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Autoreferat — wersja polska

1. Imie i Nazwisko
Piotr Lukasik

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

26.04.2008-30.09.2011: Studia doktoranckie (D.Phil. in Zoology) w Department of Zoology.
University of Oxford, Oksford, Wielka Brytania. Tytut pracy doktorskiej: ,,The faculiative
endosymbionts of grain aphids and the horizontal transfer of ecologically important traits”. Promotorzy:
Prof. H. Charles J. Godfray. Dr. Julia Ferrari. Studia zakoniczytem w dniu 30.06.201 1. Tytut formalnie
przyznano podczas ceremonii w dniu 08.06.2013.

01.10.2001-06.10.2006: Studia Matematyczno-Przyrodnicze, specjalnoi¢ Biologia: piccioletnie
jednolite studia magisterskie, Wydzial Biologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw. Praca magisterska
LBenefits and costs of adaptation to elevated copper levels in the flour beetle, Tribolium confusum”
przygotowana w zaktadzie Ekotoksykologii w Instytucie Nauk o Srodowisku pod opieka prof. dr hab.
Ryszard Laskowskiego. Studia ukonczytem z wynikiem bardzo dobrym, uzyskujac tytul magistra
biologii, w dniu 06.10.2006.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Od 01.07.2019: Adiunkt badawczy, kierownik nowo utworzonego zespotu badawczego Ewolucji
Symbioz. Instytut Nauk o Srodowisku, Wydzial Biologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow.

Od 01.10.2018 do 30.06.2019: Researcher, zatrudniony w projekcie badawczym Insect Biome Atlas
realizowanym w Department of Bioinformatics and Genetics, Swedish Museum of Natural History,
Stockholm, Sweden. Kierownik zespotu - prof. Fredrik Ronquist.

Od 11.09.2014 do 08.10.2018: Staz podoktorski, Division of Biological Sciences. University of
Montana, Missoula, MT, U.S.A. Kierownik zespohu — dr John P. McCutcheon

Od 01.10.2013 do 30.11.2013: Krétkoterminowy staz podoktorski, National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology (AIST), Tsukuba, Japan. Opiekun stazu — dr Ryuichi Koga

Od 19.09.2011 do 19.07.2014: Staz podoktorski, Department of Biology, Drexel University,
Philadelphia, PA, U.S.A. Kierownik zespotu - dr Jacob Russell

4. Wskazanie osiaoniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r.

poz. 1311.):

Na osiagniecie naukowe sktada sie cyk! czterech publikacji poswiecony ewolucji wyspecjalizowanych
mikroorganizméw symbiotycznych cykad. Laczny ,.impact factor” (IF zgodny z rokiem publikacji wg.
Web od Science Core Collection) wynosi 28.271, tgczny 5-letni IF 30.333, a faczna liczba punktow
MNiSW — 150. Wkiad i udzial procentowy w poszczegdlnych pracach podano przy kazdej publikacji,
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natomiast oswiadczenia wspatautordw publikacji dotyczgce ich wspotudziatu dotgczone sg do kopii
kazdej z publikacji.

a) tytul osiggniecia naukowego
Zroznicowanie i ewolucja symbioz cykad

b) (autor/autorzy. tyvtul/tytuty publikacii, rok wydania. nazwa wydawnictwa. recenzenci

wydawniczy)

Dla kazdej z prac podatem Impact Factor dla ostatniego roku dla ktoérego te dane sg dostepne (2017 -
IF2017), jak rowniez aktualny 5-fetni TF (IF5). Punkty MNiSW podatem wedlug tabeli z roku 2016.
[lo$¢ cytowan podalem wedlug Web of Science (WoS) i Google Scholar (GS) z dnia 27.04.2019 1.

~___JPO01. Lukasik P., Nazario K.. Van Leuven J.T., Campbell M.A., Meyer M., Michalik A., Pessacq P..
Simon C., Veloso C., McCutcheon J.P. (2018) Multiple origins of interdependent endosymbiotic
complexes in a genus of cicadas. Proceedings of the National Academy of Sciences 115(2): E226-E235

IF2017 =9,504; IF5 = 10,359: Punkty MNiSW = 45: Cytowania-WoS = 7: Cytowania-GS = 12,

Moj wklad w powstanie pracy polegat na:

e Wspotustaleniu koncepcji i ustaleniu szczegdlowego planu badan

e Pozyskaniu okazéw (chilijskie cykady ze stabo poznanego rodzaju Teftigades), zarzadzaniu
probami

e Samodzielnej analizie roznorodnosci szczepdw mikroorganizméw w oparciu o metody NGS
(zaplanowanie i wdrozenie niestandardowego protokofu analiz, przygotowanie bibliotek do
sekwencjonowania, analiza, wizualizacja 1 interpretacja danych)

e Samodzielnym przygotowaniu wiekszosci bibliotek metagenomicznych

e Samodzielngj analizie bioinformatycznej danych metagenomicznych (skladanie metagenomow.
petna anotacja genomow przy uzyciu samodzielnie napisanych skryptow, analiza poréwnawcza
genomdw, analizy filogenomiczne, wizualizacja danych przy uzyciu samodzielnie napisanych
skryptow)

o  Analizie préb przy uzyciu technik mikroskopii fluorescencyjnej

e Zarzadzaniu danymi (depozycja w publicznych bazach danych)

¢ Samodzielnym przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu, przygotowaniu kolejnych wersji
W oparciu o Komentarze wspotautorow

e Pelnieniu obowigzkéw autora korespondencyjnego: zlozylem manuskrypt do druku i zajalem
sie dalszymi etapami zwiazanymi z jego publikacja (ustosunkowanie sie do uwag recenzentow,
korespondencja z redaktorem czasopisma, zatwierdzenie ostatecznej wersji)

e Pozyskaniu czgsci $Srodkdw na realizacje projektu (grant National Geographic Society)

Mdj udzial procentowy szacuje na 65%.

/ P02. Campbell M.A.*, Lukasik P.*, Meyer M.M., Buckner M., Simon C., Veloso C., Michalik A,
McCutcheon J.P. (2018) Changes in endosymbiont complexity drive host-level compensatory
adaptations in cicadas. mBio 9: e02104-02118 (* rowny wspdtudzial)

IF2017 = 6,689; IF5 = 7.140; Punkty MNiSW = 435; Cytowania-WoS = 0; Cytowania-GS = 0.

Maj wktad w powstanie pracy polegal na:

e Wspoludziale w ustaleniu koncepcji i szczegotowego planu badan

e Zbiorze, identyfikacji i zarzadzaniu czgscig prob (chilijskie cykady z rodzaju Tettigades)

o Koordynacji analizy réznorodnosci szczepéw mikroorganizmow w oparciu o metody NGS
(zaplanowanie i wdrozenie niestandardowego protokohu analiz, przygotowanie czesci bibliotek
do sekwencjonowania, analiza, wizualizacja i interpretacja danych)

e Udzialu w analizie mikroskopowej transmisji symbiontow

o Wspoltworzeniu pierwsze] wersje artykutu i wspdtuczestnictwie w przygotowaniu kazdej z
kolejnych wersji
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» Pozyskaniu czesci srodkow na realizacje projektu (grant American Genetics Association).

Moj udziat procentowy szacujg na 33%.

S
P03. M -ISI)IUI'EE Y., gjyama M.. Lukasik P.. Vandetpool D., Tanahashi M., Meng X.-Y., M&Cutcheon
J.P., Fukdtsu T. (2018) Recurrent symbiont recr itent from fungal parasites in cicadas. Proceedings
of the National Academy of Sciences 115(20): E5970-E5979

IF2017 =9,504; TF5 = 10.359; Punkty MNISW = 43; Cytowania-WoS = 5: Cyvtowania-GS = 11.

Méj wkiad w powstanie pracy polegal na:

e Wspdludziale w ustaleniu planu badan

e Samodzielnej pracy laboratoryjnej z prébami metagenomicznymi (izolacja DNA,
przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania)

e Samodzielnej analizie bioinformatyczne] danych metagenomicznych (identyfikacja
roznorodnosci  mikroorganizméw w  probach, anotacja wybranych genomdw, analizy
filogenomiczne, czeSciowe analizy porownawcze, zarzadzanie | publikacja danych,
wizualizacja i interpretacja uzyskanych wynikow)

e Uczestnictwie w przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu, komentowaniu kolejnych wersji

Moj udzial procentowy szacuje na 18%.

P04. Lukasik P., Chong R.A., Nazarig K., M§\t§;uura Y., Bublitz D., Cax,}fpbell M.A., Meyer M., Van
Leuven J.T., Pessacq P., Veloso C., Sgn?m (& McC(;tglweon I.P. (2019) One hundred mitochondrial
genomes of cicadas. Journal of Heredin /1 10(2): 247-256

IF2017 = 2.574; IF5 = 2.475: Punkty MNiSW = 20: Cyvtowania-WoS = 0; Cyvtowania-GS = 0.

Moj wktad w powstanie pracy polegal na:

e Samodzielnym ustaleniu koncepcji i szczegolowego planu badan

e Pozyskaniu znaczacej czgsci okazow

e Samodzielnym przygotowaniu bibliotek metagenomicznych dla znacznej czgsci prob i
wspotudziale w przygotowaniu wickszosci pozostatych

e Samodzielnej petnej analizie bioinformatycznej danych, oraz zarzadzaniu danymi (depozycja
w publicznych bazach danych)

e Samodzielnym przygotowaniu pierwszej kompletnej wersji manuskryptu, nie liczac czesci
dotyczacej tempa ewolucji, oraz przygotowaniu kolejnych wersji w oparciu o komentarze
wspotautorow.

e Pelnieniu obowiazkéw autora korespondencyjnego: ztozytem manuskrypt do druku i zajglem
sie dalszymi etapami zwigzanymi z jego publikacja (ustosunkowanie si¢ do uwag recenzentow,
korespondencja z redaktorem czasopisma, zatwierdzenie ostatecznej wersji).

» Pozyskaniu czesci Srodkdw na realizacje projektu.

Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

c. omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Streszczenie

Osiggniecie habilitacyjne jest wynikiem badan ktére przeprowadzitem w latach 2014-2018 w
ramach stazu podoktorskiego w laboratorium dr Johna McCutcheona z University of Montana w
Missoula, MT, USA. Nadrzednym celem mojego projektu byto zbadanie proceséw ewolucyjnych
ksztaltujgcych  dziedziczne endosymbiozy odzywcze cykad, owadow polegajgcych na
wyspecjalizowanych mikroorganizmach symbiotycznych w celu suplementacji odzywczej ich
niezrdwnowazonej diety zlozonej z soku roslinnego.
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W pierwszym artykule tworzacym ten zbior prac szczegélowo opisalem i oméwilem unikalne procesy
dotyczgce ewolucji genomow bakterii Hodgkiniu — wyspecjalizowanego endosymbionta odzywczego
w rodzaju chilijskich cykad (Tetrigades). Opisuje, jak ten dziedziczny symbiont wielokrotnie ewoluowat
(,.dzielil sie”) na kompleksy wielu odmiennych genetycznie i cytologicznie linii, ktorych genomy moga
kodowac zaledwie 20 gendw kazdy, ale ktore uzupetniajg si¢ wzajemnie, aby zapewni¢ wymagane przez
gospodarza funkcje symbiotyczne. Omawiam nature i mechanizmy tych nietypowych podziatow, ktore
nie majg znanego odpowiednika w zadnych innych systemach biologicznych (P01).

Nastepnie, pracujgc na zasadzie wspol-pierwszego autorstwa z Matthew Campbell’em, doktorantem z
laboratorium ktory koncentrowal sie na opisie ewolucji znacznie bardziej rozdrobnionych symbioz u
daleko spokrewnionych cykad z rodzaju Magicicada. zbadalismy eksperymentalnie jak cykady
radzg sobie z miedzypokoleniowy transmisja najbardziej podzielonych komplekséw
symbiotycznych. Wykazalismy, ze podezas transportu pofragmentowanych komplekséw do jaj, cykady
unikajg znacznych zmian w proporcjach linii komdrkowych dzigki znacznemu zwigkszeniu catkowitej
liczby transmitowanych komoérek Hodgkinia (P02).

Przylaczytem sie réwniez do projektu przeprowadzonego przez grupe japonskich naukowcéw pod
kierunkiem dr Yu Matsuury, obecnie z Uniwersytetu Ryukyus w Japonii, ktory przeprowadzil badania
symbioz w imponujacej kolekcji japonskich cykad przy uzyciu klasycznych technik molekularnych i
mikroskopii. Poprzez sekwencjonowanie i analize metagenomdw wigkszosci zebranych przez nich
gatunkow, stworzylem ramy filogenetyczne dla opisu serii niezaleznych zdarzen zastepowania
Hodgkinii przez grzyby patogenne z rodzaju Ophiocordveeps, Ktére nastepnie ewoluowaly w
dziedzicznych mutualistéw zapewniajacych niezbedne skladniki odzywcze (P03).

Od tego czasu prowadzitem badania symbioz w szerszym zakresie gatunkow cykad reprezentujacych
znaczng czesé roznorodnosci biologicznej tej grupy. Jednym z pierwszych produktow tych trwajacych
prac jest zestaw ponad stu genoméw mitochondrialnych Cicadoidea, ktére zebralem, annotowalem
i poréwnywalem. Wykazalem, ze genomy mitochondrialne w tej grupie owadow zachowujg strukture,
natomiast ich tempo ewolucji rozni sig pomiedzy grupami cykad. i koreluje z procesami ewolucyjnymi
dotyczacymi ich symbiontéw (P04). Realizujgc ten projekt stworzytem cenne ramy filogenetyczne do
dalszego, systematycznego porownywania symbioz cykad, ktore ja i wspotpracownicy prowadzimy
obecnie.

Wprowadzenie

Owady zywiace si¢ wylgcznie pokarmem niezréwnowazonym pod wzgledem odzywcezym, takim jak
krew zwierzeca lub sok roslinny, nie mogg przetrwac bez suplementacji niezbednymi aminokwasami i
witaminami zapewnianymi przez mikroorganizmy symbiotyczne. W wielu przypadkach, te symbionty
to wysoko wyspecjalizowane mikroorganizmy (bakterie lub grzyby), ktére zyjg w dedykowanych
komérkach i narzadach gospodarza (znanych bakteriocyty lub bakteriomy), i byly przekazywane przez
matki kolejnym pokoleniom owaddw, ko-dywersyfikujac z gospodarzami, przez bardzo dhugi czas,
nawet 300 miliondw lat w niektdorych przypadkach (Moran et al. 2008, Annu Rev Genet 42: 165-90). W
tym czasie, mikroorganizmy te utracilty zdolnoéé do zycia poza dedykowanymi tkankami owadow, w
wielu przypadkach stajgc sie $cisle zalezne od gospodarzy, nawet w przypadku realizacji najbardziej
podstawowych funkcji komorkowych. Jest to spowodowane utratg bardzo duzej czesci startowego
zestawu gendw, szacowang na ponad 95% w niektorych przypadkach. Jednoczesnie owady
wyewoluowaly szereg przystosowan umozliwiajacych utrzymywanie przy zyciu i przekazywanie
kolejnym pokoleniom tych nieefektywnych, zdegenerowanych symbiontéw dostarczajgcych niezbedne
sktadniki odzywcze.

Zainteresowania badawcze mojego opiekuna naukowego i wspotpracownikédw z University of Montana
koncentrowaly sie na ewolucji genomicznej symbiontdw ktore tworzyly symbiozy z owadami przez
bardzo dtugi czas, w tym rowniez tych, ktore infekujg cykady (Insecta: Hemiptera: Cicadidae). Wspolny
przodek wszystkich zyjacych obecnie cykad, ktéry zyl ponad 100 milionéw lat temu, byt gospodarzem
dwéch endosymbiontow odzywezych. Candidatus Sulcia muelleri, okreslany w dalszej czesci tekstu
jako Sulcia (Bacteroidetes) skolonizowat wspdlnego przodka wszystkich zyjgcych obecnie piewikéw
(Auchenorrhyncha). U cykad, Sulcia syntetyzuje osiem niezbednych aminokwaséw; zestaw gendw i

Strona 4 /16



Whiosek habilitacyjny — Piotr Lukasik Zalgeznik 2: Autoreferat - PL

funkeji tego wolno ewoluujacego symbionta rozni sie nieznacznie pomiedzy gatunkami cykad i
pokrewnych piewikow. Drugi endosymbiont odzywezy, Candidarus Hodgkinia cicadicola okreslany
dalej jako Hodgkinia (Alphaproteobacteria), skolonizowat wspdlnego przodka wszystkich zyjacych
obecnie cykad. Jego niezwykle kompaktowy genom (ok. 150 tysigcy par zasad u pierwszych
scharakteryzowanych szczepow) zawiera geny uczestniczace w biosyntezie dwoch niezbednych
aminokwaséw i trzech witamin (McCutcheon et al. 2009, PNAS 106:15394-9). Szybkos¢ ewolucji
sekwencji nukleotydowej genomu Hodgkinia jest o kilka rzedéw wielkosci wyzsza niz w przypadku
Sulcia. Natomiast najbardziej uderzajace jest to, ze genom Hodgkinia ma tendencje do ulegania
dramatycznym zmianom w organizacji, nie majacych odpowiednika u zadnych innych znanych
organizmow.

Proces ten po raz pierwszy zademonstrowal dr John McCutcheon i dwoéch studentow z jego
laboratorium, James T. Van Leuven i Matthew Campbell. Porownujac genomy Hodgkinia z dwaéch
gatunkow cykad odseparowanych przez okolo 50 milionéw lat ewolucji, Diceroprocta semicincia i
Tettigades ulnaria, wykazali on bardzo wysokie podobienstwo odnosnie zawartosci genodw i organizacji
genomu, pomimo niskiego podobienstwa w sekwencji nukleotydowej. W przeciwienstwie do tego, u
Tettigades undara, gatunku odseparowanego od T ulnaria zaledwie o 4 miliony lat ewolucji, odkryli
dwie genetycznie i cytologicznie odmienne linie symbionta Hodgkinia, obie o mniejszych genomach i
kodujgce tylko czesc zestawu gendw obecnych u symbionta 7. ulnaria (Van Leuven i in. 2014, Cell
158: 1270-80). Doszli oni do wniosku, ze u przodka T. undata szczep Hodgkinia podobny do tego z T
ulnaria wyewoluowal w kompleks dwach odrebnych, komplementarnych linii symbiotycznych, dzigki
niespotykanemu procesowi taczgcemu cechy duplikacji genomu oraz specjacji sympatycznej. Co
wiecej, odkryli oni ze u daleko spokrewnionej periodycznej cykady Magicicada tredecim, Hodgkinia
skiada sie z co najmniej kilkudziesieciu matych kolek DNA rozdzielonych pomigdzy wiele typow
komorek, co wskazuje na symbiotyczny kompleks niezwykle rozdrobniony i trudny do zrozumienia
(Campbell i in. 2015, PNAS 112: 10192-99). Gdy dolaczylem do zespolu, moim celem badawezym
stalo si¢ zrozumienie natury i konsekwencji procesu fragmentacji ktéry doprowadzit do powstania
tych niezwyklych komplekséw symbiotycznych.

Publikacja 1

Postanowilem kompleksowo zbadaé réznorodnos¢ symbionta Hodgkinia w rodzaju Tettigades.
endemicznym dla Chile i Argentyny i u ktorego po raz pierwszy opisano podzialy Hodgkinia. Dzieki
srodkom z pozyskanego przeze mnie grantu National Geographic Society, i przy pomocy
wspotpracownikow z Chile i Argentyny (prof. Claudio Veloso, University of Chile i Dr. Pablo Pessacq,
Centro de Investigaciones Esquel de Montaia 1 Estepa Patagdénicas, Argentyna), kierowatem zbiorem
tych cykad przez trzy sezony. Wspdlpracowalem tez scisle z ekspertami w dziedzinie systematyki cykad
z grupy prof. Chris Simon (University of Connecticut, Storrs, CT, USA), ktérzy pomogli mi w
sortowaniu i identyfikacji ponad tysigca zebranych okazéw. W dziewietnastu wybranych populacjach
cykad reprezentujgcych dziewie¢ gatunkow  zbadalem réznorodnos¢é Hodgkinii przy uzyciu
niestandardowego protokotu sekwencjonowania amplikonu genu kodujgcego biatko symbionta.
Nastepnie zsekwencjonowatem, zlozytem, przeprowadzitem anotacj¢ przy uzyciu specjalnie w tym celu
stworzonych narzedzi i poréwnalem wszystkie genomy Hodgkinia z czterech dodatkowych gatunkow
Tettigades i jednej grupy zewnetrznej. Ponadto wykorzystatem niestandardowy protokol mikroskopii
fluorescencyjnej do wizualizacji linii Hodgkinia w obrebie niektérych gatunkéw Tettigades i
wspolpracowatem z ekspertkg w dziedzinie technik histologicznych i mikroskopii elektronowej, dr
Anng Michalik (Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw) nad bardziej szczegolowym opisem biologii tych
symbioz.

Laczagc te niezalezne metody, odkrylisSmy ze w ciggu ostatnich 4 milionéw lat, pojedyncza,
ancestralna linia Hodgkinia podziclita si¢ na kompleksy zlozone z Kkilku réinych linii
wystepujacych w tkankach tego samego gospodarza co najmniej szesciokrotnie, w réznych
grupach z rodzaju Tertigades. Obecnie istniejgce kompleksy skiadajg sie z dwoch do szesciu roznych
linit Hodgkinia. Zaobserwowalismy korelacje pomiedzy liczba linii w kompleksie a czasem od
pierwszego podzialu, co sugeruje, ze po pierwszym podziale, kompleksy staja si¢ z czasem coraz
bardziej pofragmentowane. Moje analizy ujawnily, Zze poszczegélne linie w tych wieloliniowych
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kompleksach symbiotycznych rdinig sie znacznie pod wzgledem abundancji (liczby komdrek
wchodzacych w sklad kompleksu), wielkosei genomu, oraz organizacji i zawartosci genow. Kazda linia
Hodgkinia zachowuje zestaw kilkunastu kluczowych genéw uczestniczgeych w przetwarzaniu
informacji genetycznej, ale utrata znacznej czesci gendw przez kazda z linii wskazuje, ze linie dzielg sie
produktami gendw. Co wiecej, kazda linia zachowuje pewne unikalne geny niezbedne do biosyntezy
skfadnikow odzywezych, ktore zostaly utracone przez wszystkie inne linie w tym samym kompleksie:
sugeruje to, ze wszystkie linie s3 wymagane dla kompletnosci szlakéw metabolicznych. Jednym z
najbardziej uderzajgcych bylo odkrycie. ze kolektywnie, linie Hodgkinia w kazdym kompleksie
zawieraja niemal kompletne zestawy genéw obecnych w pojedynczej, ancestralnej, linii i wydajg
sie wspolnie spetnia¢ te same funkcje, zwlaszeza w odniesieniu do biosyntezy skladnikéw
odzywezych, co symbionty ktére nie podzielily si¢ na kompleksy. Jednak roznice pomiedzy
gatunkami odno$nie czasu ktory minat od pierwszego podzialu, jak réwniez odmienne wzorce utraty
genow w poszezegdlnych genomach. doprowadzily do istotnych réznic pomiedzy istniejacymi obecnie
kompleksami.

Projekt ten dostarczyl informacji na temat unikalnych proceséw degeneracyjnych
charakterystycznych dla symbioz cykad, pomagajac nam zrozumie¢, w jaki sposob szczepy
bakteryjne ktorych genomy kodujg zaledwie okoto dwudziestu genéw moga funkcjonowac, trwac i
ewoluowac przez miliony lat. Projekt zapewnil tez nowg perspektywe na ewolucje¢ innych symbioz,
w tym tych najbardziej istotnych z perspektywy zycia na Ziemi - dotyczacych organelli
komé6rkowych.

Publikacja 2

Wielokrotna ewolucja kompleksow symbiotycznych w rodzaju Tertigades, ale takze odkrycie
ekstremalnie pofragmentowanych komplekséw w rodzaju Magicicada (Campbell et al. 2015, zob.
Takze P07), doprowadzito nas do oczywistych pytan dotyczacych konsekwencji tych procesdw dla
symbiontow 1 dla gospodarzy. Argumentowalismy, ze ewolucja komplekséw ma negatywny wplyw na
dostosowanie gospodarzy | wystgpila raczej w wyniku procesow losowych (mutacje, dryf) niz w wyniku
selekcji. Oparlismy ten wniosek na obserwacji, ze podzialy nie powodujg wytworzenia nowych funkeji.
Jednoczesnie kompleksy wielu linit zajmujg wiecej miejsca w tkance gospodarza i pochlaniajg wiecej
zasobow, mogg by¢ trudniejsze w kontroli i utrzymaniu, zas wydajnos¢ biosyntezy jest prawdopodobnie
nizsza gdy enzymy odpowiedzialne za rézne etapy procesoéw sa rozproszone pomiedzy przedziatami
komédrkowymi. Dodatkowo doszlismy do wniosku, ze jednym z najwickszych wyzwan stojacych przed
cykadami ktorych symbiont ulegl fragmentacji moze by¢ transmisja kompletnego symbiotycznego
konsorcjum do potomstwa. Wynika to z faktu, ze linie Hodgkinia ktore sa niezbedne dla funkcji
symbiotycznej lecz wystepuja nielicznie mogg zostac utracone podczas przejécia przez ,,waskie gardlo™
transmisji pomiedzy matka a jajem. Postanowilismy zbada¢, jak cykady radza sobie z problemem
transmisji symbiontow.

W celu realizacji tego projektu polaczylem sity z Matthew Campbellem, na zasadzie wspol-pierwszego
autorstwa. Wykorzystalismy proby dorostych owadéw, nieztozonych jaj wyizolowanych z jajnikow
samic, 1 zgrupowan jaj zebranych w terenie, dla Diceroptocia semicincta (jedna linia Hodgkinia),
Tettigades spp. (od jednej do szesciu linii) i Magicicada spp. (bardzo pofragmentowana Hodgkinia).
Scharakteryzowalismy wzgledna abundancje linii Hodgkinia w populacjach 1 skupiskach jaj od
pojedynczych samic przy uzyciu sekwencjonowania amplikonow; policzylismy komorki symbiontow
zdeponowane w poszczegolnych jajach za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej; i wizualizowalismy
rozne etapy przekazywania symbiontu do jaj za pomocg technik histologicznych (ten aspekt projektu
prowadzita dr Anna Michalik). Uzupelnilismy te dane eksperymentalne o wyniki modelowania
komputerowego.

Stwierdzilismy, ze wszystkie jaja cykad otrzymuja pelen zestaw linii Hodgkinia, a roznice we
wzglednej liczebnosci linii pomiedzy jajami zlozonymi przez pojedyncze samice s3 mniejsze niz roznice
pomiedzy dorostymi osobnikami w populacji. Wskazalo to, ze cykady sg w stanie unikna¢ duzych
zmian we wzglednej abundancji linii podczas transmisji, przynajmniej podczas jednego pokolenia.
Stwierdzilidmy rdéwniez, ze cykady ktorych Hodgkinia jest bardziej pofragmentowana
przekazujg wiecej komoérek tego symbionta do pojedynczych jaj; réznica moze by¢ nawet 6-krotna.
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Wykazalismy wreszcie, ze gatunki cykad o réznej ztozonosci Hodgkinia nie modyfikujg w wyrazny
sposéb mechanizmu transmisji, przynajmniej w rozdzielczosci struktur biologicznych komorki.
Lacznie, dane te sugerujg ze gléwng odpowiedzig cykad na zmiany w zlozonosci endosymbionta jest
zwickszenie liczby komorek Hodgkinia przekazywanych do kazdego jaja. Argumentujemy, ze wymog
zwickszenia ilo§ci przekazywanych komorek Hodgkinia jest jednym z istotnych kosztéw
zwigzanych z fragmentacja tego symbionta.

Publikacja 3

Zakladajgc, ze kompleksy Hodgkinia staja si¢ z czasem coraz bardziej rozdrobnione i coraz bardziej
kosztowne dla cykad, wydaje sig, Zze ostatecznym losem linii cykad w ktérych doszlo do fragmentacji
tego symbionta jest ekstynkcja. Czy tak jest? Tak uwazamy. nawet jesli nasze dane wskazuja ze proces
ten moze trwaé wiele milionow lat. Jednak dla gospodarza mozliwos¢ odejscia od degenerujacego,
nieefektywnego partnera symbiotycznego pojawia sie, gdy zostaje on zastgpiony przez inny
mikroorganizm (Bennett i Moran, PNAS 112: 10169-76).

Okazja do zbadania procesu zastepowania symbionta Hodgkinia pojawita sie dzigki mozliwosci
wspolpracy z grupg japonskich naukowcéw wsréd ktorych glowna role odgrywal dr Yu
Matsuura, obecnie na Uniwersytecie Ryukyus, Okinawa, Japonia. Zebrali oni i przebadali imponujaca
liczbe okazow japonskich cykad przy uzyciu klasycznych technik molekularnych i kilku rodzajow
mikroskopii, ujawniajac wiele przypadkow zastapienia Hodgkinia. Poprzez sekwencjonowanie i
analize metagenomow bakteriomow wigkszosci zebranych przez nich gatunkéw zapewnilem ramy
filogenetyczne ktére pozwolily na systematyczny opis wzorcow zastepowania symbiontow wsrod
japonskich cykad.

OdkrylisSmy, ze wszystkie badane gatunki japonskich cykad goscily symbionta Sulcia, i genomy
scharakteryzowanych szczepow roznity sie w niewielkim stopniu. Dziewiec z 24 gatunkdw zawierato
kompleksy Hodgkinia o réznym, ale dosé¢ wysokim stopniu fragmentacji. U pozostatych pietnastu
gatunkow Hodgkinia byta nieobecna. Zamiast tego, stwierdziliSmy ze w obrebie bakteriomow i / lub
ciata tluszczowego wystepowaly grzyby z rodzaju Ophiocordyceps, znane jako zjadliwe,
wyspecjalizowane patogeny owaddw. Wystepownie grzybow u wszystkich badanych osobnikow w
populacjach cykad, jak réwniez dane mikroskopowe ktére ujawnily ich przewidywalne rozmieszczenie
w tkankach odwloka cykad i transowarialng transmisje, wskazaly, grzyby te sa mutualistami. Dane
wskazujg ze u przodkoéw tych cykad Hodgkinia zostata zastapiona przez grzyby patogenne, ktore
nastepnie przeksztalcily sie w mutualistéw przekazywanych transowarialnie i dostarczajacych
niezbednych skladnikéw odzywezych. Szczegétowe analizy filogenetyczne ujawnity wielokrotne,
niezalezne zastepowanie Hodgkinii przez grzyby, jak rowniez grzybow przez inne grzyby. Na drzewie
filogenetycznym, symbionty grzybowe byly wymieszane z grzybami pasozytniczymi z rodzaju
Ophiocordyeeps  wyspecjalizowanymi  w  atakowaniu  cykad, wyraznie wskazujac patogenne
pochodzenie symbiontow grzybowych. Co wiecej, sekwencjonowanie genomu jednego szczepu
symbionta grzybowego ktéry moi wspotpracownicy byli w stanie hodowac¢ w laboratorium, ujawnito
jego wszechstronnos¢ metaboliczna, w tym zdolno$é do syntezy prawie wszystkich aminokwasow,
witamin i innych metabolitow, co jest wiecej niz wystarczajace do skompensowania utraty symbionta
Hodgkinia.

Odkrycia te ukazuja, ze zastepowanie mikroorganizméow symbiotycznych przez inne moze by¢
powszechng cechg ewolucji symbioz. Wskazuja réwniez, ze pasozyty i patogeny sg jednymi z
najbardziej prawdopodobnych kandydatéow na zamienniki, podkreslajac ekologiczne i
ewolucyjne zwigzki miedzy pasozytnictwem a symbioza. Nasza praca pokazuje réwniez, ze
zastepowanie mikroorganizméw symbiotycznych stanowi ewolucyjna okazje do odnowienia
degenerujgcej, dlugoterminowej relacji symbiotycznej.

Publikacja 4

Réznorodnosé przebiegu ewolucji zaobserwowana w systemach symbiotycznych cykad ktdre badatem
— wysoka czestos¢ stosunkowo niedawnych podziatow Hodgkinia w rodzaju Tettigades (PO1), skrajnie
pofragmentowane kompleksy symbiotyczne w rodzaju Magicicada (P02, P07) i czgste zastepowanie
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bakteryjnego symbionta przez grzyby u cykad japonskich (P03) — sktonity mnie do zadania pytan o
bardziej ogdlne prawidla. Opierajac si¢ o pozyskang przeze mnie kolekcje okazow z Ameryki
Poludniowej i Standw Zjednoczonych, a takze dzieki wspotpracy z Chris Simon ktéra dostarczyta
dodatkowe okazy, rozpoczalem zakrojone na znacznie szerszg skale badania symbioz w tej rodzinie
piewikow. Dla kilkudziesigciu okazow przygotowatem 1 zsekwencjonowalem  biblioteki
metagenomiczne bakteriomow, nadzorowatem réwniez i szkolilem innych naukowcow ktorzy
przygotowywali dodatkowe biblioteki. Nastepnie przeprowadzitem sktadanie kilkuset uzyskanych
melagenomow. anotacje oraz porownania miedzy genomami roznych organizmow z wielu prob
metagenomicznych.

Wstepne wyniki analiz prowadzonych przeze mnie i wspotpracownikow wykazaly imponujacy
stabilnosé symbionta Swulcia, co najmniej trzydziesci niezaleznych przypadkow rozszczepienia
symbionta Hodgkinia, co najmniej pietnascie przypadkow zastgpowania tego symbionta przez grzyby,
i wyrazne korelacje pomiedzy tempem ewolucji roznych genoméw w bakteriomach cykad. Prace nad
tymi danymi sa kontynuowane. Natomiast pierwszy zestaw danych ktéry zdecydowalem sig
opublikowa¢ obejmuje zbiér i systematyczne poréwnanie ponad stu genomow mitochondrialnych
cykad reprezentujacych 61 gatunkéw. Poza zapewnieniem ram filogenetycznych dla innych
poréwnan genomicznych, dane te umozliwily nam sprawdzenie czy procesy degeneracyjne podobne do
wystepujacych u Hodgkinia wystapity w genomach mitochondrialnych cykad i poréwnanie tempa
ewolucji pomiedzy gateziami drzewa filogenetycznego gospodarzy.

Wykazalismy, ze wszystkie mitogenomy cykad zachowuja organizacje i zbiér genéw uwazanych
za pierwotne u owaddow, z pewna zmiennoscig pomiedzy gatunkami i rodzajami adnosnie wielkosci
regionow miedzygenowych. Analizy filogenetyczne oparte na sekwencjach wszystkich gendw
mitochondrialnych uzupelnily wyniki innych projektéow majacych na celu rekonstrukcje filogenezy
cykad, ale pozwolity tez na identyfikacje gatunku ktory reprezentuje nowa, nieznang dotad podrodzine.
Pokazalismy rowniez, ze podczas gdy geny kodujace biatka mitochondrialne podlegaja silnej selekcji
stabilizujacej, poréownania tempa ewolucji pomig¢dzy taksonami ujawnily znaczace rdznice,
podkreslajac dynamiczny charakter ewolucji genomu mitochondrialnego w tej grupie. Dane te,
procz ukierunkowania naszych badan dotyczgeych kompleksowego opisu wzorow ewolucyjnych
symbioz cykad, postuia jako cenny zaséb dla przyszlych badan nad systematyky, ekologia i
ewolucjg nadrodziny Cicadoidea.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczvch

Liczby w nawiasach (P03, P06...) odnoszg si¢ do moich publikacji wymienionych w punktach [-B, [I-
A 1 [1-D Zalgcznika 3. Publikacje P19-P24 sa efektem badan realizowanych przeze mnie w trakcie
studiow magisterskich. Publikacje P11 i P15-18 sa efektem badan realizowanych przeze mnie w trakcie
studidw doktoranckich i weszly w sktad rozprawy doktorskiej, cho¢ wszystkie procz ostatniej zostaly
opublikowane juz po ukonczeniu studiow. Publikacje skladajgce sie na osiggniecie habilitacyjne (PO1-
P04} i pozostale (P05-P10 i P12-P14) sg wynikiem badan prowadzonych przeze mnie po uzyskaniu
stopnia doktora.

a. Badania prowadzone w okresie studiow magisterskich na Uniwersytecie Jagiellonskim
(2001-2006)

W roku 2001, jako absolwent V Liceum Ogdlnoksztatcacego w Krakowie i laureat etapdw centralnego
XV Olimpiady Wiedzy Ekologicznej dla szkét srednich (2000) i XXX Olimpiady Biologicznej dla szkot
$rednich (2001), rozpoczalem Studia Matematyczno-Przyrodnicze na Uniwersytecie Jagiellofiskim.
Jako kierunek wiodacy wybralem biologie. Od pierwszego miesiaca studiow aktywnie wlaczytem sig w
badania naukowe w szeroko pojetej dziedzinie ekologii ewolucyjnej bezkregowcow.

Na pierwszym roku studiow, w Zaktadzie Malakologii Instytutu Zoologii UJ, pod opieka prof. Andrzeja
Falniowskiego realizowalem projekt dotyczacy rozmieszczenia polimorfizmu organdéw rozrodczych
w malopolskich populacjach naskalnych slimakéw Chondrina clienta (P24).
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Na drugim roku studiow dotgczytem do Zaktadu Ekotoksykologii w Instytucie Nauk o Srodowisku UJ,
kierowanego przez prof. Ryszarda Laskowskiego. Moja praca eksperymentalna koncentrowala si¢ na
ocenie wplywu wielkosci populacji na zdolnosé¢ adaptacji chrzaszezy Tribolinm confusum do
skazenia $§rodowiska metalami. Uzyskane wyniki wykorzystalem do przygotowania pracy
magisterskiej w jezyku angielskim. zatytulowanej ,.Benefits and costs of adaptation to elevated copper
levels in the flour beetle, Tribolium confusum™ (.Korzysci i kosziv adapiacji do podwyzszonych stezen
miedzi u clrzgszcza mgeznego, Tribolium confusum™). Czes¢ wynikdéw. ukazujgcych koszty adaptacji
(podwyzszona respiracje) nawet w nieskazonym srodowisku, zostaty opublikowane (P20).

Od trzeciego roku studiéw zaczatem realizowac badania w Zakfadzie Ekologii Behawioralnej w INoS,
pod opieka prof. Jacka Radwana. Koncentrowatem si¢ na analizie wplywu czynnikow genetycznych
(P23) i S$rodowiskowych na dostosowanie alternatywnych fenotypéw samcéw roztoczy
(Rhizoglyphus robinii i Sancassania berlesei). Jako rozszerzenie tego projektu, dzieki grantowi The
Gibson-Sykora Foundation, spedzitem cztery miesigce na University of St. Andrews w Szkocji. Pod
opieka Dr. Josepha Tomkinsa testowalem eksperymentalnie szereg hipotez dotyczacych wplywu
czynnikow srodowiskowych, takich jak stopien zloZzonosci przestrzennej siedliska (P22) lub
zageszezenie populaciji, na dostosowanie samcow. Juz po zakonczeniu studiéw magisterskich, w oparciu
o obserwacje zdobyte podczas tego stazu, samodzielnie zaplanowatem i przeprowadzitem serig
eksperymentdéw ktore wykazaty alternatywna funkcje zgrubiatych odndzy jednej z form samcoéw,
uwazanych za wynik doboru ptciowego. Umozliwiaja one tym samcom zabijanie innych osobnikow
tego samego i innych gatunkéw i ich konsumpeje. co moze stanowi¢ cenne zrodto skiadnikow
odzywczych w trudnych warunkach $rodowiskowych (P19).

Na czwartym roku studiow uczestniczytem w miesiecznym kursie biologii tropikalnej prowadzonym
przez Tropical Biology Association na Madagaskarze (listopad 2004). Intensywny dziesieciodniowy
projekt badawczy zaplanowani i przeprowadzony wraz z afrykanskim studentem zaowocowat
publikacjg opisujgca przebieg sukcesji owaddéw w owocach baobabu (P21).

Dzieki stypendium Socrates-Erasmus. wickszos¢ czwartego roku studidw (styczen-wrzesien 2005)
spedzitem na Wageningen Uniwersity w Wageningen, Helandia, pracujac pod opieka Agnieszki
Doroszuk w zespole prof. Jana Kammengi (Department of Nematology). Uczestniczytem w projekcie
badawczym dotyczacym determinacji najwazniejszych genow odpowiadajacych za dostosowanie u
nicienia Caenorhabditis eleguns.

Na pigtym roku studiow (2005-2000), dzigki stypendium Smithsonian Tropical Research Institute,
spedzitem szes¢ miesiecy w Panamie, realizujac projekt badawczy dotyczacy pordéwnania presji
owaddw roslinozernych w réznych typach lasu.

Lacznie, moja dziatalnos¢ naukowa w okresie studidw lub wkrotee po ich ukonczeniu zaowocowata
szescioma publikacjami w recenzowanych zagranicznych czasopismach jako pierwszy lub jedyny autor,
jak rowniez kilkoma wystgpieniami konferencyjnymi. Moja aktywnos¢ naukowa w polgczeniu z
wynikami w nauce zaowocowaly kilkoma stypendiami i nagrodami, w tym stypendiami Ministra
Edukacji Narodowej i Sportu za osiggni¢cia w nauce (2004/2005 i 2005/20006).

Studia ukonczylem z wynikiem bardzo dobrym w dniu 06.10.2006, uzyskujac tytut magistra biologii.

b. Ekologia symbioz fakultatywnvch mszyc: badania prowadzone w_ trakcie studiow
doktoranckich na University of Oxford (2008-2011) i pierwszego stazu podoktorskiego na
Drexel University (2011-2014)

Jako doktorant na Department of Zoology, University of Oxford w Wielkiej Brytanii (2008-2011),
pod nadzorem prof. Charlesa Godfraya 1 dr Julii Ferrari, badalem réznorodno$é, ekologi¢ i funkcje
fakultatywnych bakterii endosymbiotycznych mszyc, z naciskiem na ich potencjat jako wektory
istotnych ekologicznie cech pomigdzy réznymi gospodarzami.

Fakultatywne endosymbionty to bakterie ktére zyja w komorkach i tkankach owadéw-gospodarzy.
Podobnie jak endosymbionty obligatoryjne (np. Hodgkinia), sa transportowane gtéwnie przez matki na
potomstwo, poprzez uktad rozrodczy. Symbionty fakultatywne nie sg niezbedne gospodarzom, ale moga
znaczgco wplywac na wiele aspektéw ich biologii, na przyktad poprzez manipulowanie reprodukcja,
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zapewnianie ochrony przed naturalnymi wrogami (patogenami. parazytoidami, drapieznikami), przed
stresogennymi czynnikami $rodowiskowymi takimi jak szok cieplny, lub poprzez umozliwienie
spozywania pewnych pokarmdéw (na przykiad, zerowania na réznych gatunkach roslin). Natomiast
symbionty fakultatywne moga sie tez niekiedy przenosi¢ pomiedzy liniami w obrebie gatunkow i
pomiedzy gatunkami; po zasiedleniu nowych gospodarzy moga im nadawac nowe. istotne ekologicznie
i ewolucyjnie cechy (Oliver et al. 2010, Annu Rev Entomol 55:247-66). Niestety, roznorodnosc
endosymbiontow fakultatywnych, ich rozmieszczenie w obrgbie i pomiedzy gatunkami, zakres
transmisji miedzygatunkowej i efekty na dostosowanie gospodarzy sa slabo poznane. Badania
prowadzone nad tymi symbiozami przeze mnie i wspdlpracownikow pomogly wypetni¢ czes¢ luk w
naszej wiedzy.

Mszyce, a zwlaszcza mszyca grochowa Acyrthosiphon pisum, sa systemem modelowym do badania
symbioz fakultatywnych. Wynika to z duzej réznorodnosci i rozpowszechnienia endosymbiontow
fakultatywnych u tej grupy, jak rowniez fatwosci ich hodowli, krotkiego cyklu Zzyciowego, i
nietypowego sposobu rozmnazania: cyklicznej partenogenezy. W zwiazku z nim, w laboratoryjnych
warunkach przypominajacych letnie, genetycznie identyczne, partenogenetyczne linie mszyc moga byc¢
utrzymywane niemal w nieskorniczonosé. Podczas moich studiéw doktoranckich wykorzystatlem ten
aspekt biologii mszyc: manipulujgc infekcjami symbiontdéw w klonach mszyc. wytworzytem duza
kolekcje genetycznie identycznych linii gospodarzy ktére roznily sig obecnoscia / genotypem
symbionta. Praca z tg kolekcja umozliwita mi oddzielenie efektu tla genetycznego gospodarza podczas
eksperymentalnej oceny skutkow infekcji.

Poczgtkowo skoncentrowalem sie na opisie réznorodnosci symbiontéw i ich efektéw na cechy
historii zyciowych u mszycy zbozowej, Sitobion avenae. szeroko rozpowszechnionego szkodnika
zboz. Prace rozpoczatem od zebrania préb z lokalnej populacji mszyc i ustanowienia dlugoterminowych
hodowli laboratoryjnych pieédziesigcin linii mszyc, jak réwniez ich parazytoidow. Nastepnie
opracowatem i wdrozytem protokoty molekularne do genotypowania mikrosatelitarnego owadow oraz
badania przesiewowego i typowania sekwencji ich symbiontéw. Opracowalem réwniez metody
skutecznego manipulowania infekcji w liniach mszyc poprzez leczenie antybiotykami i mikroiniekcje.
Ustalilem tez protokoty do testowania efektow infekcji na cechy historii zyciowych mszyc: ptodnosc,
podatnos¢ na dwa gatunki pasozytniczych os, na infekcje przez grzyby patogenne, oraz na zamarzanie.
Korzystajgc z tych technik, wykazatem wysoka czestos¢ wystepowania i roznorodnosé dwoch gatunkow
symbiontéw fakultatywnych, Hamiltonella i Regiella, w badanej populacji S. avenae. Zaobserwowatem
istotng interakcje miedzy genotypem gospodarza a genotypem symbionta podczas oceny wplywu
infekcji przez Hamiltonella na ptodno$¢ mszycy. Natomiast w przeciwienstwie do innych badanych
gatunkdéw mszyc (Oliver et al. 2003, PNAS 100:1803-7), nie zaobserwowalem bezposredniego dziatania
ochronnego Hamiltonella przeciwko dwom gatunkom parazytoidéw, ponownie sugerujac istotna
interakcje genotyp x genotyp (P17). Podczas niezaleznego. niewielkiego eksperymentu,
przeprowadzonego przez studentke realizujgca pod mojg opieka prace licencjackg, wykazalem
ograniczony wplyw symbiontéw na mrozoodpornosé mszyc w stosunku do roznic miedzy genotypami
gospodarzy (P18).

Zwazywszy na te negatywne wyniki, postanowitem zbadaé efekty szczepdw symbiontow
pochodzgeych z innych gatunkéw mszyc po cksperymentalnej infekeji mszyc zbozowych.
Umozliwilo mi to systematyczng oceng wplywu dystansu genetycznego pomiedzy gospodarzami na
latwos¢ infekcji przez nowo wprowadzony szczep Hamiltonella. Stosujac dwie linie mszyc zbozowych,
odkrytem, ze symbionty tatwiej zasiedlaja mszyce po przeniesieniu z tego samego gatunku gospodarza,
jak réwniez ze takie infekcje sg bardziej stabilne. Wyniki te sugeruja. Ze istniejg bariery fizjologiczne
majgce znaczenie podczas transmisji symbiontéw. Nie zaobserwowatem natomiast réznic pomiedzy
szczepami symbiontow ktére utworzyly stabilne infekcje w ich efektach na plodnos¢ mszyc.
Dodatkowo, zaden z nowo wprowadzonych szczepow Hamiltonella nie zapewnil ochrony przed
parazytoidami (P11).

Podczas kolejnego eksperymentu zbadatem na ile rozpowszechniona wsréd szczepéw symbiontéw
jest zdolno§¢ ochrony gospodarza przed grzybami patogennymi. Po wprowadzeniu do jednego
klonu (mszycy grochowej) kilkunastu szezepdéw symbiontow reprezentujgcych szes¢ gatunkow

zycy g 1) ROW 2 p jacy g )
przetestowatem uzyskane linie pod katem podatnogdci na pojedynczy izolat grzyba patogennego. W ten
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sposab odkrytem, ze skuteczna ochrone zapewniajg szczepy czterech niespokrewnionych gatunkow
symbiontdw: Regiella, ktora juz wezesnie] byla znana jako symbiont chronigey przed patogenami
(Scarborough et al. 2005, Science 310:1781), ale takze Rickettsiella, Ricketisia i Spiroplasma (P16).
Wyniki te wskazaly, ze zapewnianie ochrony przed wrogami naturalnymi moze by¢ popularnym
sposobem na zwiekszenie czestosci wystepowania symbionta w populacji gospodarzy.

Pod koniec studiow postanowitlem przetestowaé, w jaki sposéb ochrona zapewniana przez dwa
szczepy symbiontow (Rickettsia i Spiroplasma) przed izolatem grzyba patogennego rozni sie
miedzy genotypami gospodarzy, i jak wplynie na nig wspélzakazenie przez dodatkowego symbionta
(Hamiltonella). Eksperymentalnie wprowadzilem dwie naturalnie wystepujgce pary szczepow
symbiontéw do pieciu klondw dwdch gatunkéw mszyc, tak aby jeden lub oba symbionty z pary
utworzyly diugoterminowe infekcje w linii gospodarza. Eksperymenty prowadzone z uzyciem
utworzonych linii wykazaly, ze stopien ochrony przed patogenem zapewniany przez danego symbionta
rozni sie pomiedzy genotypami gospodarza, natomiast wspolzakazenie przez dodatkowego symbionta
ma ograniczone skutki. Jednoczesnie, koinfekcje przez dodatkowe symbionty mogg znaczgco wplynac
na catkowite koszty zakazenia, ale wystepujg znaczace roznice pomiedzy szczepami symbiontow i
genotypami gospodarzy (P15).

Podczas mojego pierwszego stazu podoktorskiego na Drexel University w Filadelfii, PA, USA, w
laboratorium dr Jacoba Russella, koncentrowatem sig na badaniu innego systemu symbiotycznego
(patrz sekcja 5c¢). Jednak dotozylem sie réwniez do prowadzonych na duzg skalg badan czgstosci
wystepowania symbiontéw fakultatywnych w naturalnych populacjach mszyc grochowych, ktére byly
regularnie probkowane przez kilka lat. Ten projekt, kierowany przez doktoranta Andrew Smitha,
wykazal drastyczne i gwaltowne zmiany w rozpowszechnieniu symbiontéw w populacjach, korelujgce
do pewnego stopnia z presjami selektywnymi (zageszczenie parazytoidow, temperatura) na tych
stanowiskach (P12, P14). Ta wyniki wyraZznie wykazaly dynamike symbioz fakultatywnych, ukazujgc
tez ze zmiany w czestosci wystepowania symbiontéw w populacjach naturalnych sa przynajmniej w
pewnym stopniu spowodowane ich wptywem na biologie gospodarzy. Mdj udziat w tych badaniach byt
przede wszystkim doradczy: uczestniczylem w projektowaniu, opracowywaniu, wdrazaniu i weryfikacji
metod, dyskusji wynikow, przygotowaniu artykutow, ale tez sprawowatem nieformalny nadzoér nad
doktorantem i studentami prowadzgcymi wiekszos¢ prac terenowych i laboratoryjnych.

Podsumowujgc, moje badania nad symbiozami mszyc dostarczyly szeregu nowych, cennych
informacji odnosnie tego, w jaki sposéb zréinicowana spolecznos¢ wielu typow bakterii
symbiotyeznych, czesto o nakladajacych sie efektach na biologie gospodarza, moze przetrwaé w
populacjach i zbiorowiskach owaddw. Szerokie znaczenie naszych wynikoéw potwierdzaja ilosci
cytacji. Od 27 kwietnia 2019 roku, pie¢ moich publikacji jako pierwszy autor, wynikajacych z badan w
trakcie doktoratu, byto cytowanych facznie 221 razy wedlug Web of Science lub 359 razy wedlug
Google Scholar. Dwie publikacje w ktdérych bytem srodkowym autorem i do ktérych przyczynitam sie
jako postdoc byly tgcznie cytowane 139 razy wedtug Web of Science i 181 razy wedtug Google Scholar.

c. Roznorodnosé i funkeje symbioz mréowek: badania prowadzone w trakcie pierwszego stazu
podoktorskieso na Drexel University (201 1-2014) i krotkoterminowego drugiego stazu w AIST
w Japonii (2013)

Podczas mojego stazu podoktorskiego na Uniwersytecie Drexel w laboratorium dr Jacoba
Russella, moim gléwnym celem badawczym bylo scharakteryzowanie réznorodnosci i wzorcow
rozmieszczenia bakterii zwigzanych z mréwkami oraz opis rol bakterii w ewolucji mrowek.
Weczesniejsze badania mojego opiekuna naukowego sugerowaly istotne korelacje miedzy poziomem
troficznym mrowek a wystepowaniem pewnych bakterii w ich przewodzie pokarmowym (Russell i in.
2009, PNAS 106: 21236-41). Moim zadaniem byt systematyczny opis tych wzorcow.

Zaczatem pracowac nad duza kolekcja mrowek z calego swiata, zebranych przez wspétpracujaca z nami
dr Corrie Moreau (Field Museum w Chicago, IL, USA). Zaimplementowalem protokoty ekstrakeji DNA
i analiz molekularnych, w tym sekwencjonowanie genow markerowych mrowek, eseje diagnostyczne
dla wybranych symbiontow i profilowanie T-RFLP. Na pozniejszym etapie realizacji projektu
przeszlismy do badan amplikonu genow markerowych bakterii metodami sekwencjonowania nowej
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generacji. Z zespotem studentéw, na Uniwersytecie Drexel przetworzylismy ponad dwa tysigce okazow
mrowek z Florydy, Arizony. Australii i Peru. Jednak ten gléwny kierunek badan zostal spowolniony
przez nieoczekiwane problemy.

Opis tych problemdw stat si¢ jednym z naszych bardziej znaczacych wynikow. Projektem kierowal Jon
Sanders, doktorant na Uniwersytecie Harvarda (Cambridge, MA, USA). Polaczylismy w nim wyniki
analiz mikroskopowych przeprowadzonych przeze mnie podczas dwumiesigcznego stazu badawczego
w National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST) w Tsukubie w Japonii, jak
rowniez dane gPCR 1 sekwencjonowania amplikonu. WykazaliSmy, Ze gatunki i rodzaje mrowek
réznig sie o kilka rzeddw wielkosci w liczbie komdrek bakteryjnych w przeliczeniu na jednostke
masy ciala (P09). Podczas gdy niektdre mrowki majg przewody pokarmowe wypelnione bakteriami. a
inne sg gospodarzami znacznych ilosci endosymbiontéw, wiele grup mrowek zawiera mato komorek
bakteryjnych, czesto nie wiecej niz préby negatywne przerabiane w tym samym czasie. Analizy okazow
zawierajgcych niewiele bakterii sg szczegdlnie podatne na artefakty metodologiczne, w szczegolnosci
zanieczyszczenie bakteryjnym DNA z odczynnikow do ekstrakeji DNA i do reakcji PCR (Salter et al.
2014, BMC Biology 12:1-12) i zanieczyszczenie krzyzowe pomiedzy probami. Nawet przy
zastosowaniu prob negatywnych, charakterystyka slkladu mikrobiomu w takich probach o niskiej
liczebnosci  mikroorganizméw jest problematyczna (P09, P10). Opracowywalem protokoty
bioinformatyczne do wykrywania i filtrowania zanieczyszczen z prob (P08), natomiast zdecydowatem
sie skoncentrowaé moje badania na opisie mikrobioméw w tych grupach mréwek ktére zawieraly
znaczne ilo$ci bakterii. Badajac te grupy, moi wspolpracownicy i ja wykazalismy znaczace réznice w
biologii i historii ewolucyjnej bakterii infekujacych roznych gospodarzy.

Najwiecej uwagi poswiecitem opisowi mikrobioméw mréowek legionistek (Formicidae: Dorylinae),
jednej z najbardziej dominujacej ekologicznie grup organizméw w lasach neotropikalnych (P0OS).
Poprzez badanie setek prébek przy uzyciu diagnostycznych testow PCR, sekwencjonowanie amplikonu
metodami nowej generacji, sekwencjonowanie gendéw kodujacych biatka symbionta i analizy
mikroskopowe pokazalem, ze mikrobiomy tych mréwek sktadaja sie tylke z kilku gatunkdw bakterii.
Dwie najczedcie] wystepujgce i najbardziej dominujgce bakterie jelitowe to wyspecjalizowane
symbionty. przenoszjce si¢ pomiedzy robotnicami w koloniach tych mrowek od co najmniej stu
milionow lat, lecz niekiedy przenszgce sie pomiedzy gatunkami gospodarzy. Wzorce rozmieszczenia
szczepdw symbiontéw pomiedzy robotnicami, koloniami i gatunkami odbiegaja od tych opisanych u
innych owaddéw spolecznych, dostarczajac nowych informacji na temat wplywu biologii gospodarza na
roznorodnosc roznorodnoscé i rozmieszczenie mikrobiomow.

Kolejny system symbiotyczny nad ktorym pracowatem dotyczy! mikrobiomu rodlinoZzernych mréwek
Z neotropikalnego rodzaju Cephalotes (P13, P06). Wraz z Yi Hu, doktorantkg w laboratorium ktora
kierowala tg linig badan, i z Jonem Sandersem, potaczyliSmy analizy mikrobiomdw metodami nowej
generacji, eksperymenty laboratoryjne z wykorzystaniem hodowanych kolonii, i poréwnawcze analizy
metagenomiczne. WykazalisSmy, ze te nadrzewne mrowki sa gospodarzami stabilnych zbiorowisk
bakterii, na ktore skiada sie kilkadziesiat szczepow z okoto dwudziestu rzedow. Wigkszosc tych bakterii
ko-dywersyfikowata z gospodarzami przez dziesigtki milionow lat. Poprzez zastosowanie metod
metagenomiki poréwnawczej, szczegdtowo opisalismy proces suplementacji odzywcezej tych mrowek
przez mikroflore jelitowa, w szczegdlnosci recykling odpadéw azotowych i produkcje niezbednych
aminokwasow i witamin. Rozne etapy proceséw biosyntezy sa rozdzielone pomiedzy czlonkow
spolecznosci drobnoustrojow, co wydaje sie by¢ jednym z powodow dla ktoérych te zbiorowiska
mikroorganizmdéw sg tak stabilne. Stwierdzilismy, e skladniki odZzywcze zapewniane przez
mikroorganizmy jelitowe umozliwily przodkom mréwek z rodzaju Cephalotes specjalizacje na
pokarmie ro$linnym niezrownowazonym pod wzgledem skladnikéw odzywcezych i przejscie do
nadrzewnego stylu zycia. Dla tej grupy bylo to znaczgce osiggniecie ewolucyjne.

Jednoczesnie wykazalismy, ze w innej grupie mrowek wyspecjalizowanych na pokarmie roslinnym, do
ktorej nalezg gatunki z rodzaju Dolichoderus z peruwianskiej Amazonii, mikroflora funkcjonuje
odmiennie. U tych mrowek odpady azotowe sg przetwarzane, a niezbedne sktadniki odzywcze
wytwarzane przez bakterie z rodziny Bartonellaceae, ktore kolonizujg krypty w obrebie sciany jelita
srodkowego i wydaja sie byé w trakcie przechodzenia w kierunku obligatoryjnej endosymbiozy. Jon
Sanders i ja wspdlpracowali§my przy opisietych symbioz przy uzyciu reakcji diagnostycznych,
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sekwencjonowania amplikondw, mikroskopii i metagenomiki. Natomiast systematyczne badania
poréwnawcze genomow symbiontow przeprowadzone zostaty w laboratorium prof. Siv Andersson
(Uniwersytet w Uppsali, Szwecja). Poréwnanie genoméw Bartonellaceae infekujgcych mrowki
znajdujgce sie na réznych poziomach troficznych podkreslito wazng role diety gospodarza dla
ewolucji mikroflory jelitowej - i jednoczesnic, znaczenie mikrobiomu dla odzywiania gospodarzy
(P05).

W dalszym ciggu wraz ze wspolpracownikami kontynuujemy prace nad analiza danych w ktorych
uzyskaniu uczestniczylem, w tym opisanego wczesniej zestawu danych dla mrowek z kilku
kontynentow ktory zostal uzupelniony o duze ilosci dodatkowych danych. Trwajace analizy dostarczajg
nowych informacji na temat specjalizacji bakterii, transmisji szczepéw pomiedzy roznymi gatunkami
gospodarzy, oraz wiasciwosci genomow ktore okreslajg wlasciwosci biologiczne symbiontow. Mimo
to, chociaz znaczenie mikrobiomow w ewolucji odzywiania mrowek jest oczywiste, to ewolucyjne
wzorce sg bardziej ztozone niz pierwotnie zaktadalismy.

Jak dotad, moje badania nad symbiozami mrowek zaowocowaly szescioma publikacjami, w tym jedng
jako pierwszy autor. Lgcznie, byly one cytowane 71 razy wedlug Web of Science lub 118 razy wedtug

Google Scholar.

d. Ewolucija wyspecjalizowanych symbioz cvkad: badania prowadzone w trakcie trzeciego
stazu podoktorskiego na Uniwersytecie w Montanie (2014-2018)

Gléwne zadania badawcze realizowane przeze mnie podczas stazu podoktorskiego na University of
Monntanna przedstawilem jako moje osiagniecie habilitacyjne (sekcja 1). Jednak podczas tego stazu
bytem zaangazowany w szereg innych projektow.

Skupiajac sie na ewolucji symbiontéw w rodzaju Tettigades. a pézniej na opisie roznorodnosci symbioz
w catej nadrodzinie, przyezynilem sie tez do analiz poréwnawczych bardzo pofragmentowanych
komplekséw Hodgkinia u dlugowiecznych, periodycznych pélnocnoamerykanskich cykad z rodzaju
Magicicada (P07). Ten projekt, kierowany przez Matthew Campbella, wykazat duzg rolg czynnikow
losowych w ewolucji najbardziej pofragmentowanych symbioz. Projekt wskazat jednoczesnie, ze nawet
symbiozy z udziatem tak mocno zdegradowanych symbiontéw moga trwac i ewoluowac przez miliony
lat.

Trzy sezony kierowanego przeze mnie zbioru chilijskich cykad zaowocowaty dobrze opisang kolekcja
ponad tysigca okazéw reprezentujacych dwa rodzaje: Tettigades i Chilecicada. Oprocz
dostarczenia informacji odnosnie ewolucji symbioz, sa one wykorzystywane do analiz
taksonomicznych. Chilecicada zostata dopiero niedawno opisana jako odrgbny rodzaj, z jednym
gatunkiem (Sanborn 2014, Proc Entomol Soc Washington 116: 339-48) — ale na podstawie danych
morfologicznych, sekwencjonowania i analizy dzwiekéw wydawanych przez samce, nasza kolekcja
obejmuje wiele gatunkow. W oparciu o zebrany material, dr Jeffrey Cole (Pasadena City College,
Pasadena, CA, USA) i zespél prof. Chris Simon prowadza rewizje rodzaju Chilecicada. Podobnie,
zgodnie z moimi analizami filogenomicznymi przeprowadzonymi na danych dla ponad dwustu okazow,
do rodzaju Tettigades nalezy kilka nieopisanych gatunkdw, ale rowniez w obrebie uznanych gatunkéw
wystepuje znaczacy stopien zréznicowania. Czesciowa rewizja taksonomiczna rodzaju zostata
przeprowadzona przez magistrantke z zespotu Chris Simon, Katherine Nazario, ktora scisle ze mna
wspotpracowata w terenie i w laboratorium. Te analizy taksonomiczne trwajg. Wierzymy ze dzigki
szeroko zakrojonym badaniom filogenomicznym istniejacej kolekcji okazéw bedziemy w stanie w petni
zrekonstruowac ewolucyjng historie rodzaju Tettigades i zrozumie¢, w jaki sposob biologia gospodarza
i procesy populacyjne wptynety na ewolucje ich symbiontow.

Podczas zbiorow w argentyiiskiej Patagonii zebralismy okazy z wielu populacji niewielkich cykad, ktore
pozniej zidentyfikowano jako Derotettix mendosensis, gatunek ze stabo scharakteryzowanego i
najwyrazniej polifiletycznego plemienia Parnisini. Co ciekawe, analizy filogenomiczne danych
uzyskanych pod moim nadzorem na Uniwersytecie w Montanie wykazaty, ze gatunek ten reprezentuje
grupe zewnetrzng dla wszystkich scharakteryzowanych dotad przy uzyciu metod molekularnych
gatunkdw z rodziny cykad (Cicadidae). Moi wspatpracownicy i ja przeprowadzilismy dodatkowe zbiory
i analizy oparte o kilka typéw danych molekularnych i morfologicznych. Jestem ostatnim autorem
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pracy na koficowych etapach przygotowan ktéra proponuje utworzenie nowej podrodziny cykad
i omawia ewolucje Cicadidae w oparciu o te nowe dane.

Prowadzac zbiory zauwazylem réwniez. ze niektére cykady zebrane w Chile i Arizonie byly
zainfekowane przez grzyb patogenny podobny do Massospora cicadina, ktory powoduje odpadania
koncawek odwlokéw cykad, umozliwiajgc infekcje innych osobnikéw cykad przez wydostajace
sie zarodniki. Nawigzatem w sprawie zebranych okazow kontakt z dr Matthew Kassonem, profesorem
na West Virginia University w Morgantown, WV, USA, ktérego zespol bada réznorednosc¢
wytwarzanych przez Massospora metabolitow. w tym potencjalnie psychoaktywnych zwigzkow z grupy
amfetamin i psilocybin (Boyce et al. 2018, bioRxiv, doi: 10.1101/375105). Prowadzone w jego
laboratorium analizy filogenetyczne tych dodatkowych préb wykazaly, ze ten sam uderzajacy fenotyp
mogl wyewoluowaé niezaleznie w dwoch rodzinach grzybow Entomophthorales.

Bralem rowniez udziat w badaniu symbioz u pluskwiakdw innych niz cykady. W szczegolnosci, jestem
wspoél-kierownikiem i wykonawcg w projekcie Narodowego Centrum Nauki (NCN) Sonata 13
Ewolucja systemow symbiotycznych Fulgoromorpha™ nr 2017/26/D/NZ8/00799, kierowanym przez
dr Anne Michalik. W ramach tej wspdlpracy przez cztery tygodnie goscilem dr Michalik na
Uniwersytecie w Montanie (sierpien 2018), wspdlnie przygotowujac i sekwencjonujac biblioteki
metagenomiczne dla dwudziestu gatunkow Fulgoromorpha i czgsciowo analizujgc uzyskane dane.
Wspotpracowalismy réwniez przy analizie genomu bakterii (4rsenophonus), ktora zyja w cytoplazmie
komorek endosymbionta Sulcia w bakteriomie skoczka Macrosteles laevis (Kobiatka et al. 2016,
Protoplasma 253: 903-12). Spodziewam sie, Zze po moim powrocie do Krakowa wspdtpraca z dr
Michalik, ekspertka w dziedzinie mikroskopowych analiz symbioz ktéra jest rowniez wspol-
kierownikiem mojego niedawno pozyskanego grantu NCN Sonata Bis 8 (patrz sekcja 5f ponizej) bedzie
sie dalej rozwijac.

e. Dynamika zbiorowisk owaddw i ich mikroorganizméw: rola w projekcie (Swedish Museum
of Natural History, 01.10.2018 — 06.30.2019)

Od pazdziernika 2018 r. jako naukowiec w Szwedzkim Muzeum Historii Naturalnej w Sztokholmie,
jestem zatrudniony w projekcie Insect Biome Atlas (wyww.insectbiomeatlas.com). Ten pigcioletni
projekt, finansowany przez duzy grant (31 min SEK ~ 12 min zt) od Fundacji Knuta i Alice
Wallenbergow pt. ,,Comparative Insect Biomics™, jest jednym z najwi¢kszych realizowanych obecnie
projektéw poswieconych ocenie bioréznorodnosci owadow. Korzystajac z putapek typu Malaise,
miedzynarodowy zespdt prowadzi zbior owadow latajacych na 250 stanowiskach w Szwecji i na
Madagaskarze co tydzien przez rok, cho¢ na czesci stanowisk zbiory zaplanowane sa na wiele lat. Sktad
zbiorowisk owaddéw w uzyskanych w ten sposob tysigcach wielogatunkowych prob bedzie okreslony
przy uzyciu wysokoprzepustowych technik sekwencjonowania nowej generacji. Dane dotyczace skladu
gatunkowego prob i rozmieszczenia gatunkdéw w czasie 1 przestrzeni, jak rowniez wyniki
dtugoterminowych pomiaréw czynnikéw abiotycznych i biotycznych na kazdym ze stanowisk, beda
wykorzystane jako dane wejsciowe do przygotowania zaawansowanych modeli. To
wieloplaszczyznowe podejscie zapewni bezprecedensowa ilos¢ informacji na temat czynnikow
ksztaltujacych rozmieszezenie gatunkdw i sklad zbiorowisk owaddw.

Jestem zatrudniony w projekcie jako pelnoetatowy naukowiec i wspodl-kierownik projektu (co-PI).
Moim gléwnym zadaniem bylo opracowanie i optymalizacja protokoléw do niedestruktywnej
ekstrakcji DNA na duza skale, przygotowania bibliotek do sekwencjonowania, i bioinformatycznej
rekonstrukeji sktadu spotecznosci owaddow na podstawie uzyskanych w ten sposob danych. Te prace sg
w toku. W zwiazku z moim przedterminowym (30.06.2019) przerwaniem kontraktu w Sztokholmie i
przeprowadzka do Krakowa, moje obowigzki zwigzane z optymalizacja metod przejmie inny
naukowiec, ktéry bedzie dzieli¢ czas pomiedzy Szwecje a Polske.

Moim innym zadaniem zwigzanym z realizacjg projektu bylo opracowanie metod charakteryzacji
mikrobiomu w ogromnej kolekcji owaddéw zebranych przez projekt, w miarg mozliwosci w ramach
nowej grupy badawczej. Zaproponowatem i uzgodnilem schematy pobierania materiatu i protokoty
postepowania z probami, dzieki czemu znaczna czg$é zebranych okazdw bedzie dostepna jako wysokiej
klasy material do indywidualnego przetwarzania, w tym wysokoprzepustowej charakteryzacji
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mikrobiomu. Jak opisalem w kolejnej sekcji (5f), udato mi si¢ uzyskac znaczne fundusze na badania
ktére pozwolg na wykorzystanie bezprecedensowych zasobow zapewnionych przez Insect Biome Atlas
jako zrédla materialu do opisu ekologicznej i ewolucyjnej dynamiki mikrobiomoéw owadow.

f. Dynamika ekologiczna i ewolucyjna symbioz owaddw: zarys badan planowanych w oparciu
o pozyskane granty (Uniwersytet Jagiellonski. od 01.07.2019)

W dniu 01.07.2019 rozpoczynam zatrudnienie jako adiunkt badawczy i kierownik nowo
utworzonego zespolu badawczego Ewolucji Symbioz (www.symbioses.pl) w Instytucie Nauk o
Srodowisku, na Wydziale Biologii Uniwersytetu Jagiellofiskiego. Zespot powstaje w oparciu o Srodki
pozyskane z dwoch grantow ktdrych jestem samodzielnym kierownikiem: NAWA Polskie Powroty
JInsect Microbiomics™ nr. PPN/PPO/2018/1/00015; oraz NCN Sonata Bis 8 ,,Dynamika ewolucyjna
symbiontow piewikéw”, nr. 2018/30/E/NZ8/00880. Srodki te umozliwia poprowadzenie zespotu
liczacego do siedmiu pracownikow (liczac postdokdw, pracownikow technicznych i doktorantow) przez
okres pieciu lat.

Zespdl bedzie realizowad dwa szeroko zakrojone projekty badawcze.

Celem pierwszego projektu. finansowanego przez grant NCN Sonata Bis. bedzie zrozumienie natury,
czesto$ei wystepowania i konsekwencji zast¢powania endosymbiontow owaddw z grupy
Auchenorrhyncha (piewiki) przez inne mikroorganizmy, pochodzenia, funkcji i wzorcow ewolucji
genomu zastepujacych mikroorganizméw, a takze konsekwencji tego zastgpowania dla owadow-
vospodarzy. Projekt ten jest rozwinieciem prac prowadzonych podczas mojego stazu podoktorskiego na
University of Montana, stanowigcych osiggniecie habilitacyjne. Istniejgce dane mikroskopowe |
stosunkowo ograniczona ilos¢ danych molekularnych dla piewikéw innych niz cykady (Cicadoidea sg
jedng z czterech nadrodzin w grupie Auchenorrhyncha) wskazuja ze niemal wszystkie z nich sg
gospodarzami wyspecjalizowanych, dziedziczonych mikroorganizméow symbiotycznych. Natomiast
wydaje sie, ze symbiozy cykad sg stosunkowo malo réznorodne w pordwnaniu do innych piewikow:
wszystkie zbadane dotad przez nas gatunki sg gospodarzami bakterii Sulcia. ktorej towarzyszy albo
Hodgkinia, albo grzyb z rodzaju Ophiocordyceps. Zamierzamy zbada¢ i opisa¢ réznorodnoSc i
ewolucje symbioz innych piewikow, ktdre sktonity Paula Buchnera, ojca systematycznych badan
symbioz, do okreslenia tej grupy jako ,,veritable fairyland of insect symbiosis”, ,,prawdziwie bajkowa
kraina symbioz owadow” (Buchner 1965, Endosymbiosis of animals with plant microorganisms.
Interscience Publishers, New York).

Plan projektu zaklada pozyskanie duzej iloSci przedstawicieli piewikow z calego Swiata, z
istniejacych kolekeji, poprzez wspolprace z innymi projektami, a takze poprzez zbior nowych prob w
Polsce, Szwecji, U.S.A. 1 na Madagaskarze. Tysiace reprezentatywnych osobnikoéw dla réznych
zebranych populacji zostang scharakteryzowane przy uzyciu technik sekwencjonowania nowej
generacji. Dane te umozliwig precyzyjna rekonstrukcje pokrewienistwa pomiedzy zebranymi ckazami
piewikow. Wyjasnig rowniez, w ktérych gateziach drzewa filogenetycznego piewikéw jedne svmbionty
zostaly zastgpione przez inne, kiedy doszto do zastgpienia, i skad pochodza te zastepujace
mikroorganizmy. Ponadto, projekt dostarczy informacji o funkcjach i ewolucji mikroorganizmow
symbiotycznych i ich wplywu na biologi¢ owaddw-gospodarzy.

Realizacja projektu zaowocuje kompleksowym obrazem relacji pomiedzy biologia piewikow i
cechami ich symbiontéw. Wyniki tych badan pozwola na szezegolowy opis proceséw i mechanizmow
determinujgcych relacje pomiedzy partnerami w relacjach symbiotycznych, o znaczeniu dla
szerokiego spektrum symbioz. Poniewaz wiele piewikéw ma istotne znaczenie dla rolnictwa i
funkcjonowania ekosystemow, uzyskane wyniki moga wplynaé na strategie kontroli biologicznej i
zarzadzania zasobami naturalnymi. Poza tym, wiele mikroorganizmow zamieszkujgcych tkanki
piewikaw nalezy do grup majacych wplyw na zdrowie roslin, owadéw, i innych organizmow wigcznie
z ludzmi. Proponowane badania dostarcza wyczerpujacych informacji na temat biologicznego i
ewolucyjnego potencjatu tych grup.
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Celem drugiego projektu, finansowanego przez grant NAWA Polskie Powroty i ze srodkow
zagranicznych wspolpracownikow, bedzie kompleksowy opis zréznicowania dynamiki ekologicznej
i ewolucyjnej mikrobiomow w bardzo duzej kolekeji owaddow.

Projekt bedzie realizowany w bliskiej wspdtpracy z projektem Insect Biome Atlas, ktdry prowadzi
dhugoterminowy zbior owaddw latajacych na kilkuset stanowiskach w Szwecji i na Madagaskarze (patrz
sekcja Se powyzej), jak rowniez z innym zespotem (prof. Tomas Roslin, Swedish Agricultural
University w Uppsali, Szwecja) ktory zbierze analogiczne proby na Grenlandii. Z zebranych przez
wspotpracownikow prob wybierzemy dziesiatki tysigcy osobnikow tak, by moc opisaé zréznicowanie
mikrobioméw pomiedzy galeziami drzewa filogenetycznego owadéw (redukujgc efekt zmiennosci
w czasie i przestrzeni). Dodatkowo, wybierzemy duze ilosci osobnikéw reprezentujacych kilkadziesiat
szeroko rozmieszczonych gatunkow tak, by opisaé¢ zmienno$é mikrobioméw w czasie i przestrzeni w
obrebie tych gatunkdéw. Nastepnie przy uzyciu wysokoprzepustowych technik sekwencjonowania
nowej generacji scharakteryzujemy sktad mikrobioméw wybranych osobnikow. Analizy danych
skoncentruja sie na rekonstrukeji transmisji szczepow mikroorganizméw w obrebie i pomiedzy
gatunkami owadow. Istotna czescia projektu beda tez analizy poréwnawcze —genomow
mikroorganizmow reprezentujacych gatunki infekujace wiele niespokrewnionych owadow.

Proponowany projekt poszerzy wiedze dotyczaca roznorodnosci mikroorganizmow symbiotycznych
kolonizujacych tysigce gatunkéw owaddow. Pozwoli na zrozumienie czynnikow ktore ksztaltuja sklad
mikrobiomdw. dostarczy informacji na temat ich zmiennosci w czasie i przestrzeni, oraz o wplywie
symbioz na biologie gospodarzy. Uzyskane wyniki, ale takze obszerny zbiér prob DNA utwarzony w
ramach tego projektu, beda cennym zasobem dla migdzynarodowej spolecznosci badawczej w wielu
dziedzinach nauk biologicznych. W potaczeniu z danymi dotyczacymi bioréznorodnosci, ekologii i
ewolucji owadow w trzech bardzo rdznych strefach klimatycznych, nasze wyniki pomogg opisac pelen
zakres czynnikow ksztaltujacych sklad zbiorowisk owadoéw. Pozwolg tez zrozumie¢ potencjal
mikroorganizinéw symbiotycznych jako czynnikéw umozliwiajacych przyspieszona adaptacje
owaddw do gwaltownie zmieniajacych si¢ warunkow klimatycznych.

Od jedenastu lat prowadze badania w dziedzinie szeroko pojgtej ewolucji symbioz owadow w
wyrdzniajgcych sie zespolach badawczych na kilku kontynentach. Przez ten czas nabylem cenna wiedze
i umiejetnosci oraz zbudowalem sie¢ miedzynarodowych kontaktow w tej szybko rozwijajacej sig
dyscyplinie. Procz zrealizowanych projektéw i publikacji, mojg pozycje w globalnej spolecznosci
badawczej potwierdza lista czternastu wystapien konferencyjnych, trzydziestu dziewigciu
potwierdzonych recenzji artykulow w dwudziestu dwdch czasopismach, i czterech recenzji grantow dla
zagranicznych agencji badawczych.

Przez ostatnie lata, zatrudniony bylem w projektach finansowanych ze srodkow pozyskanych przez
moich opiekundw naukowych, w petni koncentrujac si¢ na dzialalnosci badawczej; pozyskatem tez kilka
mniejszych grantow. Natomiast znaczace $rodki finansowe ktore udato mi sig uzyskac w ciggu ostatnich
miesiecy umozliwiajg moj rychty powrdét do Polski jako adiunkt badawezy i utworzenie nowego zespolu
realizujacego ambitny program badain na Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie.
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