

nie mozna mowicé o jasnym wzorcu powigzan konkretnych zespotu cech z infekcjg.

Doradzat bym raczej odwrdcenie kolejnoscei: to podatnosé na infekcje moze miec¢ zwigzek (czyli
moze wynikac) z ekologia chrzaszcza, a nie na odwrot. Oczywiscie trudno jest na podstawie
samych danych o charakterze korelacyjnym stwierdzi¢, jaki jest kierunek odziatywania, wigc

nie bede sie przy tej krytyce upierat.

I[nny przyktad — czy np. partenogeneza spotykana u danego gatunku chrzaszcza jest wynikiem
infekcji, czy na odwrdt — obecno$¢ bakterii utrwalita si¢ na skutek partogenetycznego sposobu
rozmnazania. Co jest przyczynag, a co skutkiem? Jesli bakteria jest okreslania jako male-killer,

to wydawaloby sig, ze brak samcéw w populacji to wlasnie sprawka bakterii. PUBLIKACIA I
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pokazuje duza rdéznicg miedzy poziomem infekcji chrzaszczy biseksualnych i
partenogenetycznych (26% wzgledem 80%), jednak PUBLIKACJA V wskzuje, ze partogeneza u
jednego z badanych gatunkéw wynika z jego hybrydowego pochodzenia, natomiast rola
Wolbachia w powstaniu partenogenezy nie jest dla mnie catkiem jasna. Czy jesli
poliploidyzacja  zwigzania z hybrydyzacja wystarcza do powstania nowego,
partenogenetycznego gatunku, to czy hipoteza zaktadajace udzial Wolbachia w calym tym

procesie nie jest zbedna?

Wreszcie — mimo, ze przygotowang rozprawe uwazam za bardzo wartosciowa pod wzgledem
merytorycznym, muszg skrytykowa¢ doktoranta za mato staranng pod wzgledem edycyjnym
1jezykowym czg$¢ wstepna rozprawy napisang w jezyku polskim. Spotyka si¢ liczne bledy
interpunkcyjne w formie pominigcia przecinka migdzy czesciami sktadowymi wypowiedzen
ztozonych albo wstawienie przecinka tam, gdzie jest on zbedny. Tu najlepszym przyktadem
jest umieszezenie zbgdnego przecinka w tytule (,,Ewolucyjne i ekologiczne interakcje migdzy
wybranymi taksonami chrzaszczy, a endosymbiotycznymi bakteriami”). Biad jest fatalny, bo
umieszczony w najbardziej eksponowanej czgsci rozprawy. Zgodnie ze Slownikiem jezyka
polskiego PWN przed spdjnikiem ,.a” nie stawiamy przecinka, jesli wystepuje miedzy
wyrazami lub wyrazeniami poréwnywanymi w potaczeniu z wyrazem ,,miedzy”, tak jak ma to
miejsce w tytule rozprawy. Oczywiscie problemy z praktycznym postugiwaniem si¢ jezykiem
polskim majg drugorzgdne znaczenie z punktu widzenia wartosci merytorycznej pracy i nie
umniejszajg jej znaczenia, gdyz zasadniczg wage maja oryginalne publikacje napisane w jezyku

angielskim.
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Whioski koncowe

Mgr Michat Kolasa wykazal si¢ odpowiednia wiedza i umiejgtnosciami w zakresie
projektowania badan biologicznych, analiz laboratoryjnych, opracowania i statystycznej
analizy danych oraz pisania publikacji naukowych. Co najwazniejsze, udowodnil rowniez,
ze posiadl umiejetnos¢ tworczego i analitycznego myslenia. Przedstawione w niniejszej
recenzji uwagi krytyczne, w gléwnej mierze majace charakter marginalny lub polemiczny, nie

obnizajg bardzo wysoka ogdlnej oceny przedstawionej rozprawy.

Stwierdzam, ze rozprawa p.t. Ewolucyjne i ekologiczne interakcje miedzy wybranymi
taksonami chrzgszczy, a endosymbiotycznymi bakteriami spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym obowigzujaca aktualnie
w Polsce, wnosze wiec o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Biorgc pod uwage wysoki poziom merytoryczny rozprawy (zwlaszcza wkiad do wiedzy na
temat interakcji miedzy endosymbiontami bakteryjnymi i chrzgszczami) zglaszam wniosek

o wyrdznienie jej w przyjety przez Rade sposaéb.

dr hab. Andrzej Oleksa

/MW /W ik
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