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Autoreferat

1. Imig¢ i nazwisko: Monika Mioduchowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajacego

stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;.

07.07.2009: Dyplom magistra biologii, specjalnos¢ — Biologia Molekularna,
uzyskany na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego. Tytut pracy
magisterskiej: ,,Zrdznicowanie genetyczne halibuta grenlandzkiego
(Reinhardtius  hippoglossoides (Walbaum,1792)) z zachodniego

rejonu Morza Barentsa”; promotor: dr Barbara Wojtasik.

09.12.2016: Stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk biologicznych w zakresie
biologii uzyskany na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.
Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Struktura genetyczna gingcego gatunku,
skojki gruboskorupowej Unio crassus (Philipson, 1788), w rzekach

Polski”; promotor: dr hab. Jerzy Sell, prof. UG.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.

10.2014-02.2017:  Asystent (pracownik naukowo—dydaktyczny) w Katedrze Genetyki 1
Biosystematyki, na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego (od
12.2014 do 05.2015 — urlop zdrowotny).

02.2017—obecnie:  Adiunkt (pracownik badawczo—dydaktyczny) w Katedrze Genetyki
Ewolucyjnej 1 Biosystematyki na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego.

08.2017-09.2018:  Specjalista w Katedrze Genetyki 1 Biosystematyki na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.

10.2018: Starszy specjalista w Katedrze Genetyki i Biosystematyki na Wydziale

Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.



10.2019-09.2021:  Staz podoktorski na stanowisku adiunkta naukowego (post-doc, etat
badawczy) w Zakladzie Badan Planktonu Morskiego Instytutu
Oceanografii na Wydziale Oceanografii i Geografii Uniwersytetu
Gdanskiego w ramach projektu OPUS (finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki) kierowanego przez dr hab. Agate
Weydmann-Zwolicka, prof. UG; tytul projektu: ,,HIDEA — Hidden
diversity of plankton in the European Arctic”’; numer projektu: UMO-
2017/27/B/NZ8/01056.

10.2021-06.2022:  Staz podoktorski na stanowisku adiunkta naukowego (post-doc, etat
badawczy) w Katedrze Zoologii Bezkregowcow i Hydrobiologii na
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego w
ramach projektu OPUS (finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki) kierowanego przez prof. dr hab. Magdaleng Btazewicz; tytut
projektu: ,,Biodiversity Patterns and Scale: the case of Peracarids
Crustacea from south-eastern Australia BIOPASS”; numer projektu:

UMO-2018/31/B/NZ8/03198.

4. Omowienie osiagni¢¢, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).
Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiggniec, jak
1 w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wkltad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiggnigcie jest dzietem wspodtautorskim, z uwzglednieniem

mozliwo$ci wskazywania dorobku z okresu catej kariery zawodowe;.
a) Tytul osiggnigcia naukowego:
Molekularna identyfikacja (endo)symbiotycznych bakterii

zwigzanych ze stodkowodnymi Bivalvia, Crustacea i Eutardigrada,

ze szczegl0lnym uwzglednieniem bakterii z rodzaju Wolbachia



b) Wykaz autorskich publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe.
Na osiggnigcie naukowe sktada si¢ cykl siedmiu publikacji (prac oryginalnych)
opublikowanych w latach 2018-2023 w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal

Citation Reports.

Impact factor (IF) podano zgodnie z rokiem opublikowania pracy. Punkty Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (MNiSW) / Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN) podano zgodnie z rokiem opublikowania pracy oraz
wedlug najnowszego wykazu czasopism naukowych (17 lipca 2023, https://www.gov.pl/web/edukacja-i-
nauka/komunikat-ministra-edukacji-i-nauki-z-dnia-17-lipca-2023-r-w-sprawie-wykazu-czasopism-naukowych-i-
recenzowanych-materialow-z-konferencji-miedzynarodowych). Liczbe cytowan podano wedtug: Web of Science
Core Collection, Scopus oraz Google Scholar. Natomiast kwartyle podano wedtug Journal Citation Indicator (JCI)

lub Journal Impact Factor (JIF) Category.

Oswiadczenia wspotautorow wszystkich publikacji, wchodzacych w sklad rozprawy habilitacyjnej, okreslajace

indywidualny wktad w powstanie poszczegolnych publikacji zamieszczono w Zatgczniku nr 5.

1) Mioduchowska M., Czyz M.J., Gotdyn B., Kur J., Sell J. 2018a. Instances of erroneous
DNA barcoding of metazoan invertebrates: are universal cox/ gene primers too
“universal”? PLoS ONE, 13(6): €0199609, DOI: 10.1371/journal.pone.0199609; IF2o1s:
2,776; punkty MNiSW2o1s: 40; punkty MEiN2p23: 140; liczba cytowan: wg Web of Science
Core Collection: 31, wg Scopus: 39 wg Google Scholar: 58; kwartyl (JCI Category): Q1.

Moj wktad w powstanie tej pracy obejmowat:

* wspotudzial w opracowaniu koncepcji badan;

» wykonanie wszystkich molekularnych prac laboratoryjnych;

* wspéludziat w opracowaniu 1 interpretacji danych: analiza bioinformatyczna
1 wizualizacja graficzna otrzymanych wynikoéw;

* przeglad i wybdr literatury;

* napisanie wigkszos$ci tekstu jako autor gtowny i korespondujacy.

2) Mioduchowska M., Czyz M.J., Gotdyn B., Kilikowska A., Namiotko T., Pinceel T., Laciak
M., Sell J. 2018b. Detection of bacterial endosymbionts in freshwater crustaceans: the
applicability of non-degenerate primers to amplify the bacterial 16S rRNA gene. Peer.J, 6:
€6039, DOI: 10.7717/peerj.6039; 1F2015: 2,486; punkty MNiSWao1s: 35; punkty MEiN2023:



100; liczba cytowan: wg Web of Science Core Collection: 10, wg Scopus: 13, wg Google
Scholar: 17; kwartyl (JCI Category): Q1.

MOoj wktad w powstanie tej pracy obejmowat:

* opracowanie koncepcji badan;

* wykonanie wszystkich molekularnych prac laboratoryjnych;

* wspotudzial w opracowaniu 1 interpretacji danych: analiza bioinformatyczna
1 wizualizacja graficzna otrzymanych wynikow;

* przeglad i wybor literatury;

* napisanie wigkszos$ci tekstu jako autor gtowny i korespondujacy.

3) Mioduchowska M., Zajac K., Zajac T., Sell J. 2020a. Wolbachia and Cardinium infection
found in threatened unionid species: a new concern for conservation of freshwater mussels?
Conservation Genetics, 21: 381-386, DOI: 10.1007/s10592-020-01255-9; 1F2020: 2,260;
punkty MNiSWap20: 70; punkty MEiN2e23: 70; liczba cytowan: wg Web of Science Core
Collection: 6, wg Scopus: 6, wg Google Scholar: 9; kwartyl (JCI Category): Q2.

MOoj wktad w powstanie tej pracy obejmowat:

* opracowanie koncepcji badan;

* wykonanie wszystkich molekularnych prac laboratoryjnych;

* opracowanie 1 interpretacja danych: analiza bioinformatyczna i wizualizacja graficzna
otrzymanych wynikoéw;

* przeglad 1 wybor literatury;

* napisanie wigkszoS$ci tekstu jako autor gtowny i korespondujacy.

4) Mioduchowska M., Zajac K., Bartoszek K., Madanecki P., Kur J., Zajac T. 2020b. 16S
rRNA-based metagenomic analysis of the gut microbial community associated with the
DUI species Unio crassus (Bivalvia: Unionidae). Journal of Zoological Systematics and
Evolutionary Research, 58(2): 615-623, DOI: 10.1111/JZS.12377; 1F2020: 2,047; punkty
MNiSWa2020: 70; punkty MEiN2g23: 70; liczba cytowan: wg Web of Science Core Collection:
6, wg Scopus: 8, wg Google Scholar: 10; kwartyl (JCI Category): Q1.



MOoj wktad w powstanie tej pracy obejmowat:

* opracowanie koncepcji badan;

» wykonanie wszystkich molekularnych prac laboratoryjnych;

* wspoOtudzial w opracowaniu 1 interpretacji danych: analiza bioinformatyczna i
wizualizacja graficzna otrzymanych wynikow;

* przeglad i wybor literatury;

* napisanie wigkszos$ci tekstu jako autor gléwny.

5) Kaczmarek L., Roszkowska M., Poprawa 1., Janelt K., Kmita H., Gawlak M., Fiatkowska
E., Mioduchowska M. 2020. Integrative description of bisexual Paramacrobiotus
experimentalis sp. nov. (Macrobiotidae) from republic of Madagascar (Africa) with
microbiome analysis. Molecular Phylogenetics and Evolution, 145: 106730,
DOI:10.1016/).ympev.2019.106730; 1F2020: 3,889; punkty MNiSWae0: 140; punkty
MEiN2¢23: 140; liczba cytowan: wg Web of Science Core Collection: 16, wg Scopus, 22;
wg Google Scholar: 34; kwartyl (JCI Category): Q1.

Moj wkiad w powstanie tej pracy obejmowat:

» opracowanie koncepcji badan z zakresu analiz mikrobiomu Tardigrada;

* wykonanie wszystkich molekularnych prac laboratoryjnych z zakresu analiz
mikrobiomu Tardigrada oraz molekularnej czgsci taksonomii integratywnej opisanego
W niniejszej pracy nowego dla nauki gatunku Tardigrada;

* opracowanie 1 interpretacje danych z zakresu analiz mikrobiomu Tardigrada oraz
molekularnej czgsci taksonomii integratywnej: analiza bioinformatyczna i1 wizualizacja
graficzna otrzymanych wynikows;

* przeglad 1 wybor literatury z zakresu analiz mikrobiomu oraz taksonomii integratywnej;

+ jako ostatni autor, bytam odpowiedzialna za wszystkie prace zwigzane z mikrobiomem
Tardigrada oraz molekularng cze$¢ taksonomii integratywnej, tym samym wszystkie

fragmenty manuskryptu dotyczace tych zagadnien, zostaly napisane przeze mnie.

6) Mioduchowska M., Nitkiewicz B., Roszkowska M., Kacarevi¢ U., Madanecki P., Pinceel
T., Namiotko T., Gotdyn B., Kaczmarek L.. 2021. Taxonomic classification of the bacterial
endosymbiont Wolbachia based on next-generation sequencing: is there molecular evidence

for its presence in tardigrades? Genome, 64(10): 951-958, DOI: 10.1139/gen-2020-0036;



[F2001: 2,449; punkty MEiN2o21: 70; punkty MEiN»p3: 70; liczba cytowan: wg Web of
Science Core Collection: 5, wg Scopus: 5, wg Google Scholar: 8; kwartyl (JCI Category):
Q3.

MOoj wktad w powstanie tej pracy obejmowat:

» opracowanie koncepcji badan;

» wykonanie wszystkich molekularnych prac laboratoryjnych;

* wspotudziat w analizie bioinformatycznej — klasyfikacja otrzymanych amplikonéw do
operacyjnych jednostek taksonomicznych (ang. Operational Taxonomic Units, OTU);

* opracowanie 1 interpretacji danych: analiza filogenetyczna i wizualizacja graficzna
otrzymanych wynikow;

» przeglad i wybor literatury;

» jako gtéwny autor i korespondencyjny napisatam wigkszo$¢ tekstu manuskryptu.

7) Mioduchowska M., Konecka E., Goldyn B., Pinceel T., Brendonck L., Luki¢ D.,
Kaczmarek L., Namiotko T., Zajac K., Zajac T., Jastrzebski J.P., Bartoszek K. 2023.
Playing peekaboo with a master manipulator: metagenetic detection and phylogenetic
analysis of Wolbachia supergroups in freshwater invertebrates. International Journal of
Molecular Sciences, 24, 9400, DOI: org/10.3390/ 1jms24119400; 1F2023: 5,600; punkty
MEiN2o23: 140; kwartyl (JCI Category): Q1 (brak cytacji z uwagi na niedawne ukazanie si¢
publikacji, tj. 28.05.2023).

Moj wktad w powstanie tej pracy obejmowat:

* opracowanie koncepcji badan;

* wykonanie wszystkich molekularnych prac laboratoryjnych;

* wspotudzial w opracowaniu 1 interpretacji danych: analiza bioinformatyczna i
wizualizacja graficzna otrzymanych wynikoéw;

* przeglad i wybdr literatury;

* jako gltowny autor i korespondencyjny napisalam wigkszo$¢ tekstu manuskryptu.



Podsumowujgc:

Sumaryczny IF: 21,507

Laczna liczba punktow MNiSW/MEIN: 565 (zgodnie z rokiem opublikowania); 730 (wedlug

najnowszego wykazu czasopism, 17 lipca 2023)

Liczba cytowan wg bazy Web of Science Core Collection: 74

Liczba cytowan wg bazy Scopus: 93

Liczba cytowan wg bazy Google Scholar: 136

Kwartyl wg JCI lub JIF Category: Q1 — pig¢ publikacji, Q2 — jedna publikacja, Q3 — jedna

publikacja

Zrédla finansowania powyzej opisanych publikaciji:

Publikacja 1: wspoétfinansowanie przeprowadzonych badan — §rodki wlasne;

Publikacja 2: uzyskanie funduszy na przeprowadzone badania w ramach projektu, ktérego
bytam kierownikiem w latach 2018-2019; tytul projektu: ,,Zastosowanie zaprojektowanych
starterow do metagenomowego sekwencjonowania genu kodujacego 16S rRNA: nowe
narzedzie do identyfikacji endosymbiotycznych bakterii u stodkowodnych skorupiakéw
(Crustacea: Branchiopoda)”; zrédlo finansowania: Uniwersytet Gdanski, konkurs Mtodzi
Naukowcy; numer projektu: 538-L260-B149-18;

Publikacje 3 i 4: uzyskanie funduszy na przeprowadzone badania molekularne w ramach
projektu, ktorego bytam kierownikiem w latach 2018-2019; tytut projektu: ,,Molekularna
identyfikacja endosymbiotycznych gatunkéw bakterii u zagrozonego wyginigciem
stodkowodnego matza Unio crassus (Philipsson 1788): analiza metagenomiczna”; zrodto
finansowania: Narodowe Centrum Nauki, konkurs Miniatura 1; numer projektu:
2017/01/X/NZ8/01873;

Publikacja 5: wspoltfinansowanie przeprowadzonych badan — §rodki wtasne;

Publikacja 6: wspoifinansowanie przeprowadzonych badan — §rodki wtasne oraz realizacja
pracy w ramach stazu podoktorskiego: ,,Coevolution of the endangered fairy shrimp
Branchipus schaefferi (Brianchopoda, Anostraca) and intracellular endosymbiont
Wolbachia bacteria”; zrédlo finansowania: European Molecular Biology Organization w
ramach konkursu EMBO Short-Term Fellowship na przeprowadzenie badan w Laboratory
of Aquatic Ecology, Evolution and Conservation, KU Leuven, Belgium; numer projektu:

7862; kierownik projektu (2019);



» Publikacja 7: wspoéifinansowanie przeprowadzonych badan w ramach projektow: i) ,,Let’s
dry up and survive together”: is anhydrobiosis in water bears (Tardigrades) modulated by a
specific microbiome community and does it depend on bacteria that survive desiccation
together with them?””; zroédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki, konkurs Sonata 17;
numer projektu: 2021/43/D/NZ8/00344; kierownik projektu (od 2022 roku, projekt w
trakcie realizacji); ii) ,,Wyschnij 1 przezyj”: czy niezwykla zdolno$¢ niesporczakow
(Tardigrada) do anhydrobiozy jest wynikiem obecnosci specyficznego mikrobiomu i
infekcji endosymbiotycznymi bakteriami?”’; zrodto finansowania: Uniwersytet Gdanski,
konkurs UGrants-first w ramach Programu malych grantéw; numer projektu:
1220/146/2021; kierownik projektu (2021); iii) ,,Coevolution of the endangered fairy
shrimp Branchipus schaefferi (Brianchopoda, Anostraca) and intracellular endosymbiont
Wolbachia bacteria”; zrédlo finansowania: European Molecular Biology Organization w
ramach konkursu EMBO Short-Term Fellowship na przeprowadzenie badan w Laboratory
of Aquatic Ecology, Evolution and Conservation, KU Leuven, Belgium; numer projektu:
7862; kierownik projektu (2019); iv) ,,Zastosowanie zaprojektowanych starterow do
metagenomowego sekwencjonowania genu kodujacego 16S rRNA: nowe narzgdzie do
identyfikacji endosymbiotycznych bakterii u stodkowodnych skorupiakéw (Crustacea:
Branchiopoda)”; zrodlo finansowania: Uniwersytet Gdanski, konkurs Mtodzi Naukowcy;
numer projektu: 538-L260-B149-18; kierownik projektu (2018-2019); v) ,,Molekularna
identyfikacja endosymbiotycznych gatunkow bakterii u zagrozonego wyginigciem
stodkowodnego matza Unio crassus (Philipsson, 1788): analiza metagenomiczna”; zrodto
finansowania: Narodowe Centrum Nauki, konkurs Miniatura 1; numer projektu:

2017/01/X/NZ8/01873; kierownik projektu (2018-2019).

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikow

We wstepie przedstawiono zarys problemu badawczego, powolujac si¢ na dane literaturowe z zakresu
identyfikacji bakterii (endo)symbiotycznych u stodkowodnych Crustacea, Bivalvia i Eutardigrada, ktore byty
dostepne przed przystapieniem do realizacji badan (do 2017 roku). W podsumowaniu otrzymanych wynikéw,
zostaly wskazane rowniez prace, ktore pojawity si¢ podczas prowadzonych badan, dotyczace omawianego zakresu
identyfikacji bakterii (endo)symbiotycznych u bezkrggowcoéw stodkowodnych. Zastosowany termin
»(endo)symbiont” dotyczy bakterii symbiotycznych, co do ktoérych nie ma pewnosci o wystgpowaniu
wewnatrzkomorkowym u swojego gospodarza, w przeciwienstwie do powszechnie opisywanych obligatoryjnych
bakterii endosymbiotycznych, takich jak bakterie z rodzaju Wolbachia czy Cardinium. Dane bibliograficzne

cytowanych prac zamieszczono w podrozdziale ,,Literatura”.



Osiggnigciem habilitacyjnym jest cykl siedmiu artykutéw naukowych opublikowanych
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Tematem przewodnim cyklu jest molekularna
identyfikacja bakterii (endo)symbiotycznych, ze szczegdélnym uwzglgdnieniem bakterii z
rodzaju Wolbachia, zwiazanych z bezkr¢gowcami stodkowodnymi nalezagcymi do trzech
gromad w obrgbie trzech typow: Crustacea (Arthropoda), Bivalvia (Mollusca) 1 Eutardigrada
(Tardigrada).

Zarys problemu badawczego oraz cel naukowy badan.

Symbioza obejmuje zroznicowane relacje miedzy organizmami, poczawszy od
mutualizmu, poprzez komensalizm, a skonczywszy na pasozytnictwie (Douglas, 1994).
Analizujac relacje symbiotyczne z szerszej perspektywy, stwierdzono, ze rozwoj organizmow
eukariotycznych zostal zapoczatkowany w wyniku serialnej endosymbiozy. Ten rodzaj
asocjacji symbiotycznej nalezy do symbiozy wewnatrzkomorkowej (Roger 1 in., 2017).
Obecnie uznaje si¢, ze wielokomorkowe organizmy eukariotyczne sa gospodarzami w relacji
symbiotycznej z licznymi mikroorganizmami, w tym archeonami Archea, bakteriami Bacteria,
czy tez grzybami Fungi (Oliver 1 Russell, 2016).

Symbiotyczne bakterie, zarowno obligatoryjne P-endosymbionty, jak 1 fakultatywne S-
symbionty (Buchner, 1965), pelnig istotng funkcj¢ w biologii swoich gospodarzy, a takze
wplywaja na procesy mikroewolucyjne (Toft i1 Andersson, 2010; Douglas, 2014). U
bezkregowcow ladowych zidentyfikowano, do tej pory, caty szereg bakterii symbiotycznych
oraz opisano liczne obligatoryjne asocjacje gospodarz-bakteria (Chaston i Goodrich-Blair,
2010). Jedna z najbardziej rozpowszechnionych bakterii endosymbiontycznych identyfikowang
u bezkregowcow ladowych, a szczegdlnie u owadow Insecta, jest bakteria z rodzaju Wolbachia
(nalezaca do typu a-Proteobacteria). W wyniku przeprowadzonych przez Hilgenboecker’a i in.
(2008) metaanaliz, az 66% wszystkich ladowych gatunkéw stawonogoéw Arthropoda, jest
zainfekowanych tym endosymbiontem. Bakterie te s3 transmitowane do potomstwa
wertykalnie (w cytoplazmie komorek jajowych zakazonych samic) i/lub horyzontalnie (wraz z
pokarmem). Endosymbionty te odgrywaja kluczowa role w procesach ewolucyjnych, w
ksztaltowaniu struktury plciowej oraz reprodukcji swoich gospodarzy (Funkhouser i
Bordenstein, 2013). Tym samym efektem zakazenia gospodarza przez bakterie z rodzaju
Wolbachia moze by¢: 1) niezgodnos$¢ cytoplazmatyczna (ang. cytoplasmic incompatibility, CI),
tj. wywolanie $mierci embriondw, ktore powstaly z plemnikéw zainfekowanego samca i
komorki jajowej niezainfekowanej samicy lub infekcji obu plci innymi szczepami tego

endosymbionta; ii) zaburzenie struktury ptci w populacji poprzez zwigkszenie udzialu samic



kosztem samcoOw na drodze: indukowania $mierci genetycznych samcow (ang. male-killing)
lub wywotania feminizacji (zmiana genetycznych samcéw w samice); indukcji partenogenezy,
czyli rozwoju z niezaptodnionych jaj (Charlat i in., 2003). Ponadto bakterie z rodzaju
Wolbachia moga mie¢ korzystny wplyw na funkcjonowanie 1 dlugos¢ zycia swojego
gospodarza, a takze mogg by¢ niezbgedna w procesie embriogenezy i dalszego rozwoju
niektorych gatunkow bezkregowcoé4w (Nikoh i in., 2014).

Endosymbiotyczna bakteria z rodzaju Cardinium, podobnie jak Wolbachia, rowniez
wplywa na reprodukcje swojego gospodarza na drodze indukcji niezgodnosci
cytoplazmatycznej (CI) oraz powoduje dysproporcje ptci w populacji na korzy$¢ potomstwa
zakazonej samicy (Zhang i in., 2012). Poczatkowo wplyw Cardinium na swojego gospodarza
okreslany byt jako szkodliwy. Obecnie pojawia si¢ coraz wigcej danych wskazujacych rowniez
na korzysci, jakie czerpie gospodarz z tej symbiozy (Zug 1 Hammerstein, 2018). W 2008 roku
podano, ze okoto 6-7% wszystkich gatunkdéw Arthropoda jest zakazonych Cardinium (Duron i
in., 2008). Niemniej kontynuacja badan nad identyfikacja =zakazen t3 bakterig
wewnatrzkomorkowa wskazuje, ze infekcje moga by¢ bardziej powszechne, niz wczesniej
przewidywano (Dallai 1 in., 2011).

Mimo znaczacego wpltywu bakterii symbiotycznych zaréwno na ekologie, jak i1
ewolucje swoich gospodarzy (Dattagupta i in., 2009), obecno$¢ bakterii symbiotycznych jest
stabo zbadana w przypadku bezkrggowcow stodkowodnych. Odnotowano jedynie pojedyncze
przypadki infekcji endosymbiotycznymi bakteriami, ktore byly przekazywane potomstwu na
drodze transferu wertykalnego (Perkins i in., 2005). Pojawily si¢ rdwniez liczne hipotezy o
potencjalnych infekcjach bakterii z rodzaju Wolbachia u bezkrggowcow stodkowodnych, czego
efektem miat by¢ m.in. manipulowany przez endosymbionta system reprodukcyjny (m.in.
Maniatsi 1 in., 2010). Ponadto mozliwo$¢ transmisji bakterii z rodzaju Wolbachia pomigdzy
zarowno filogenetycznie bliskimi, jak i odleglymi gospodarzami, a takze mozliwos$¢ infekcji
bezposrednio ze srodowiska (wraz z pokarmem), rOwniez stanowita argument o potencjalnych

zakazeniach tym endosymbiontem u bezkrggowcodw stodkowodnych (Zhoa i in., 2021).

1) Identyfikacja bakterii z rodzaju Wolbachia u skorupiakow stodkowodnych Crustacea
Bezkregowce stodkowodne zasiedlajace  zbiorniki astatyczne sa = wysoce
wyspecjalizowane 1 przystosowane do zycia w warunkach okresowego wysychania ich siedlisk
(Brendonck 1 in., 2017). Jest to mozliwe dzigki zdolnosci do kryptobiozy, wytwarzaniu
przetrwalnikowych cyst (Williams, 2006), krotkiemu cyklowi zyciowemu oraz strategiom

rozrodczym, ktore w duzej mierze zostaja ukierunkowane na partenogeneze (Ford i Weeks,



2018). Pomimo iz tzw. duze skrzelonogi obejmujgce taksony z gromady Branchiopoda
(Anostraca, Notostraca, Laevicaudata, Spinicaudata i Cyclestherida) s3 waznym oraz gingcym
elementem astatycznych zbiornikow wodnych, stanowig one najstabiej zbadang grupe
stosunkowo duzych bezkregowcdédw zamieszkujacych wody stodkie (Colburn, 2004).

Jak do tej pory nie ma bezposrednich dowodoéw wskazujacych, ze endosymbionty
bakteryjne manipuluja reprodukcja stodkowodnych skorupiakow zasiedlajacych astatyczne
zbiorniki wodne. Niemniej jednak, istnieja hipotezy, ze powszechnie obserwowana
dysproporcja plci (z przewaga samic), a takze zroznicowane strategie reprodukcyjne, m.in.
partenogeneza, androdioecja, a takze maskulinizacja, feminizacja, moga by¢ efektem infekcji
bakteriami endosymbiotycznymi (Kageyamaiin., 2012). W 2017 roku Sazama i in. oszacowali,
ze infekcja bakteriami z rodzaju Wolbachia v owadéw wodnych stanowi az 52% badanych
gatunkow. W przypadku stodkowodnych skorupiakéw, infekcje bakteriami z rodzaju
Wolbachia odkryto zaledwie u jednego gatunku rownonoga Isopoda (Bouchon in., 1998) oraz
czterech gatunkow widlonogdéw Copepoda (Wiwatanaratanabutr, 2013). W 2010 roku podjeto
probe identyfikacji bakterii z rodzaju Wolbachia u partenogenetycznych, jak i
rozdzielnoplciowych populacji skorupiakow z rodzaju Artemia (Branchiopoda) zasiedlajacych
zbiorniki astatyczne. Celem badan bylo znalezienie odpowiedzi na pytanie, czy bakterie z
rodzaju Wolbachia s3 odpowiedzialne za indukcj¢ partenogenezy u tych skorupiakéw (Maniatsi
1 in., 2010). Jednakze, w wyniku zastosowania techniki sekwencjonowania fragmentow 16S
rRNA metodg Sangera, otrzymano stabej jako$ci produkty reakcji PCR lub sekwencje innych
bakterii. Niemniej do amplifikacji wybranego markera molekularnego zastosowano startery
specyficzne dla supergrup bakterii z rodzaju Wolbachia zidentyfikowanych u bezkregowcow
ladowych, u ktorych infekcje bakteriami (endo)symbiotycznymi s3 powszechnie
identyfikowane (Werren i in., 2008). Tym samym jednym z powodow braku detekcji bakterii
z rodzaju Wolbachia moglty by¢ nieodpowiednie narzedzia molekularne, w tym specyficzne

startery.

i) Identyfikacja bakterii z rodzaju Wolbachia u stodkowodnych matzy Bivalvia

Matze stodkowodne stanowig konserwatywna grupg wolno ewoluujacych zwierzat.
Reprezentujg organizmy bentosowe, wrazliwe na zmiany chemizmu wody, i jako biofiltratory
przyczyniaja si¢ do samooczyszczania si¢ wod. Obecnie malze stodkowodne, ze szczegdlnym
uwzglednieniem rodziny skojkowatych Unionidae, sg jednymi z najbardziej zagrozonych na

swiecie bezkrggowcoéw wodnych (Bogan, 2008). W cyklu rozwojowym Unionidae obserwuje



si¢ osobniki rozdzielnoptciowe, z pasozytniczym stadium larwalnym (glochidium), ktore
pasozytuje na konkretnych gatunkach ryb (Wéchtler i in., 2001).

W przypadku bezkregowcow stodkowodnych, szczegdlnie drugiego pod wzgledem
liczby gatunkéw typu zwierzat — migczakow Mollusca — symbioza wewnatrzkomorkowa jest
opisywana jako zjawisko rzadkie (Distel 1 in., 2011). W 1998 roku Schilthuizen i1 Gittenberger
przeprowadzili probe identyfikacji bakterii z rodzaju Wolbachia u 38 gatunkéw Mollusca, w
tym: 24 gatunkow ladowych $limakéw Gastropoda, 11 gatunkow stodkowodnych gatunkow
slimakow Gastropoda oraz trzech stodkowodnych gatunkéw malzy. Bakterie z rodzaju
Wolbachia identyfikowano w oparciu o sekwencje genu fisZ kodujgcego biatko podziatu
komorkowego mikroorganizmu, otrzymang technika PCR, przy uzyciu specyficznych
starterow. Nie stwierdzono zakazenia Wolbachia u badanych Mollusca. W rezultacie praca byta
cytowana przez innych autorow, ktorzy wskazywali, ze bakterie z rodzaju Wolbachia nie
wystepuje u mieczakéw (Lis 1 in., 2015) lub podkreslali potrzebe dalszych badan nad infekcja
endosymbiontow w tej grupie systematycznej (Correa i in., 2016). W efekcie pytanie o
obecno$¢ Wolbachia i innych endosymbiotycznych bakterii u Mollusca, pozostaje otwarte od
25 lat. Tym samym zasadne jest podjecie badan ukierunkowanych na kompleksowa
identyfikacje endosymbiontéw bakteryjnych u migczakow.

W 2016 roku Whelan i Strong wskazali, ze wysoka heterogeniczno$¢ mitochondriéw
miata wptyw na polifiletyke badanych Gastropoda nalezacych do rodziny Pleuroceridae na
poziomie markeré6w mitochondrialnego DNA (mtDNA). Zjawisko to zostalo odnotowane u
malzy z podwdjnie jednorodzicielskim dziedziczeniem mitochondrialnego DNA (ang. Doubly
Uniparental Inheritance of mtDNA, DUI). Ponadto w obrebie rodziny Pleuroceridae
odnotowano rowniez dysproporcje plci z przewagg samic (ang. female-biased sex ratios;
Ciparis 1 in., 2012). Co wigcej, obserwowany wzdr niezgodnosci klasyfikacji taksonomicznej,
na poziomie morfologicznym i na poziomie markeréw mtDNA, wykazywat podobienstwo do
nierbwnowagi sprzezen, spowodowanej u bezkregowcdéw ladowych przez infekcje¢ bakterii z
rodzaju Wolbachia. Z uwagi na identyfikacje bakterii z rodzaju Neorickettsia (ktora jest
spokrewniona z Wolbachia) u §limakow stodkowodnych nalezacych do rodziny Pleuroceridae
1 Semisulcospiridae, taka infekcja endosymbiontem wydawata si¢ by¢ bardzo prawdopodobna
(Fredricks, 2006). Ponadto, u matzy morskich zasiedlajacych ekstremalne $rodowiska w
okolicach kominoéw hydrotermalnych, stwierdzono obecnos¢ symbiotycznych bakterii
chemosyntetyzujacych (Ikuta 1 in., 2016) oraz obecno$¢ potencjalnych endosymbiontow,
ktérych transmisja do potomstwa u matzy z rodziny Vesicomyidae odbywata si¢ na drodze

wertykalnej (Cary i Giovannoni, 1993).



1i1) Identyfikacja bakterii z rodzaju Wolbachia u niesporczakow Tardigrada

Niesporczaki dzigki zdolnosci do kryptobiozy moga przetrwaé¢ w ekstremalnych
warunkach $rodowiskowych. Jednym z rodzajow kryptobiozy jest anhydrobioza, czyli stan
odwodnienia, w ktérym niesporczaki tracg ponad 90% wody i potrafig przetrwac do kilkunastu
lat (Bertolani i in., 2004; Guidettii in., 2012). Tym samym uznawane sg za najbardziej odporne
bezkrggowce na Ziemi (Erdman i Kaczmarek, 2016). W zalezno$ci od gatunku, mozna
obserwowaé zroznicowane systemy reprodukcyjne, tj. rozdzielnoptciowo$é, jak i
partenogeneze. Jednakze u licznych gatunkéw Tardigrada nie poznano do tej pory
szczegdlowych mechanizmoéw rozrodczych (Altiero 1 in., 2019).

Tardigrada pozostaja nadal jednym z najstabiej poznanych typow zwierzat. Nawet
pomimo ich unikalnych zdolnosci kryptobiotycznych. Nie prowadzono na nich réwniez (tj. do
2017 roku, kiedy rozpoczetam swoje analizy) badan ukierunkowanych na identyfikacj¢ bakterii
(endo)symbiotycznych. Jedynie w pojedynczych pracach, jako marginalny aspekt ekologiczny,
wspomniane byty badania mikrobiomu niesporczakéw (Vecchi i in., 2016). Ponadto w innej
pracy eksperymentalnej udowodniono zwigzek pomigdzy niesporczakami, a fitopatogenng
bakteria Xanthomonas sp. 1 wystepujaca w przewodzie pokarmowym czlowieka poteczke

krwawa Serratia marcescens Bizio, 1823 (Krantz i in., 1999).

Dotychczasowe trudnosci w molekularnej identyfikacji endosymbiontow, ze
szczegblnym uwzglednieniem bakterii z rodzaju Wolbachia, u bezkrggowcoéw stodkowodnych
moga by¢ spowodowane przez:

* stosowanie niespecyficznych starterow, ktére zostaty opracowane do identyfikacji
endosymbiontéw u stawonogoéw ladowych (Marubayashi i in., 2014);

+ zmienny wskaznik zakazenia lub rozpowszechnienia u gatunkow zywicieli, tj. rozne
szczepy bakterii z rodzaju Wolbachia moga infekowa¢ tylko niewielka czg§¢ populacji
zywiciela (Lorenzo-Carballa 1 in., 2019);

* niewystarczajace miano bakterii endosymbiotycznej uniemozliwiajace skuteczng detekcje
(Flatau 1 in., 2021), tj. ograniczenia w amplifikacji wszystkich gatunkéw bakterii,
znajdujacych si¢ w badanej probce (pomimo zastosowania starterow uniwersalnych), co
szczegolnie dotyczy gatunkoéw bakterii wystepujacych w sladowych ilosciach (Muyzer i in.

1996);



* brak mozliwosci hodowli endosymbiontow bakteryjnych na tradycyjnych podtozach
mikrobiologicznych (tzw. uncultured bacteria), stad tylko techniki biologii molekularnej
pozwalaja na wglad w profil gatunkowy tych bakterii (Conceigdo i in., 2021);

* poziomy transfer gendw z bakterii endosymbiotycznej do genomu gospodarza (Cordaux i
Gilbert, 2017);

» koinfekcje genetycznie réznymi szczepami bakterii u tego samego gospodarza (Shapoval i
in., 2021).

Z uwagi na brak odpowiednich narzedzi molekularnych i bioinformatycznych
pozwalajagcych na identyfikacje bakterii z rodzaju Wolbachia i/lub innych bakterii
(endo)symbiotycznych, zwiazanych z bezkrggowcami stodkowodnymi, wystepowanie tych
infekcji pozostawato wcigz w formie nie potwierdzonych hipotez. Tym samym celem moich
badan byta weryfikacja hipotezy o infekcji tymi (endo)symbiontami przedstawicieli trzech grup
systematycznych bezkrggowcow stodkowodnych, tj. Bivalvia, Crustacea i Eutardigrada.
Badania te przeprowadzono m.in. z uzyciem nowych narzedzi molekularnych 1

bioinformatycznych.

Ponizej omowiono wymienione prace wchodzgce w sklad rozprawy habilitacyjne;j.

Publikacja 1:
Mioduchowska M., Czyz M.J., Gotdyn B., Kur J., Sell J. 2018a. Instances of erroneous DNA
barcoding of metazoan invertebrates: are universal cox/ gene primers too “universal”? PLoS

ONE, 13(6): €0199609, DOI: 10.1371/journal.pone.0199609

Publikacja ta koncentruje si¢ na identyfikacji btgednych sekwencji pierwszej
podjednostki oksydazy cytochromowej (coxl; marker molekularny COI) u bezkregowcow
wodnych. Analizami objeto sekwencje COI zdeponowane w referencyjnych bazach danych:
GenBank (baza dystrybuowana przez NCBI (ang. National Center for Biotechnology
Information)) oraz BOLD Systems (ang. Barcode of Life Database). Stwierdzono, ze btednie
opisane sekwencje COI stanowig gldéwnie kontaminacj¢ bakteryjng (w tym bakteriami
symbiotycznymi).

W 1994 roku Folmer i in. opisali ,,uniwersalne” startery forward-LCO1490 i reverse-
HCO2198 (powszechnie nazywane starterami Folmera) umozliwiajace amplifikacje pierwszej
podjednostki oksydazy cytochromowej u bezkregowcow. Startery te do tej pory sa powszechnie

stosowane do amplifikacji barkodowych sekwencji, gldéwnie w celu molekularnej identyfikacji



badanych organizméw oraz przeprowadzenia analiz filogenetycznych. Jednocze$nie wzrasta
liczba blednie opisanych sekwencji COI, ktore zostaty zdeponowane w genetycznych bazach
danych, a ich amplifikacja zostala przeprowadzona z uzyciem starterow Folmera. W
konsekwencji, niektore sekwencje COI opisane jako sekwencje bezkregowcoOw, sg w
rzeczywistosci sekwencjami bakteryjnymi (w tym sekwencjami bakterii symbiotycznych
danego gospodarza). Ponadto stwierdzono réwniez kontaminacj¢ sekwencjami grzybowymi,
sekwencjami  pochodzacymi od innych bezkregowcow, a takze sekwencjami
mitochondrialnego DNA amplifikowanymi z genomu jadrowego (ang. nuclear mitochondrial
DNA segments, NUMTs).

W niniejszej pracy zastosowano startery Folmera do amplifikacji sekwencji COI
stodkowodnego skorupiaka zadychry pospolitej Branchipus schaefferi (Fischer, 1834)
(Crustacea: Branchiopoda) zasiedlajagcego zbiorniki astatyczne na poligonie wojskowym
Poznan-Biedrusko. Nieoczekiwanie, oprocz sekwencji B. schaefferi, otrzymano rdéwniez
sekwencje bakteryjne. Kontaminacja byla spowodowana przez Aeromonas sp. — bakteri¢
opisang jako symbiont pijawki lekarskiej Hirudo medicinalis Linnaeus, 1758 (Annelida:
Clitellata) (Graf 2000), ale takze patogenng dla ryb (Gudmundsdottir, 1998) oraz majaca
toksyczny wplyw na niektore gatunki nicieni Nematoda (Cauillault i Ewbank, 2002).

W wyniku zastosowania odpowiednich narzedzi bioinformatycznych, zostaty nast¢pnie
zidentyfikowane inne btednie opisane sekwencje bezkregowcoOw, bedace sekwencjami
bakteryjnymi, m.in. sekwencje COI opisane jako morskie gatunki Patelloida striata (Quoy &
Gaimard, 1834) (Mollusca: Gastropoda) (Nakano i Ozawa, 2005) i Tetranchyroderma sp. 3
(Gastrotricha: Macrodasyida) (Todaro 1 in., 2011), w rzeczywistosci bedace sekwencjami
symbiotycznej bakterii Endozoicomonas sp. (Ding 1 in., 2016). Bakterie nalezace do rodzaju
Endozoicomonas maja pozytywny wpltyw na zywotno$¢ swojego gospodarza (Ding i in., 2016)
1 powszechnie wystepuja u morskich bezkrggowcow, m.in. u Elysia ornata (Swainson, 1840)
(Mollusca: Gastropoda) (Kurahashi 1 Yokota, 2007) 1 Atrina pectinata (Linnaeus, 1767)
(Mollusca: Bivalvia) (Hyun i in., 2014).

W oparciu o przeprowadzone obliczenia statystyczne, ujawniono, ze stopien
kontaminacji zalezny jest od danej grupy systematycznej, tj. najmniej blednych sekwencji
stwierdzono w typach Mollusca 1 Arthropoda — mniej niz 1% (z analizowanych 300
zdeponowanych sekwencji Mollusca 1 300 zdeponowanych sekwencji Arthropoda), natomiast
w przypadku brzuchorzeskow Gastrotricha btedne sekwencje stanowity az 6,9% (analizg objeto

wszystkie 363 zdeponowane w tym czasie sekwencje).



W niniejszej publikacji omowione zostaly rowniez przyczyny biednie amplifikowanych
sekwencji, takie jak: poziom konserwatywnosci i specyficznosci starterow Folmera, czy tez
temperatura przylaczania starteréw (ang. annealing) do matrycowej czasteczki DNA w
tancuchowej reakcji polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR). Ponadto zostaly
opisane rowniez konsekwencje zwigzane z deponowaniem takich sekwencji w referencyjnych
bazach danych. Wykazano réwniez, ze w przypadku analiz metabarkodowych, zwigzanych z
technikg sekwencjonowania nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS), btednie
opisane sekwencje moga prowadzi¢ do przeszacowania biordéznorodnosci na drodze

niepoprawnie sklasyfikowanych jednostek taksonomicznych OTU (Staats i in., 2016).

Publikacja 2:

Mioduchowska M., Czyz M.J., Gotdyn B., Kilikowska A., Namiotko T., Pinceel T., Laciak
M., Sell J. 2018b. Detection of bacterial endosymbionts in freshwater crustaceans: the
applicability of non-degenerate primers to amplify the bacterial 16S rRNA gene. PeerJ, 6:
€6039, DOI: 10.7717/peerj.6039

W tej publikacji zostaly opisane zaprojektowane przeze mnie, in silico,
niezdegradowane startery: WOLBSL 5’-GCTAGTTGGTGGAGTAATAGCC-3" i WOLBSR
5’-GACTACCAGGGTATCTAATCCTG-3’. Startery WOLBSL i WOLBSR pozwolily na
amplifikacj¢ bakteryjnego fragmentu genu 16S rRNA. Uzyskane na drodze sekwencjonowania
Sangera sekwencje nukleotydowe umozliwity dokonanie pionierskich odkry¢ bakterii
(endo)symbiotycznych zwigzanych ze stodkowodnymi skorupiakami.

Specyficznos¢ zaprojektowanych starteréw do amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA
bakterii (endo)symbiotycznych zostala przetestowana na przedstawicielu nalezagcym do
gromady matzoraczkéw Ostracoda, jak 1 na gatunkach zaliczanych do tzw. duzych
skrzelonogéw Branchiopoda.

Przy uzyciu zaprojektowanych starterow dokonano odkrycia nastepujacych
(endo)symbiontow u stodkowodnych skorupiakéw Crustacea: u B. schaefferi (Branchiopoda;
populacje z Polski) — Candidatus Gortzia, Methylophilus sp., Spirobacillus sp., Undibacterium
sp., Wolbachia; u Streptocephalus cafer (Lovén, 1847) (Branchiopoda; populacja z Republiki
Potudniowej Afryki) — Wolbachia; u Moina macrocopa (Straus 1820) (Branchiopoda;
populacja z Polski) — Methylophilus sp.; u Heterocypris incongruens (Ramdohr, 1808)
(Ostracoda; populacje z Polski 1 Wtoch) — Cardinium, Methylophilus sp. Stwierdzono réwniez

wystepowanie uncultured bacterium u B. schaefferi (Branchiopoda; populacje z Polski) 1



Branchipodopsis wolfi Daday, 1910 (Branchiopoda; populacja z Republiki Poludniowe;j
Afryki). W  publikacji zostaly opisane wszystkie zidentyfikowane  bakterie
(endo)symbiotyczne.

Identyfikacja bakterii (endo)symbiotycznych stanowi duze wyzwanie dla naukowcow.
Konieczne sa odpowiednie narzedzia molekularne — specyficzne startery niezbedne do
amplifikacji sekwencji danego (endo)symbionta. W niniejszej pracy odnotowano, ze
efektywnos¢ amplifikacji sekwencji bakteryjnych przy uzyciu nowo zaprojektowanych
starterow wyniosta 100%. Niemniej jesli w pojedynczej probce byly rozne bakterie, mimo
dobrych jakos$ciowo produktéw reakcji PCR, sekwencje nie byly czytelne. Tym samym
zaprojektowane startery sa odpowiednie do identyfikacji (endo)symbiotycznych bakterii na
pierwszym etapie identyfikacji, nastgpnie powinny =zostaé uzyte startery specyficzne

gatunkowo.

Publikacja 3:
Mioduchowska M., Zajac K., Zajac T., Sell J. 2020a. Wolbachia and Cardinium infection

found in threatened unionid species: a new concern for conservation of freshwater mussels?

Conservation Genetics, 21: 381-386, DOI: 10.1007/s10592-020-01255-9

Kolejny artykut koncentruje si¢ na identyfikacji bakterii endosymbiotycznych z rodzaju
Wolbachia 1 Cardinium zwigzanych z zagrozonym wygini¢ciem slodkowodnym matzem
skojka gruboskorupowa Unio crassus Philipsson, 1788 z terenu Polski. Proby do badan zostaty
pobrane za zgoda Generalnej Dyrekcji Ochrony Srodowiska.

W pracy Mioduchowskiej 1 in. (2016) opisaliSmy zaobserwowany u U. crassus model
dziedziczenia mtDNA typu DUI. Efektem zjawiska DUI, zar6wno w tkankach somatycznych,
jak 1 gonadalnych, bylo wystepowanie dwoch rodzajow mtDNA, tj. typu F (pochodzenia
matczynego) 1 typu M (pochodzenia ojcowskiego), ze zréznicowang dystrybucjg mitotypu M.
Sekwencje obu genoméw mtDNA opublikowali$my w pracy Burzynskiego 1 in. (2017). Do
niniejszych badan zostaly wytypowane osobniki, u ktdrych stwierdzilismy heteroplazmi¢ pod
wzgledem genomu mtDNA typu M i F w tkance somatycznej (nodze), a takze niskie
zrdznicowanie genetyczne (czeSciowe wyniki opisaliSmy w pracy Kilikowskiej 1 in., 2020) i
nieréwng proporcje pici z dominacjg samic, co mogtoby wskazywac na efekt wptywu infekcji
bakteriami endosymbiotycznymi. Zastosowano dwie techniki analiz molekularnych: 1)
pierwszym etapem byt kompleksowy wglad w profil mikrobiomu na drodze sekwencjonowania

nowej generacji regionu hiperzmiennego V3-V4 bakteryjnego fragmentu 16S rRNA; ii)



drugim etapem bylo molekularne potwierdzenie infekcji potencjalnymi bakteriami
endosymbiotycznymi i analiza ich dystrybucji u samcoéw oraz samic badanego matza. W tym
celu przeprowadzono szereg amplifikacji, przy uzyciu specyficznych starterow, na drodze
techniki sekwencjonowania Sangera.

W wyniku analizy mikrobiomu U. crassus, zostaty zidentyfikowane endosymbiotyczne
bakterie z rodzaju Cardinium oraz sekwencje nalezace do bakterii z rzedu Rickettsiales.
Niemniej jednak nie stwierdzono OTU sklasyfikowanego do nizszego poziomu
taksonomicznego, tj. do rodzaju Wolbachia (ktéra nalezy do rzedu Rickettsiales). Zastosowane
specyficzne startery do amplifikacji genow Cardinium oraz Wolbachia (Simdes 1 in., 2011;
Singh 1 in.,, 2013; Mains i in.,, 2016) pozwolily ostatecznie na identyfikacje tych
endosymbiontéw u samic U. crassus. Poziom infekcji wsrdéd samic wynosit az 33%. Nie
stwierdzono koinfekcji Wolbachia 1 Cardinium u zainfekowanych samic.

Do tej pory wzorce réznorodno$ci genetycznej i filogeografia wigkszosci gatunkow
matzy slodkowodnych nie zostaly dobrze scharakteryzowane, a ich filogeneza budzi
watpliwosci. Odkrycie endosymbiontow Wolbachia i Cardinium u U. crassus otwiera nowe
mozliwosci do przeprowadzenia dalszych badan, tj. poznania korelacji mechanizmow
endosymbiont-gospodarz oraz ich wplywu na biologi¢ i ekologi¢ zagrozonego wyginigciem
matza. W efekcie dalszych badan, umozliwiajacych wlasciwa identyfikacje jednostek
zarzadzania (ang. management units, MU) 1 jednostek istotnych ewolucyjnie (ang. evolutionary

significant units, ESU), mozliwa bedzie odpowiednia ochrona gingcego gatunku.

Publikacja 4:
Mioduchowska M., Zajac K., Bartoszek K., Madanecki P., Kur J., Zajac T. 2020b. 16S rRNA-
based metagenomic analysis of the gut microbial community associated with the DUI species

Unio crassus (Bivalvia: Unionidae). Journal of Zoological Systematics and Evolutionary

Research, 58(2): 615-623, DOI: 10.1111/J2S.12377

W niniejszej publikacji zostat przedstawiony profil mikrobiomu watrobotrzustki matza
Unio crassus na tle linii ewolucyjnych gospodarza, jego plci, oraz wystepowania populacji w
réznych warunkach siedliskowych. Przeprowadzone badania stanowig jednocze$nie
kontynuacje identyfikacji (endo)symbiotycznych gatunkow bakterii u tego matza.

W pracy tej metagenetyke profilu bakteryjnego przeprowadzono z wykorzystaniem
sekwencjonowania NGS amplikondw obejmujacych hiperzmienny fragment V3-V4 genu 16S

rRNA, co umozliwito identyfikacj¢ domen Bacteria i Archea. Badania obejmowaly populacje



U. crassus zasiedlajgce odmienne warunki ekologiczne, w Polsce Poinocnej, Centralnej i
Potudniowej, co pozwolito na korelacje sktadu profilu mikrobiomu w odpowiedzi na selekcje
srodowiskowa (Lokmer i Wegner, 2015). Natomiast w oparciu o nasze wczes$niejsze badania
(Mioduchowska 1 in., 2016), zostaly wytypowane populacje reprezentujgce rozne linie
filogeograficzne, zardowno samce, jak 1 samice.

Kompleksowa analiza profilu mikrobiomu U. crassus pozwolita na identyfikacje
szeregu bakterii, o zréznicowanej dystrybucji na poziomie populacji i ptci. Zidentyfikowano
wspolny mikrobiom dla wszystkich badanych osobnikow, co stanowilo 69 bakteryjnych
jednostek taksonomicznych OTU (23% wszystkich zidentyfikowanych OTU). Najliczniejsze
OTU reprezentowane byly przez takie typy bakterii jak: Proteobacteria (obecnie
Pseudomonadonta), Bacteroidetes (obecnie Bacteroidota) i Firmicutes (obecnie Bacillota).

W  przypadku bakterii (endo)symbiotycznych, stwierdzono obecno$¢ bakterii
umozliwiajacych trawienie celulozy: Bacillus sp. (Pinheiro 1 in., 2015), Flavobacterium sp.
(Dar iin., 2015), Pseudomonas sp. (Watkins i Simkiss, 1990) i Stenotrophomonas sp. (Pinheiro
i in., 2015). W jednej z badanych populacji zidentyfikowano rowniez bakterie z rodzaju
Chryseobacterium, ktore w pozostalych populacjach wystgpity tylko u pojedynczych
osobnikow (Van Horn 1 in., 2011). Wcze$niejsze prace réwniez wykazaly wystepowanie
wyspecjalizowanej mikrobioty bakteryjnej, pozwalajacej na trawienie celulozy u szeregu
gatunkow mieczakéw (Charrier 1 Rouland, 1992). Ponadto poznano potencjat ewolucyjny
takich zalezno$ci z bakteriami chemosymbiotycznymi, ktdre umozliwiaja matzom zasiedlanie
ekstremalnych ekosystemow (Taylor i Glover, 2010), a takze nabycie rzadkich w $wiecie
zwierzat zdolnosci ksylotroficznych (Distel 1 in., 2011).

Dokonano pionierskiego odkrycia endosymbiotycznej bakterii z rodzaju Candidatus
Xiphinematobacter, znanej z indukcji partenogenezy u swoich gospodarzy, o niepoznanym do
tej pory mechanizmie transmisji (tj. wertykalny i/lub horyzontalny) (Vandekerckhove i in.,
2000). Endosymbiont wystapit tylko w jednej z badanych populacji, u obu ptci. Do tej pory C.
Xiphinematobacter zostat zidentyfikowy u Nematoda, u ktérych wykazano koewolucje
gospodarz-endosymbiont (Vandekerckhove i in., 2000).

Podsumowujac, w niniejszej pracy przedstawiono profil mikrobiomu U. crassus.
Obserwowane zréznicowanie sktadu bakteryjnego mikrobioty watrobotrzustki jest bardziej
uwarunkowane relacjami filogeograficznymi pomiedzy badanymi populacjami, niz
odmiennym siedliskiem ich wystepowania. Nie stwierdzono znaczacych réznic w sktadzie
mikrobiomu jelitowego migdzy samcami i samicami tego gatunku. Zidentyfikowano bakterie

symbiotyczne umozliwiajace trawienie celulozy, co jest niezwykle istotne w przypadku



organizméw, u ktorych w pokarmie wystepuja zwiazki tego polisacharydu. W przypadku
odkrytego endosymbionta C. Xiphinematobacter, nie stwierdzono korelacji jego wystgpowania
z plcia gospodarza. Natomiast bioragc pod uwage powszechne wystepowanie bakterii
symbiotycznych, umozliwiajacych trawienie celulozy, postawiliSmy hipotezg o specyficznosci
tej grupy bakterii dla badanego gatunku matza. Zaréwno obecno$¢ endosymbionta C.
Xiphinematobacter jak i bakterii celulolitycznych moze by¢ efektem transferu horyzontalnego

(wraz z pokarmem).

Publikacja 5:
Kaczmarek L., Roszkowska M., Poprawa 1., Janelt K., Kmita H., Gawlak M., Fiatkowska E.,
Mioduchowska M. 2020. Integrative description of bisexual Paramacrobiotus experimentalis

sp. nov. (Macrobiotidae) from republic of Madagascar (Africa) with microbiome analysis.

Molecular Phylogenetics and Evolution, 145: 106730, DOI:10.1016/j.ympev.2019.106730

W tej interdyscyplinarnej publikacji badania skoncentrowane byly miedzy innymi na
identyfikacji bakterii (endo)symbiotycznych zwigzanych z nowym dla nauki gatunkiem
niesporczaka Paramacrobiotus experimentalis.

Wykorzystujac taksonomiczne podej$cie integratywne (tj. analize morfologiczng i
genetyczng), opisano tu nowy gatunek niesporczaka z Madagaskaru — Paramacrobiotus
experimentalis, Kaczmarek, Mioduchowska, Poprawa & Roszkowska, 2020 (w Kaczmarek i
in. 2020). Ponadto, analizy przeprowadzone na poziomie morfologicznym, strukturalnym i
molekularnym, pozwolily na odkrycie, ze nowy gatunek jest rozdzielnoptciowy.

W publikacji tej w oparciu o sekwencjonowanie NGS bakteryjnego fragmentu genu 16S
rRNA, opisano profil mikrobiomowy dwoch populacji Pam. experimentalis, ktore byly
utrzymywane przez dwa lata w hodowli laboratoryjnej. Stwierdzono, ze badane populacje
dziela 31 z 86 zidentyfikowanych OTU bakteryjnych. Natomiast w wyniku pordéwnania
mikrobiomu Pam. experimentalis z mikrobiomem pozywki laboratoryjnej, w ktorej
utrzymywana byta hodowla, jedynie 16 ze 137 zidentyfikowanych OTU bakteryjnych byto
wspolnych. Tym samym potwierdzono, ze mikrobiom Tardigrada znacznie rézni si¢ od
zgrupowania bakteryjnego zasiedlajacego pozywke stanowiacg Srodowisko zycia badanych
niesporczakow. W pracy przedstawiono réwniez profile metaboliczne, ktore ujawnity, ze
analizowane mikrobiomy sktadaty si¢ z bakterii odpowiedzialnych gltownie za transport

btonowy, metabolizm aminokwaséw 1 metabolizm weglowodanow.



Zidentyfikowano OTU sklasyfikowane do potencjalnych bakterii endosymbiotycznych
nalezacych do rzgdu Rickettsiales, co jest zgodne z wcze$niejszymi obserwacjami Vecchiego i
in. (2018) oraz Mioduchowskiej i in. (2019a). Wspdlng cecha tych bakterii jest obligatoryjna
wewnatrzkomorkowa symbioza oraz transmisja horyzontalna (Gilbert 1 in., 2012). Cechy te
przyczynity si¢ do okreslenia rzedu Rickettsiales jako host-dependent’. Niemniej odnotowane
zostaty réwniez pewne wyjatki, gdzie transmisja Rickettsiales byta wertykalna i tym samym
bakterie takie okreslono jako non- 'host-restricted’ (Dale 1 Moran, 2006). Nalezy tutaj tez
podkresli¢, ze nasze badania byly przeprowadzone na populacjach Pam. experimentalis, ktore
utrzymywalismy w warunkach laboratoryjnych przez dwa lata. Tym samym bakterie badanego
niesporczaka, ktorych nie zaobserwowano w pozywce hodowlanej, musiaty by¢ S$cisle
zwigzane ze swoim gospodarzem. Natomiast transmisja tych bakterii do kolejnych pokolen
musiata odbywac si¢ na drodze wertykalnej. Brak OTU Rickettsiales w srodowisku badanego
gatunku stanowi zatem dowdd na to, ze bakterie te sg $cisle zwigzane ze swoim gospodarzem.
Niemniej jednak, podobnie jak Vecchi i in. (2018), nie udato si¢ nam zidentyfikowa¢ OTU,
ktére mozna byloby pewnie zaklasyfikowa¢ do nizszego poziomu taksonomicznego, tj. rodzaju
Wolbachia.

W niniejszej pracy stwierdzono ponadto obecnos¢ OTU nalezacego do
endosymbiotycznego rodzaju Polynucleobacter. Bakterie te byly opisane migdzy innymi jako
obligatoryjne endosymbionty stodkowodnych orzeskow Ciliata (Hoetzinger i1 in., 2019).
Znaczna frekwencja tego endosymbionta zostata zidentyfikowana w pozywce hodowlanej, w
ktorej wystepowaly wrotki Rotifera stanowigce pokarm Pam. experimentalis. Natomiast
sladowa liczba sekwencji pochodzacych od tej bakterii byla obserwowana rowniez w jednej
populacji badanego niesporczaka. Tym samym prawdopodobny wydaje si¢ transfer
horyzontalny tego endosymbionta, ktory jest zwigzany z Rotifera.

Ostatecznie, powolujac si¢ na nasze wczesniejsze prace, w ktdrych zostaly opisane
nowe narzedzia molekularne 1 bioinformatyczne, wskazano na ich zastosowanie w celu
identyfikacji endosymbiontow u nowych dla nauki gospodarzy, szczegdlnie bezkregowcow

wodnych (Publikacja 2; Mioduchowska i in., 2019b).

Publikacja 6:
Mioduchowska M., Nitkiewicz B., Roszkowska M., Kacarevi¢ U., Madanecki P., Pinceel T.,
Namiotko T., Goldyn B., Kaczmarek £. 2021. Taxonomic classification of the bacterial

endosymbiont Wolbachia based on next-generation sequencing: is there molecular evidence for

its presence in tardigrades? Genome, 64(10): 951-958, DOI: 10.1139/gen-2020-0036



W  publikacji poddana zostala weryfikacji  hipoteza o  wystepowaniu
wewnatrzkomorkowego symbionta z rodzaju Wolbachia w mikrobiomie niesporczakow
Tardigrada.

Przeprowadzono wysokoprzepustowe sekwencjonowanie bakteryjnego fragmentu genu
16S rRNA, co pozwolito na wglad w profil mikrobiomu nastepujacych gatunkow nalezacych
do Eutardigrada: Hypsibius exemplaris Gasiorek, Stec, Morek, i Michalczyk, 2018 z Wielkiej
Brytanii; Macrobiotus polypiformis Roszkowska, Ostrowska, Stec, Janko, 1 Kaczmarek, 2017
z Ekwadoru; Paramacrobiotus fairbanksi Schill, Forster, Dandekar, i Wolf, 2010 z Antarktydy
(dodatkowo analizie poddane zostaty jaja); oraz dwa nowe nieopisane gatunki z rodzaju
Paramacrobiotus z Polski. Stodkowodny skorupiak Streptocephalus cafer, u ktorego odkrytam
infekcje Wolbachia (Publikacja 2) stanowil kontrole pozytywna w niniejszym badaniu.
Klasyfikacja jednostek taksonomicznych OTU zostata przeprowadzona natomiast z uzyciem
dwach referencyjnych baz danych, ktére byly zastosowane w poprzednich pracach z zakresu
analiz mikrobiomu Tardigrada, tj. i) baza Greengenes, ktora zostala zastosowana przez nas w
Publikacji 5; oraz ii) baza SILVA uzyta przez Vecchiego i in. (2018).

Wykonane analizy bioinformatyczne otrzymanych amplikondw, w oparciu o dwie bazy
sekwencji referencyjnych, ujawnity znaczace réznice w liczbie oraz taksonomii jednostek
OTU. Jedynie przy zastosowaniu bazy Greengenes zidentyfikowano sekwencje przypisane do
OTU Wolbachia. W celu weryfikacji poprawnos$ci sekwencji, dodatkowo zostata sprawdzona
homologia istotnosci statystycznej poréwnan otrzymanych sekwencji ze zdeponowanymi w
bazie GenBank sekwencjami nukleotydowymi przy uzyciu aplikacji BLAST.

Zastosowanie bazy Greengenes pozwolito na zidentyfikowanie OTU Wolbachia w
badanych mikrobiomach dorostych osobnikéw Tardigrada, tj.: Paramacrobiotus sp. 1 Mac.
polypiformis. Natomiast bakterie nalezace do rzedu Rickettsiales zostaty stwierdzone w jajach
partenogenetycznego gatunku Pam. fairbanksi oraz u rozdzielnopiciowych dorostych
osobnikéw Mac. polypiformis 1 u dwoch taksondw Paramacrobiotus sp. Inaczej prezentowaty
si¢ wyniki uzyskane z bazy SILVA, gdzie stwierdzono jedynie OTU Rickettsiales w
mikrobiomie jednego taksonu tj. Paramacrobiotus sp. W przypadku zastosowanej kontroli
pozytywnej (tj. S. cafer), otrzymano sekwencje sklasteryzowane do OTU Rickettsiales, przy
zastosowaniu obu referencyjnych baz danych. Nie stwierdzono OTU Ricketsialles 1 Wolbachia
u dwoch gatunkéw (osobniki doroste): Hys. exemplaris 1 Pam. fairbanksi. Poza tym nie
stwierdzono w badanych probkach innych endosymbiontow.

Przeprowadzone zostaly rowniez analizy filogenetyczne wszystkich uzyskanych OTU

Wolbachia i Rickettsiales, z obu referencyjnych baz danych. Do analiz relacji filogenetycznych



uzyto: 1) wszystkie OTU Rickettsiales opisane w poprzednich pracach, tj. Vecchi i in. (2018)
oraz w Publikacji 5; ii) OTU potencjalnych endosymbiontow nalezacych do typu
Alphaoteobacteria, ktore zostaly opisane w pracy Guidettiego i in. (2020); iii) ortologiczne
sekwencje zidentyfikowane na podstawie przyréwnan w bazie GenBank; iv) wybrane OTU
Wolbachia z bazy Greengenes i SILVA. Przeprowadzone analizy stanowilty dowod na
poprawne sklasyfikowane OTU do rodzaju Wolbachia i rzedu Rickettsiales, gdyz wszystkie
przyrownane sekwencje zostalty przypisane do wilasciwych kladow na drzewie
filogenetycznym.

Stwierdzono, ze odkryte bakterie z rodzaju Wolbachia wystepuja u niesporczakow w
matej liczbie sekwencji, a to moze by¢ przyczyna, ze do tej pory nie udato si¢ odkry¢ takiej
infekcji stosujac sekwencjonowanie Sangera (Mee i1 in., 2015). Odwotujac si¢ do naszej
wczesniejszej publikacji, tj. Publikacji 2, wskazano ze problemy metodologiczne, w tym
zastosowanie odpowiednich specyficznych starterow do amplifikacji bakteryjnych markerow
molekularnych, moga stanowi¢ rozwigzanie powstatego problemu. Tym samym, w przypadku
zastosowanej kontroli pozytywnej (izolat S. cafer) w ktorej zidentyfikowano Wolbachia
(Publikacja 2), otrzymano OTU sklasyfikowane jedynie do rangi rzedu Rickettsiales. Zatem
przypuszczalnie wsrod sekwencji opisanych jako OTU Rickettsiales znajduja si¢ sekwencje
nalezace do bakterii z rodzaju Wolbachia.

Nasze badania wskazaly, ze wybor bazy referencyjnej jest kluczowy do poprawnej
identyfikacji OTU bakterii i wplywa na dalsza interpretacje¢ otrzymanych wynikow.
Taksonomia OTU powinna by¢ polaczona z analizami filogenetycznymi, co stanowi
sprawdzenie poprawnosci przeprowadzonej klasteryzacji. Odkryte infekcje bakteriami
nalezacymi do rodzaju Wolbachia oraz rz¢du Rickettsiales u kilku gatunkéw Tardigrada moga
zapoczatkowa¢ nowe kierunki badan nad niesporczakami, w tym nad koewolucja gospodarz-

endosymbiont.

Publikacja 7:
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W kolejnej publikacji, wchodzacej w sktad osiagnigcia habilitacyjnego, opracowano
nowa metode metagenetyczng, umozliwiajaca identyfikacje bakterii z rodzaju Wolbachia u
bezkrggowcoOw stodkowodnych w obrgbie Crustacea, Bivalvia i Eutardigrada. W opisanym
powyzej cyklu publikacyjnym wykazano, ze sekwencjonowanie technikg Sangera nie pozwala
na wykrycie koinfekcji roznymi szczepami Wolbachia u pojedynczego gospodarza (Publikacja
2). Natomiast NGS, przy zastosowaniu uniwersalnych, powszechnie stosowanych starteréw do
amplifikacji hiperzmiennego fragmentu V3-V4 bakteryjnego genu 16S rRNA, pozwolito na
wglad w profil mikrobiomowy i identyfikacje pojedynczych (endo)symbiontow (Publikacje 3,
4,5,6).

Z uwagi na kontynuacje wczesniejszych badan, analizy przeprowadzono zaréwno z
uzyciem wczesniej nie badanych gatunkow, jak i gatunkoéw wykorzystanych we wcze$niej
omoéwionych publikacjach, wchodzacych w sklad cyklu habilitacyjnego (Crustacea
(Publikacja 1 2), Bivalvia (Publikacja 3 i 4), oraz Eutardigrada (Publikacja 5 i 6)).

W niniejszej publikacji identyfikacje bakterii z rodzaju Wolbachia przeprowadzono na
drodze:

1) porownania wynikow metagenetycznych uzyskanych za pomoca zaprojektowanych
starterow do fragmentu V3-V4 16S rRNA (Publikacja 2, opisano zaprojektowane startery,
ktére pozwolity na identyfikacje réznych (endo)symbiontéw zwigzanych z Crustacea w wyniku
sekwencjonowania Sangera) 1 powszechnie stosowanych starterow do amplifikacji tego
bakteryjnego genu, a takze poréwnania wynikow uzyskanych na drodze sekwencjonowania
Sangera (z uzyciem starterow specyficznych dla szczepow Wolbachia). Zaprojektowane
startery wykazaty specyficznos$¢ do sekwencji bakterii z rodzaju Wolbachia w przeciwienstwie
do starterow powszechnie stosowanych w analizach mikrobiomowych. Niemniej, z uwagi na
mniejszg specyficzno$¢ do innych bakterii, zaprojektowane startery nie byly odpowiednie do
kompleksowej analizy sktadu mikrobiomu. Z kolei sekwencjonowanie Sangera umozliwito
jedynie niewielka detekcje infekcji Wolbachia.

11) opracowania nowych narzedzi bioinformatycznych, tj. napisanego w jezyku Python
nowego skryptu, ktory umozliwit identyfikacje sekwencji Wolbachia (w oparciu o wartosci
odleglo$ci Hamminga) z analizowanych mikrobioméw ztozonych z bakteryjnych amplikonow
V3-V4 16S rRNA.

ii1) przeprowadzenia analiz filogenetycznych, ktore pozwolity na sklasyfikowanie
otrzymanych sekwencji bakterii z rodzaju Wolbachia do trzech supergrup: a) zro6znicowanej

supergrupy A zidentyfikowanej u Crustacea, Bivalvia 1 Eutardigrada; b) supergrupy E odkryte;j



w mikrobiomie Crustacea; oraz ¢) nowej dla nauki supergrupy V, zidentyfikowanej u Crustacea
i Bivalvia.

Endosymbiontyczne bakterie z rodzaju Wolbachia zostaly zidentyfikowane w
nastepujacych gatunkach/rodzajach nalezacych do trzech badanych grup systematycznych: a)
Crustacea — potwierdzono zakazenie Wolbachia u B. schaefferi i S. cafer (u ktorych wczesniej
stwierdzono tego endosymbionta przy uzyciu zaprojektowanych starteréw i sekwencjonowania
Sangera (Publikacja 2)) oraz dokonano pionierskiej detekcji Wolbachia u Artemia salina
(Linnaeus, 1758), Artemia parthenogenetica Bowen and Sterling, 1978, Eulimnadia sp., Triops
cancriformis (Bosc, 1801) 1 Chydorus sp.; b) Bivalvia — potwierdzono infekcje bakterii z
rodzaju Wolbachia u U. crassus (u ktérych wczedniej stwierdzono zakazenie tym
endosymbiontem przy uzyciu specyficznych do Wolbachia starterow i sekwencjonowania
Sangera (Publikacja 3)) oraz dokonano pionierskiej detekcji Wolbachia u Dreissena
polymorpha (Pallas, 1771); c) Eutardigrada — dokonano pionierskiej detekcji Wolbachiau Pam.
experimentalis (w Publikacji 5, zidentyfikowano jedynie infekcj¢ bakterii nalezacych do rzedu
Rickettsiales, przy zastosowaniu metagenetyki 1 amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA, przy
uzyciu powszechnie stosowanych starteréw) oraz u Macrobiotus basiatus Nelson, Adkins
Fletcher, Guidetti, Roszkowska, Grobys and Kaczmarek, 2020. Szczegoétowe informacje
dotyczace supergrup Wolbachia u poszczegdlnych gatunkéw oraz zastosowanej metodyki
opisane sa w niniejszej publikacji.

We wszystkich badanych grupach systematycznych zidentyfikowano rdzne warianty z
supergrupy A bakterii z rodzaju Wolbachia. Postawiono wiec hipoteze, ze wystepowanie blisko
spokrewnionych supergrup Wolbachia u filogenetycznie odlegtych linii bezkregowcow
stodkowodnych moze by¢ efektem transferu horyzontalnego. Natomiast supergrupa E 1 nowa
supergrupa V mogg by¢ przenoszone wertykalnie — poprzez dominujacy sposob transmisji
Wolbachia migdzy gospodarzami (Yang 1 in., 2012). Niemniej mechanizmy wptywajace na
transmisj¢ Wolbachia do nowych gospodarzy w dalszym ciggu pozostaja stabo poznane
(Hughes i in., 2014).

Do tej pory, zuwagi na powszechnie wystepujace infekcje bakterii zrodzaju Wolbachia
u bezkregowcow ladowych 1 rzadkie wystgpowanie Wolbachia u bezkrggowcdéw wodnych,
zostata  przyjeta  hipoteza o  kontynentalnym  pochodzeniu  tego  symbionta
wewnatrzkomérkowego (Bouchon i in., 1998). Prezentowane wyniki jednak tej hipotezy nie
potwierdzaja, poniewaz najstarsze ewolucyjnie klady supergrup Wolbachia reprezentowane

byly przez bezkregowce znane z obu typow Srodowisk, natomiast najmlodsze ewolucyjnie



klady sktadaty si¢ z supergrup Wolbachia zidentyfikowanych jedynie u bezkregowcow
ladowych.

Podsumowanie i wnioski uzyskane 7 prezentowanego osiggniecia habilitacyjnego.

Podsumowujac, gldéwnym wnioskiem ptyngcym z moich badan nad identyfikacjg bakterii
(endo)symbiotycznych zwigzanych z bezkregowcami stodkowodnymi jest wykazanie, ze takie
infekcje s3 bardziej powszechne niz wcze$niej sadzono, a trudnosci w ich wykrywaniu
wynikajg z braku odpowiednich narzedzi molekularnych i bioinformatycznych. Natomiast
najwazniejszym osiggni¢ciem przeprowadzonych przeze mnie badan sg liczne odkrycia bakterii
z rodzaju Wolbachia u nowych dla nauki gospodarzy nalezacych do Crustacea, Bivalvia i
Eutardigrada. Przy uzyciu réznych narzedzi molekularnych i bioinformatycznych dokonatam
réwniez pionierskich identyfikacji infekcji wymienionych grup bezkregowcodw stodkowodnych
szeregiem innych bakterii (endo)symbiotycznych, a schemat wszystkich odkry¢ przedstawitam
na Rycinie 1.

Pionierskie odkrycia bakterii (endo)symbiotycznych opisane w kolejnych publikacjach:

* Publikacje 1 i 2 — identyfikacja (endo)symbiontéw u stodkowodnych skorupiakow
Crustacea, tj. (endo)symbionty zwigzane z Branchipus schaefferi (Branchiopoda) —
Aeromonas sp., Candidatus Gortzia, Methylophilus sp., Spirobacillus sp., Wolbachia;
endosymbiont zwigzany ze Streptocephalus cafer (Branchiopoda) — Wolbachia;
(endo)symbiont zwigzany z Moina macrocopa (Branchiopoda) — Methylophilus sp.;
(endo)symbionty zwigzane z Heterocypris incongruens (Ostracoda) — Cardinium,
Methylophilus sp.;

* Publikacje 3 i 4 —identyfikacja (endo)symbiontéw zwigzanych ze stodkowodnym matzem
Unio crassus (Bivalvia: Unionidae) — Bacillus sp., Candidatus Xiphinematobacter,
Cardinium, Chryseobacterium, Flavobacterium sp., Pseudomonas sp., Stenotrophomonas
sp., Wolbachia;

* Publikacje S i 6 — identyfikacja symbiontéw u stodkowodnych niesporczakow
Eutardigrada, tj. endosymbiont Wolbachia zwiazany z Paramacrobiotus sp. 1 Macrobiotus
polypiformis oraz prawdopodobne endosymbionty z rzedu Rickettsiales 1 rodzaju
Polynucleobacter sp. zwiazane z Paramacrobiotus experimentalis,

* Publikacja 7 — nowe narzgdzie molekularne 1 bioinformatyczne do identyfikacji
endosymbiotycznej bakterii Wolbachia w trzech badanych grupach systematycznych, tj. 1)

Crustacea: Artemia salina, Artemia parthenogenetica, Branchipus schaefferi, Chydorus sp.,



Eulimnadia sp., Streptocephalus cafer, Triops cancriformis; i1) Bivalvia: Dreissena

polymorpha, Unio crassus; iii) Eutardigrada: Macrobiotus basiatus 1 Pam. experimentalis.

gospodarze (endo)symbionty zastosowane narzedzia publikacje
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy zastosowane narze¢dzia molekularne 1 bioinformatyczne,
w poszczegdlnych publikacjach wchodzacych w  sktad cyklu mojego osiagnigcia
habilitacyjnego, pozwalajace na identyfikacj¢ bakterii (endo)symbiotycznych zwigzanych z

Crustacea, Bivalvia i Eutardigrada.

Nalezy podkresli¢, ze przed przystapieniem do niniejszych badan, nie bylo danych
literaturowych dotyczacych bakterii (endo)symbiotycznych zwigzanych z badanymi gatunkami
bezkregowcoOw wodnych, co stanowi o nowatorskim wymiarze pracy. Niemniej obecnie
pojawily si¢ pojedyncze publikacje innych autoréw, ktore stanowig potwierdzenie
prezentowanych odkry¢:

» odkrycie Wolbachia u Tardigrada zostato potwierdzone przez Tibbs-Cortesa i in. (2022).

W dwoch wezesniejszych pracach opublikowanych w latach 2018-2020 (Vecchii in., 2018;

Guidetti 1 in., 2020) nie wykryto infekcji tym endosymbiontem, ale obecnos$¢ bakterii



nalezacych do rzedu Rickettsiales w mikrobiomie badanych niesporczakow, sktonita
autorow do postawienia hipotezy, o mozliwosci infekcji przez bakterii z rodzaju Wolbachia.
» pionierska identyfikacja endosymbiontycznej bakterii z rodzaju Cardinium u Heterocypris
incongruens (Ostracoda) — odkrycie zostalo potwierdzone w pracy Schon i in. (2018).
Badania nad czestoscig wystepowania Cardinium urdznych odlegtych filogenetycznie grup
stodkowodnych Ostracoda sg kontynuowane przy uzyciu zaprojektowanych przeze mnie
specyficznych dla Cardinium starterow, co stanowi obecnie nowy nurt prowadzonych
badan przez inny zespol badaczy, do ktérego naleze (wstgpne wyniki zostaly
zaprezentowane w ubieglym roku na migdzynarodowym sympozjum ostrakodologicznym
w Lyonie: Prais K., Mioduchowska M., Namiotko T., Kilikowska A. 2022. Further
evidence for widespread Cardinium infection in non-marine ostracod -crustaceans.

International Symposium on Ostracoda, Lyon, France).

Wyniki badan sktadajace si¢ na powyzej omoéwione osiggniecie naukowe prezentowatam
na siedmiu konferencjach migdzynarodowych [referaty (2), postery (7)] oraz pieciu krajowych

[referaty (3), postery (3)]. Szczegotowe dane zostaly zamieszczone w Zataczniku 4.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cig naukowg albo artystyczng realizowang
w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegolnosci

zagraniczne;j.

Ponizej zostata przedstawiona moja pozostata aktywnos¢ naukowa. Wszystkie cytowane publikacje stanowiace
rezultat prowadzonych przeze mnie badan, zostaly oznaczone pogrubiong czcionka. Spis literatury znajduje si¢ na
koncu niniejszego rozdzialu. Natomiast dane dotyczace innych osiagnie¢, m.in. staze, szkolenia, projekty,
konferencje, znajduja si¢ Zataczniku 4 ,,Wykaz osiagni¢e¢ naukowych albo artystycznych, stanowiacych znaczny

wktad w rozwoj okreslonej dyscypliny”.

W 2004 roku rozpoczetam studia na kierunku Biologia na Wydziale Biologii, Geografii
i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego. Moja aktywnos$¢ naukowa zaczeta sie juz w trakcie
studiow. W latach 2006-2009 bylam Przewodniczaca Studenckiego Kota Naukowego
Hydrobiologii 1 Ochrony Wéd Uniwersytetu Gdanskiego. W latach 2007-2009 prezentowatam
wyniki z przeprowadzonych badan podczas czterech krajowych konferencji naukowych.
Wyniki badan z zakresu analizy morfologicznej 1 identyfikacji Copepoda oraz zréznicowania
organizmow mejobentonicznych z rejonu Pomorza ukazaly si¢ w publikacjach: Stolarskiej i
Wojtasik (2008); Wojtasik i in. (2009); Mioduchowskiej i Wojtasik (2009) oraz Wojtasik i
Mioduchowskiej (2010).

W 2009 roku obronitam prace magisterska pod tytutem: ,,Zr6znicowanie genetyczne
halibuta grenlandzkiego (Reinhardtius hippoglossoides (Walbaum, 1792)) z zachodniego
rejonu Morza Barentsa” (specjalno§¢ — Biologia Molekularna, zakres seminarium
dyplomowego — Genetyka). Prace magisterska zrealizowatam pod kierunkiem dr Barbary
Wojtasik w Katedrze Genetyki 1 Cytologii Uniwersytetu Gdanskiego. Badaniami objete byly
cztery populacje halibuta grenlandzkiego pobrane z rejonu Morza Barentsa podczas
komercyjnego rejsu M/Tr Polaris we wspotpracy z Departamentem Rybotdwstwa pod
dowddztwem Ministerstwa Rolnictwa Republiki Litewskiej wraz z Dyrekcja ds. Ryboldwstwa
(Norwegia). Wsparcie finansowe uzyskano od UAB ,,Seivalas” (Private Limited Liability
Company (Uzdaroji Akciné Bendrove); Klajpeda, Litwa). Analiza struktury genetycznej

halibuta grenlandzkiego zostala przeprowadzona w oparciu o siedem polimorficznych loci



genowych kodujacych biatka enzymatyczne. Dane literaturowe wskazywaty na panmiksje
halibuta grenlandzkiego w obj¢tym badaniem rejonie, jednak uzyskane wyniki, w ramach
realizowanej pracy magisterskiej, jednoznacznie wskazaly na istnienie dwéch izolowanych
populacji. Tym samym eksploatacja komercyjna halibuta grenlandzkiego powinna zostac
odpowiednio uregulowana w celu dobrego zarzadzania rybotdwstwem. Prace zrealizowalam w
ramach wspolpracy z Instytutem Oceanologii Polskiej Akademii Nauk w Sopocie oraz z
Katedra Chemii Analitycznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Wyniki
tych badan zostaly opublikowane w pracy Wojtasik i in. (2021) oraz zaprezentowane podczas

I Konferencji Naukowej Polskich Badaczy Morza.

Tematyvka badawcza obejmujgca Bivalvia

W 2009 roku, bezposrednio po ukonczeniu studiow magisterskich, w wyniku rekrutacji
na I rok studiow III stopnia na Studia Doktoranckie z Biologii, Ekologii 1 Mikrobiologii na
Wydziale Biologii (w Katedrze Genetyki i Biosystematyki) Uniwersytetu Gdanskiego,
otrzymatam pierwszg lokate i rozpoczetam kontynuacje studiéw. Prace doktorska pod tytutem:
»otruktura genetyczna gingcego gatunku, skojki gruboskorupowej Unio crassus (Philipson,
1788), w rzekach Polski” wykonatam pod kierunkiem dr hab. Jerzego Sella, prof. UG. Badania
finansowane byly w ramach trzech projektéw naukowych (MNiSW, nr 3636/B/P01/2010/38N,
wykonawca projektu (2009-2014); Badania Wtasne UG, nr BW/1410-5-0376-8, udzial w
pracach laboratoryjnych (2009); konkurs Mtodzi Naukowcy UG, nr 538-L155-0803-12;
kierownik projektu (2012-2013)). Celem badan byla ocena zmiennosci oraz zrdéznicowania
genetycznego polskich populacji  zagrozonego wyginigciem 1 objetego ochrong,
stodkowodnego gatunku matza U. crassus, wglad w strukturg¢ genetyczng gatunku oraz
poznanie czynnikdw wplywajacych na jej uksztattowanie, testowanie uzytecznosci genomu
mtDNA typu M (fragment Mcox /) w analizach filogeograficznych oraz identyfikacja jednostek
ochrony tego gatunku w Polsce.

W  pracy doktorskiej wykorzystano markery zardwno jadrowego, jak i
mitochondrialnego DNA, dla osiagnigcia przedstawionych powyzej celéw badan. Z uwagi na
brak danych literaturowych dotyczacych mikrosatelitarnego DNA skéjki gruboskorupowej,
przeprowadzono skanowanie genomu, na drodze sekwencjonowania NGS, przy zastosowaniu
metody pirosekwencjonowania 454. Skanowanie genomu umozliwilo zaprojektowanie
starterow komplementarnych do rejondéw flankujacych odcinki mikrosatelitarnego DNA.
Szczegdty procedur zwigzanych z identyfikacja 1 charakterystyka polimorficznych loci

mikrosatelitarnego DNA U. crassus zostaly przedstawione w pracy Sellai in. (2013). W sumie



wytypowano 154 najbardziej optymalnych starteréw do amplifikacji 77 loci o doskonatym
motywie powtdrzen, a do dalszych badan wybrano 13 polimorficznych loci mikrosatelitarnego
DNA.

Do badan mitochondrialnego DNA zostaly zaprojektowane specyficzne startery
pozwalajace na amplifikacje rejonu ND3-ND2 oraz fragment genu kodujgcego podjednostke I
oksydazy cytochromowej z genomu dziedziczonego w linii matczynej (Fcox/) i ojcowskiej
(Mcox1). Zwiazane jest to z odkryciem dwoéch rodzajow mtDNA w tkankach somatycznych
samcow U. crassus, okreslanych jako: typ F- (mtDNA pochodzenia matczynego) oraz typ M-
(mtDNA pochodzenia ojcowskiego). Taki model dziedziczenia mtDNA okreslany jest jako
podwojnie jednorodzicielskie dziedziczenie mtDNA (ang. Doubly Uniparental Inheritance,
DUI) i byl obserwowany do tej pory u Unionidae tylko u samcow w tkankach gonadalnych
(Zouros, 2013). Dystrybucje DUI w tkankach somatycznych samcow opisalam w publikacji
Mioduchowskiej i in. (2016). Co ciekawe, odkrycie zjawiska DUI w tkankach somatycznych
samcow pozwolito réwniez na opracowanie nieinwazyjnej molekularnej identyfikacji ptci tego
gingcego gatunku matzy (Mioduchowska i in., 2016).

Analizy  przeprowadzone z  wykorzystaniem  markeréw  molekularnych
mitochondrialnego i1 jadrowego DNA, umozliwity wglad w procesy ksztattujace obserwowang
zmienno$¢ genetyczng badanych populacji. Stwierdzono gleboki podziat badanych populacji
na dwa klady, linie ewolucyjne, wywodzace si¢ najprawdopodobniej z réznych refugiow
glacjalnych. Badane populacje U. crassus byly izolowane a zmienno$¢ genetyczna gatunku
byta zgodna z modelem izolacji przez odleglos¢ (Douda i in., 2014; Mioduchowska i in.,
2016; Kilikowska i in., 2020). Z uwagi na wyznaczenie dwdch gtownych jednostek ochrony
(jednostek istotnych ewolucyjnie, ESU), otrzymane wyniki moga ostatecznie wspomoc
prawidlowe planowanie ochrony tego ginacego gatunku.

Wyniki zostaly zaprezentowane na szes$ciu krajowych i pigciu mi¢dzynarodowych
konferencjach naukowych (szczegély w Zalaczniku nr 4) oraz opublikowane we
wspomnianych powyzej publikacjach. Podczas realizacji pracy doktorskiej, bratam tez udziat
w trzech innych projektach dotyczacych U. crassus: 1) POIS, nr POIS-05.02.00-00-084/08,
udziat w projekcie badawczym (2011-2012); i1) konkurs Mtodzi Naukowcy UG, nr 538-L.155-
0793-12, wykonawca projektu (2012-2013); ii1) MNiSW, nr N304 328836, udziat w projekcie
badawczym (2013-2014)). Ponadto przeprowadzitam réwniez badania dotyczace identyfikacji
jednostek ochrony butgarskich populacji glowacza biatoptetwego Cottus gobio (gospodarz
pasozytniczego stadium larwalnego (glochidium) skojki gruboskorupowej): Badania Wtasne

UG, nr L155-5-0416-0, wykonawca projektu (2009-2010).



Do tej pory prowadze badania zwigzane z genetyka malzy stodkowodnych. Czgsé
uzyskanych wynikow, z zakresu identyfikacji bakterii (endo)symbiotycznych zwigzanych z
Bivalvia, opisatam w ramach mojego osiagni¢cia habilitacyjnego (Mioduchowska i in.,
2020a,b; Mioduchowska i in., 2023). Poza tym bralam udzial w pionierskim
sekwencjonowaniu genomu typu F oraz typu M U. crassus. Zsekwencjonowane genomy
zostaly opublikowane w pracy Burzynskiego i in. (2017). Od 2019 jestem cztonkinig
Management Committee (MC) migdzynarodowej Akcji COST European Cooperation in
Science and Technology, tytul projektu: ,,Conservation of freshwater mussels: a pan-European
approach” (nr CA18239). Obecnie przygotowywane s3g wspodlne publikacje naukowe z
przeprowadzonego projektu w ramach Akcji COST, m.in. monografia dotyczaca wybranych
gatunkow matzy stodkowodnych. W 2020 roku bralam udzial w aplikacyjnym projekcie
,Renaturalisation of inland delta of Nida River” (EU/NFOSiGW/IOP (projekt aplikacyjny
LIFE4DELTA), nr NAT/PL/000018, udziat w projekcie badawczym). Moim zadaniem bylo
przeprowadzenie analiz filogenetycznych osobnikéw do hodowli kontenerowej matzy. W 2022
roku bratam udzial w molekularnej identyfikacji symbiotycznych orzeskow Ciliophora
zwigzanych z U. crassus (badania zrealizowane w ramach grantu NCN, nr
2021/05/X/NZ2/01839, udziat w pracach laboratoryjnych). Opracowana metodyka do
przeprowadzenia  sekwencjonowania  wysokoprzepustowego  Ciliophora  umozliwila
identyfikacje 98 taksonow. Wykazano, ze sklad taksonomiczny rozni si¢ pomigdzy rzekami 1
zmienia si¢ w ciggu roku (publikacja jest w recenzji).

W sumie wyniki z zakresu analiz genetycznych U. crassus zostaty zaprezentowane na
szeSciu migdzynarodowych 1 dziesigciu krajowych konferencjach naukowych (szczegdtowe
dane zostaly zamieszczone w Zataczniku 4) oraz opublikowane w nastepujacych artykutach:
Sell i in., 2013; Douda i in., 2014; Mioduchowska i in., 2016; Burzynski i in., 2017;
Kilikowska i in., 2020. Czg$¢ uzyskanych wynikéw, z zakresu identyfikacji bakterii
(endo)symbiotycznych zwigzanych z Bivalvia, opisalam w ramach mojego gléwnego

osiggniecia: Mioduchowska i in., 2020a,b; Mioduchowska i in., 2023.

Tematyvka badawcza obejmujaca Crustacea

Od 2015 roku, czyli jeszcze w trakcie realizacji pracy doktorskiej, moje badania z
zakresu genetyki, zaczety obejmowac inne grupy systematyczne niz Bivalvia. W krggu moich
zainteresowan znalazty si¢ stodkowodne skorupiaki Crustacea, a szczegoélnie zadychra
pospolita Branchipus schaefferi. W latach 2015-2018 przeprowadzilam analiz¢ metapopulacji

tego gatunku i1 zbadalam mechanizmy ewolucji populacji wyspowych, na poziomie



mitochondrialnego i jadrowego DNA. Zaprojektowatam specyficzne startery pozwalajace na
amplifikacj¢ sekwencji barcodowych (cox1) B. schaefferi oraz zidentyfikowalam polimorficzne
markery mikrosatelitarnego DNA. Na realizacj¢ badan uzyskatam trzy projekty w ktorych
pelitam funkcje kierownika (konkurs Mtodzi Naukowcy UG, nr 538-L155-B934-15, 538-
L155-B249-16, 538-L.260-B518-17-1M). Cz¢s¢ wynikow zostata opublikowana w pracy
Mioduchowskiej i in. (2018a,b,c) oraz Lukié¢ i in. (2019) (pozostatle prace sa w
przygotowaniu).

W 2019 roku odbylam staz w_Laboratory of Aquatic Ecology, Evolution and

Conservation, KU Leuven, Belgium. Staz zostal zrealizowany pod kierunkiem prof. dr

Luca Brendoncka. Przeprowadzitam tam badania w ramach projektu ,,Coevolution of the

endangered fairy shrimp Branchipus schaefferi (Brianchopoda, Anostraca) and intracellular
endosymbiont Wolbachia bacteria” finansowanego przez European Molecular Biology
Organization (EMBO) (nr projektu 7862). W trakcie stazu wzbogacilam swo] warsztat
laboratoryjny z zakresu amplifikacji 1 analiz markeréw molekularnych. Poznatam rowniez
nowe techniki biologii molekularnej i nauczylam si¢ prowadzi¢ hodowle laboratoryjna B.
schaefferi. Zwienczeniem zrealizowanych badan jest publikacja wchodzaca w sktad mojego
gléwnego osiagniecia, tj. Mioduchowskiej i in. (2023) (pozostate otrzymane wyniki zostang
niebawem roéwniez opublikowane). Ponadto w trakcie stazu bratam réwniez udziat w badaniu
zroznicowania genetycznego Branchinecta ferox (Milne-Edwards, 1840) 1 B. orientalis (Sars,
1901). Wyniki zostaty opublikowane w pracy Luki¢ i in. (2021).

Bratam réwniez udzial w badaniu procesu kolonizacji Jaskini Szmaragdowej (Wyzyna
Krakowsko-Czestochowska) przez organizmy bezkregowe (Kur i in., 2016a) oraz w analizie
dystrybucji widlonogow Copepoda w roznych podziemnych siedliskach w potudniowych
rejonach Polski, m.in. w jaskiniach i studniach (Kur i in., 2020).

W sumie wyniki z zakresu analiz genetycznych Crustacea zostaty zaprezentowane na
siedmiu krajowych 1 pigciu migdzynarodowych konferencjach naukowych (szczegotowe dane
zostaly zamieszczone w Zalaczniku 4) oraz opublikowane w nastgpujacych artykutach: Kur i
in., 2016a,b; Mioduchowska i in., 2018a,b; Luki¢ i in., 2019; Kur i in., 2020; Luki¢ i in.,
2021; Mioduchowskai in., 2023. Cze¢$¢ uzyskanych wynikow, z zakresu identyfikacji bakterii
(endo)symbiotycznych zwigzanych z Crustacea, opisalam w ramach mojego gléwnego

osiggniecia: Mioduchowska i in., 2018a,b; Mioduchowska i in., 2023.



Tematyka badawcza obejmujgca Tardigrada

W 2018 roku rozpoczgtam prace z zakresu taksonomii integratywnej niesporczakow

Tardigrada. Zajmuj¢ si¢ cze$cig molekularng taksonomii integratywnej, tzn. uzyskiwaniem

odpowiednich sekwencji mitochondrialnego (COI) i1 jadrowego DNA (ITS2, 18S rRNA, 28S

rRNA), w celu kompleksowego, potaczonego z analizami morfologicznymi, opisu badanych

gatunkow. Przeprowadzam rdéwniez odpowiednie analizy bioinformatyczne uzyskanych

sekwencji nukleotydowych, w tym analizy filogenetyczne badanych gatunkéw, w celu

potwierdzenia lub wykluczenia odpowiedniej klasteryzacji w kladach generowanego drzewa

filogenetycznego.

Do tej pory bytam wspotautorkg opisanych 7 nowych gatunkow Tardigrada:

Macrobiotus wandae Kayastha, Berdi, Mioduchowska, Gawlak, Lukasiewicz,
Gotdyn & Kaczmarek, 2020 z Nepalu (Kayastha i in., 2020a),

Richtersius ziemowiti Kayastha, Berdi, Mioduchowska, Gawlak, L.ukasiewicz,
Gotdyn, Jedrzejewski & Kaczmarek, 2020 z Nepalu (Kayastha i in., 2020b),
Macrobiotus porifini Kuzdrowska, Mioduchowska, Gawlak, Bartylak, A.
Kepel, M. Kepel & Kaczmarek, 2021 z Madagaskaru (Kuzdrowska i in.,
2021),

Echiniscoides ritavargasae Bartels, Fontoura, Mioduchowska & Kaczmarek,
2021 z Kostaryki (Bartels i in., 2021),

Macrobiotus birendrai Kayastha, Roszkowska, Mioduchowska, Gawlak &
Kaczmarek, 2021 1 Bryodelphax mareki Kayastha, Roszkowska,
Mioduchowska, Gawlak & Kaczmarek, 2021 z Kanady (Kayastha i in., 2021),
Macrobiotus kosmali Kayastha, Mioduchowska, Gawlak, Stugocki, Araujo,

Gongalves & Kaczmarek, 2023 z Madery (Portugalia) (Kayastha i in., 2023a).

Ponadto szereg nowych gatunkdéw, opisanych juz przeze mnie na poziomie

genetycznych, niebawem zostanie rowniez opublikowanych.

Poza opisywaniem nowych gatunkéw, mam réwniez swoj udziat w redeskrypcji

opisanych juz gatunkow:

Dastychius improvisus (Dastych, 1984) z Antarktydy (Mioduchowska i in.,
2021a);
Diploechiniscus oihonnae (Richters, 1903) z Norwegii (Kaczmarek i in., 2021);

Minibiotus intermedius (Plate, 1888) z Niemiec (Kaczmarek i in., 2022a);



» Echiniscus quadrispinosus quadrispinosus Richters, 1902 z Niemiec
(Kaczmarek i in., 2022b).

Prowadzitam réwniez badania dotyczace poziomu zrdéznicowania genetycznego
gatunku kosmopolitycznego jakim jest Paramacrobiotus fairbanksi Schill, Forster, Dandekar
& Wolf, 2010 (Kaczmarek i in., 2020a) oraz innych gatunkéw z rodzaju Paramacrobiotus
(Eutardigrada: Macrobiotidae) (Kayastha i in., 2023b). Pozostate publikacje z zakresu
identyfikacji bakterii (endo)symbiotycznych zwigzanych z Tardigrada, opisalam w ramach
mojego glownego osiggni¢cia (Kaczmarek i in., 2020b; Mioduchowska i in., 2021b;
Mioduchowska i in., 2023). W sumie wyniki z zakresu analiz genetycznych Tardigrada zostaly
opublikowane we wspomnianych powyzej 15 artykutach naukowych i zaprezentowane na
czterech migdzynarodowych i jednej krajowej konferencji naukowej (szczegdétowe dane zostaty

zamieszczone w Zataczniku 4).

Nurt badan zwigzany 7 organizmami morskimi

Moje zainteresowania naukowe obecnie sg rowniez skoncentrowane na organizmach
morskich. W latach 2019-2021 zrealizowalam staz podoktorski na stanowisku adiunkta
naukowego (post-doc, etat badawczy) w Zakladzie Badan Planktonu Morskiego Instytutu
Oceanografii na Wydziale Oceanografii i Geografii Uniwersytetu Gdanskiego w ramach
projektu OPUS (finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki) kierowanego przez dr hab.
Agate Weydmann-Zwolicka, prof. UG; tytut projektu: ,,HIDEA — Hidden diversity of plankton
in the European Arctic”’; numer projektu: UMO-2017/27/B/NZ8/01056. Gléwnym celem
przeprowadzonych badan byla ocena wplywu zmian klimatu i tzw. atlantyfikacji Arktyki na
biordéznorodnos¢ bakterioplanktonu, zooplanktonu i fitoplanktonu, a takze na funkcjonowanie
pelagicznej sieci troficznej na obszarze oddziatywania Pradu Zachodniospitsbergenskiego.
Proby zostaly pobrane z rejondéw Morza Norweskiego, Grenlandzkiego oraz Oceanu
Arktycznego podczas trzech rejsow naukowych (2019-2021) statkiem badawczym Oceania
(IOPAN). Wyniki badan zostaty zaprezentowane na dwdoch migdzynarodowych konferencjach
naukowych. Wstepne wyniki dotyczace procedur laboratoryjnych i bioinformatycznych
badanego morskiego mikrobiomu zostaty opublikowane w pracy Mioduchowskiej i in. (2022).
Pozostate publikacje sg w recenzji i w trakcie przygotowania.

W 2020 roku, w trakcie realizacji stazu podoktorskiego, odbylam szkolenie
zorganizowane przez Physalia pt. ,,16S/ITS metabarcoding of microbial communities”.

Natomiast w latach 2020-2021 bratam udzial w trzech rejsach naukowo-badawczych, ktore



odbyly sie¢ specjalistycznym statkiem Oceanografw rejonie Zatoki Gdanskiej. Celem odbytych
rejséw byto pobranie probek planktonowych do analizy ich zréznicowania genetycznego.

Dzigki realizacji stazu podoktorskiego znaczaco poszerzylam swoj warsztat
laboratoryjny oraz zdobylam nowe umiejetnosci z zakresu analiz bioinformatycznych
metadanych otrzymanych w wyniku sekwencjonowania NGS. Nauczytam si¢ réwniez technik
poboru préb przy uzyciu specjalistycznego sprzgtu znajdujacego si¢ na statku badawczym
Oceanograf. Ponadto nowe umiejetnosci umozliwilty mi zostanie cztonkinig ,,MetaZooGene-
ICE research group”, w ramach nawigzanej wspolpracy z prof. Ann Bucklin z Department of
Marine Sciences, University of Connecticut, USA. W ramach wspoélpracy zostaty
przeprowadzone badania and optymalizacja procedur laboratoryjnych dotyczacych
metabarkodingu zooplanktonu morskiego (publikacja w przygotowaniu).

Opublikowatam nastgpujace publikacje z afiliacja Zakladu Badan Planktonu
Morskiego, Instytutu Oceanografii, Wydzialu Oceanografii 1 Geografii Uniwersytetu
Gdanskiego: Kaczmarek i in., 2020a; Kayastha i in., 2020a,b; Kilikowska i in., 2020; Kur
iin., 2020; Kuri in., 2021; Bartels i in., 2021; Kaczmareki in., 2021; Kayastha i in., 2021;
Kuzdrowska i in., 2021; Luki¢ i in., 2021; Mioduchowska i in., 2021a,b; Wojtasik i in.,
2021; Kaczmarek i in., 2022a; Mioduchowska i in., 2022; Mioduchowska i in., 2023.

W latach 2021-2022 zrealizowatam kolejny staz podoktorski na stanowisku adiunkta
naukowego (post-doc, etat badawczy) w Katedrze Zoologii Bezkregowcow i Hydrobiologii
na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.6dzkiego w ramach projektu
OPUS (finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki) kierowanego przez prof. dr hab.
Magdalen¢ Btazewicz; tytut projektu: ,,Biodiversity Patterns and Scale: the case of Peracarids
Crustacea from south-eastern Australia BIOPASS”; numer projektu: UMO-
2018/31/B/NZ8/03198. W ramach stazu badalam rdéznorodno$¢ genetyczng skorupiakéw
morskich Tanaidacea pobranych u wybrzezy Australii. Ponadto przeprowadzilam analizy
mikrobiomu wybranych gatunkéw Tanaidacea i1 zidentyfikowalam nieopisany do tej pory
pasozytniczy gatunek orzeska Ciliophora zwigzany z jednym z gatunkéw Tanaidacea (w tym
celu zaprojektowatam specyficzne startery). Dzigki zrealizowanym badaniom poszerzytam
swoja wiedz¢ 1 warsztat laboratoryjny, wzbogacajac go o zastosowane nowe markery
molekularne. Poznalam réwniez bardzo rzadka i trudng w badaniach grupe taksonomiczng jaka
sg Tanaidacea 1 zoptymalizowalam niektore z procedur laboratoryjnych. Obecnie publikacje z

uzyskanych wynikow sg w trakcie przygotowywania.



Opublikowatam nastgpujace publikacje z afiliacjg Katedry Zoologii Bezkregowcow i
Hydrobiologii, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu L.odzkiego: Kur i in.,
2021; Luki¢ i in., 2021; Mioduchowska i in., 2021b; Kaczmarek i in., 2022a;
Mioduchowska i in., 2023.

Podsumowanie dotychczasowych osiggnieé¢ naukowych

* Badania prowadzilam w ramach dziewigciu projektow finansowanych w wyniku
konkurséw ze zrodet zewnetrznych oraz dziesig¢ projektow finansowanych w wyniku
konkurséw Uniwersytetu Gdanskiego. Obecnie realizuj¢ dwa projekty finansowane w
wyniku konkursow ze zroédet zewnetrznych.

* Zrealizowalam trzy staze podoktorskie w trzech instytucjach, w tym w jednej
zagraniczne;j.

* Bylam wspolautorem 24 wystgpien (prezentacja lub poster) na konferencjach
mig¢dzynarodowych i 38 krajowych (prezentacja lub poster).

*  Wyniki badan zostaly opublikowane w 38 publikacjach naukowych.

* Sumaryczny Impact Factor (IF) wszystkich opublikowanych prac wynosi: 73,594
(biorac pod uwage rok opublikowania publikacji).

» Catkowita liczba punktow MNiSW/MEIN wynosi: 2472 (wg punktacji przyznanej w
roku opublikowania publikacji) / 3110 (wg najnowszej punktacji MEIN, 17 lipca 2023).

+ Calkowita liczba cytacji wszystkich publikacji wynosi: wg Google Scholar: 418, wg
Scopus: 258, wg Web of Science Core Collection: 241.

* MJj indeks Hirsha wynosi: wg Google Scholar: 11, wg Scopus: 9, wg Web of Science
Core Collection: 8.

Szczegotowe informacje zawarte sa w Zataczniku 4.

Plany na przysztosé

W 2022 roku otrzymatam finansowanie z Narodowego Centrum Nauki (konkurs
SONATA 17) na realizacj¢ projektu ,,Let’s dry up and survive together”: is anhydrobiosis in
water bears (Tardigrades) modulated by a specific microbiome community and does it depend
on bacteria that survive desiccation together with them?”” (nr 2021/43/D/NZ.8/00344, kierownik
projektu). Rok wcze$niej otrzymalam finansowanie w ramach programu UGrants-first na
Uniwersytecie Gdanskim (nr 1220/146/2021), ktére stanowito wsparcie w przygotowaniu

powyzszego grantu. Mechanizmy umozliwiajagce niesporczakom przetrwanie w stanie



anhydrobiozy (stan odwodnienia, w ktorym Tardigrada tracg ponad 90% wody i1 potrafig
przetrwa¢ do kilkanastu lat) nie sg wystarczajaco poznane. Do tej pory nikt nie zbadat, czy te
zdolno$¢ moga zawdzigczaé specyficznemu mikrobiomowi zasiedlajgcemu ich organizm i
ktore bakterie moga potencjalnie odgrywa¢ w tym procesie istotng role. Celem niniejszego
projektu jest kompleksowa analiza mikrobiomu na réznych etapach rozwoju Tardigrada, tj. jaja
oraz osobniki doroste przed, w trakcie i po anhydrobiozie. Wglad w profil mikrobiomu zostanie
zrealizowany na drodze sekwencjonowania NGS. Aby potwierdzi¢ rolg¢ bakterii w
anhydrobiozie niesporczakdéw, zostanie przeprowadzony rowniez eksperyment, w ktorym
zostang wymienione mikrobiomy miedzy gatunkami niesporczakéw majacymi zdolnosci
anhydrobiotyczne, a takimi, u ktérych nie stwierdza si¢ tego zjawiska. Tym samym, zgodnie z
postawiong hipoteza, na skutek wymiany mikrobiomu, niesporczaki moglyby utraci¢ lub
zyska¢ zdolno$¢ do anhydrobiozy. Eksperyment zostanie zbadany na drodze metagenomiki
shotgun mikrobiomu. Jesli hipoteza o istotnej roli specyficznych bakterii w anhydrobiozie
Tardigrada zostanie potwierdzona, badania b¢da mialy charakter przetomowy w zrozumieniu

tego zjawiska.
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6. Informacja o osiggni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
lub sztuke.

Prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych w Katedrze Genetyki Ewolucyjnej i Biosystematyki,

na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego (z uwagi na staze podoktorskie, ktore

realizowalam w latach 04.2019-07.2022. w tym okresie nie prowadzilam zaje¢ dydaktycznych):

1) Przedmioty prowadzone na kierunku Biologia:
* Genetyka (¢wiczenia laboratoryjne);
» Zawilos$ci procesow determinacji plci (cykl autorskich fakultatywnych wyktadow);
*  Wspolczesne metody badawcze w taksonomii zwierzat (zajecia
bioinformatyczne);
* Biologia molekularna (wyktad, udziat);
* Genetyka (wyktad, udziat);
* Pracownia specjalnos$ciowa;
* Pracownia dyplomowa.
2) Przedmioty prowadzone na kierunku Biologia Medyczna:
* Podstawy genetyki (¢wiczenia laboratoryjne);
» Zawilodci procesow determinacji ptci (cykl autorskich fakultatywnych

wyktadow);



3)

4)

)

6)

7
8)

* Pracownia specjalnos$ciowa;

* Pracownia dyplomowa.
Przedmioty prowadzone na kierunku Genetyka 1 Biologia Eksperymentalna:

* Pracownia specjalnosciowa;

* Pracownia dyplomowa.
Przedmioty prowadzone na kierunku Ochrona Zasobow Przyrody:

» Ekologia Molekularna (cykl autorskich obligatoryjnych wyktadow).
Przedmioty prowadzone na kierunku Bioinformatyka:

* Geny i populacje w czasie 1 przestrzeni (zaj¢cia bioinformatyczne).
W latach 2009-2016 bylam zaangazowana w pomoc w opiece laboratoryjnej 1
merytorycznej nad przygotowaniem magisterskich prac dyplomowych (w sumie 12 prac
magisterskich) w ramach studenckiej Pracowni Pétdzienne;j.
Od 2016 roku: promotor czterech prac licencjackich i czterech prac magisterskich.
Od 2023 roku: promotor pomocniczy pracy doktorskiej Pani magister Pushpalaty Kayasthy
realizowanej w Zakladzie Taksonomii i Ekologii Zwierzat, Wydzialu Biologii na
Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Tytut pracy doktorskiej: ,, The genus
Paramacrobiotus (Tardigrada): integrative taxonomy, biogeography and effects of stress
factors on the selected species”. Czg$¢ obejmujaca zagadnienia zwigzane z genetyka

niesporczakow z rodzaju Paramacrobiotus, realizowana jest pod moja opieka.

Inna praktyka dydaktyczna:

1)
2)

3)

4)

)

Opiekun Studenckiego Kota Genetycznego, Uniwersytet Gdanski (2014 — 2015);

Opiekun Studenckiego Kola Naukowego Hydrobiologii i Ochrony Wod, Uniwersytet
Gdanski (2015 —2019);

Przeprowadzenie warsztatow dla czlonkéw Kola Naukowego OIKOS z Olsztyna
w ramach badan hydrobiologicznych realizowanych przez Studenckie Koto Naukowe
Hydrobiologii 1 Ochrony Woéd UG, ktéorego bylam Opiekunem Naukowym
(16-17.08.2015);

Koordynowanie badan laboratoryjnych przeprowadzonych w ramach Olimpiady
Biologicznej przez uczennic¢ z Akademickiego Liceum Ogolnoksztatcacego ,,Lingwista”
w Gdansku (rok akademicki 2015/2016);

Wyktad wygltoszony w Laboratory of Aquatic Ecology, Evolution and Conservation, KU

Leuven, Belgium; tytut: ,,Coevolution of the endangered fairy shrimp Branchipus schaefferi



(Brianchopoda, Anostraca) and intracellular endosymbiont Wolbachia bacteria”

(10.05.2019).

Dzialalno$¢ organizacyjna:

1) Przewodniczaca Studenckiego Kota Naukowego Hydrobiologii i Ochrony Wod
Uniwersytetu Gdanskiego (2006 — 2009);

2) Przedstawicielka Samorzadu Doktorantow w Odwotawczej Komisji Dyscyplinarnej do
spraw Doktorantow (2010 — 2012);

3) Cztonkini Wydziatowej Komisji Stypendialnej Uniwersytetu Gdanskiego (2011 —2014);

4) Skarbnik Rady Wydziatu Doktorantéw Uniwersytetu Gdanskiego (2012 —2014).

Popularyzacja nauki:

1) Udziat w organizowaniu studenckiego obozu naukowego w Niedzicy (14-20.07.2007).
Wspotpraca z Katedra Genetyki i Cytologii UG oraz z Zaktadem Geografii Pojezierzy UG;

2) Udziat w dziewieciu edycjach Battyckiego Festiwalu Naukowego (lata: 2007-2017) oraz
IX, XII Pikniku Naukowym (lata: 2008 1 2011);

3) Przygotowanie prezentacji dotyczacej dzialalno$ci Studenckiego Kota Naukowego
Hydrobiologii i Ochrony Woéd UG (ktéorego bylam przewodniczacg) do Gazety
Uniwersyteckiej Uniwersytetu Gdanskiego (04.2009);

4) Warsztaty w ramach Uniwersalnej Strefy Nauki w Galerii Battyckiej (lata: 2010; 2015;
2016);

5) Prowadzenie warsztatow edukacyjnych dla szkét ponadgimnazjalnych pt. ,,Poznaj prace
biologa”. Temat przeprowadzonych warsztatow: ,,Dzielisz si¢ z nami swoimi owocami —
genetyczna modelka” (lata: 2010-2019);

6) Przygotowanie i prowadzenie warsztatow w ramach Nocy Biologow (lata: 2012; 2014-
2018-2019, 2021);

7) X Piknik ,,Bioréznorodno$¢ — poznaj, by zachowa¢” w parku im. R. Reagana
w Gdansku (19.05.2018) oraz V Pikniku ,,Wyspa Przyrodnikow” w Stacji Biologicznej UG
na Wyspie Sobieszewskiej (07.07.2018).

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.



Stypendia naukowe:

1)

2)
3)

4)

)

6)

Stypendium Naukowe przyznawane przez Uniwersytet Gdanski dla najlepszych studentow
w roku akademickim: 2005-2009;

Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w roku akademickim 2008/2009;
Stypendium Naukowe przyznawane przez Uniwersytet Gdanski dla najlepszych
doktorantow w roku akademickim: 2009-2015;

Stypendium Doktoranckie z dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadan
projakosciowych w roku akademickim: 2011-2015;

Stypendium przyznane w roku akademickim 2014 w ramach projektu: , Ksztalcimy
najlepszych — kompleksowy program rozwoju doktorantdow, mitodych doktorow
i akademickiej kadry dydaktycznej Uniwersytetu Gdanskiego” Komponentu ,,Stypendia i
szkolenia dla doktorantéw i mtodych doktoréw”. Projekt realizowany jest w ramach
Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki Priorytetu IV, Dziatania 4.1, Poddziatania 4.1.1.
Wzmocnienie potencjalu  dydaktycznego uczelni, finansowanego ze $rodkow
Europejskiego Funduszu Spotecznego;

Stypendium otrzymane w 2019 roku od EMBO (European Molecular Biology
Organization), w ramach Short-Term Fellowship na przeprowadzenie badan w Laboratory

of Aquatic Ecology, Evolution and Conservation, KU Leuven, Belgium.

Nagrody, wyroznienia:

1)

2)

3)

4)

)

6)

Nominacja Rektora Uniwersytetu Gdanskiego w konkursie o Nagrodg¢ ,,Czerwonej Rozy”
dla Najlepszego Kota Naukowego (Gdansk, 18.05.2009);

Wyroéznienie w Konkursie na Najlepszego Studenta RP - Studencki Nobel 2009;

W uznaniu za wyrdzniajace osiggniecia w nauce, podczas studiowania na kierunku Biologia
otrzymatam Dyplom dla Absolwenta przyznany w imieniu Wiladz Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego (10.2010);

Nagroda II stopnia za poster prezentowany podczas IV Polskiego Kongresu Genetyki
(Poznan, 13.09.2013);

Nagroda za najlepsze wystapienie podczas XXXII Seminarium Malakologicznego (Spala,
13-15.10.2016);

Publikacja 1 (Mioduchowska 1 in., 2018a) , wchodzaca w sktad cyklu siedmiu publikacji
stanowigcych moje osiggni¢cie naukowe, znalazia si¢ w 10% najczesciej cytowanych

publikacji opublikowanych w czasopi§mie PlosOne w 2018 roku;



7) W 2020 roku otrzymalam nominacj¢ od $wiatowe] stawy malakologow — dr Manuela
Lopes-Limy i dr hab. Tadeusza Zajaca, prof. IOP PAN — do nagrody ,Diversity Young
Investigator Award™;

8) Indywidualna Nagroda Rektora II stopnia 2021 za cykl publikacji: ,Zastosowanie
taksonomii integratywnej i molekularnej w identyfikacji bakterii symbiotycznych wodnych

bezkregowcow™.

Recenzje manuskryptow w czasopismach naukowych:

Animals; Biologia, Section Zoology; Current Microbiology: Diversity; Hydrobiologia;
International Journal of Molecular Science; Journal of Invertebrate Pathology; Limnology;
Marine Biodiversity; Marine Biology; Molecular Ecology; Molecular Ecology Resources;

PeerJ; PlosOne; Science of the Total Environment; Scientific Reports; Systamatic Entomology.

Redakcje, komitety organizacyjne i towarzystwa naukowe:

1) Od 09.2019: jestem cztonkinia Management Committe (MC) migdzynarodowej akcji
COST - European Cooperation in Science & Technology w ramach projektu:
..Conservation of freshwater mussels: a pan-European approach”. Nominacja MC zostala
przyznana w 2019 roku przez Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego;

2) W dniach 19-22.07.2019: wspotorganizowatam migdzynarodowa konferencj¢ 9th
European Ostracodologists Meeting (Gdansk);

3) Od 01.2021 do 07.2023: petnitam funkcj¢ Guest Editor w czasopismie Diversity wydania
specjalnego pt. .Bacterial Symbionts of Invertebrates: Diversity, Transmission and
Impacts™
(https://www.mdpi.com/journal/diversity/special_issues/bacterial_symbionts_invertebrate

S).

Szczegotowe informacje dotyczace pozostatych osiggnig¢ naukowych, w tym wykaz
uczestnictwa w pracach zespotow badawczych realizujacych projekty finansowane w drodze

konkurséw krajowych lub zagranicznych zostat zamieszczony w Zataczniku 4.

Chamde Chiadncharste

(podpis wnioskodawcy)



