Recenzja pracy doktorskiej mgr. Kamila Janelta

Wieloaspektowa analiza encystacji niesporczaka Thulinus ruffoi (Tardigrada,
Isohypsibioidea: Doryphoribiidae)

Wykonanej w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach pod kierunkiem dr hab. Izabeli Poprawy, prof. US

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi szczegdtowy i1 bardzo bogato
ilustrowany opis wynikow badan Autora nad procesem encystacji u jednego z gatunkow
niesporczakow z gromady Eutardigrada. Proces ten jest znany tardigradologom od ponad stu
lat, nie doczekat si¢ jednak dotad kompleksowych badan i narosto wokot niego nieco
kontrowersji. Autor — w mojej ocenie — rozwiat wigkszo$¢ z nich, stosujac w tym celu szeroki
wachlarz metod mikroskopowych.

Merytoryczna ocena rozprawy

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w pelnej zgodzie z art. 14 ust. 2 pkt 2 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (tekst jednolity Dz. U z 2017 r., poz. 1789) w zwiazku z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2018 r., poz. 1669).

Praca stanowi oryginalne podejs$cie do wybranego problemu naukowego dotyczacego biologii
organizmoOw zdolnych do kryptobiozy. Autor trafnie wybral tu organizm modelowy, ktory pod
tym katem nie byl wczesniej badany, opracowal metode pozwalajaca wywota¢ u niego
encystacj¢ oraz szczegdtowo przesledzil ten proces za pomoca metod niestosowanych dotad na
te skale w badaniach nad Tardigrada. Zaré6wno wstep, dobdr metod jak 1 przeprowadzenie
dyskusji jasno pokazuja ogo6lng wiedze teoretyczng i1 praktycznag kandydata. Zastosowanie
zaawansowanych technik mikroskopii oraz samodzielne uzyskanie funduszy na badania w
formie projektu badawczego PRELUDIUM oraz grantu dla mlodych naukowcow WNP
pokazuja, ze Autor ma zdolno$¢ do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwiagzku z
tym, praca spetnia warunki formalne cytowanej powyzej Ustawy dotyczace oryginalnosci,
wiedzy teoretycznej oraz samodzielnosci.

Za najwazniejsze merytoryczne aspekty pracy uwazam i) szerokie podej$cie do tematu
encystacji u badanego gatunku niesporczaka, w tym opracowanie metody, za pomocg ktorej
mozemy indukowa¢ formowanie cyst, i1) przeanalizowanie procesOw towarzyszacych
encystacji przy pomocy réznorodnych metod mikroskopowych oraz 1ii) ostateczne
udowodnienie, Ze encystacji nie towarzyszy histoliza.

Uwagi formalne i zagadnienia do wyjasnienia

Celem rozprawy byta wieloaspektoea anialza procesu encystacji u stodkowodnego gatunku
niesporczaka Thulinius ruffoi. Autor do$¢ szczegdtowo precyzuje, jakie aspekty (zagadnienia)
wchodzity w sktad tej analizy — wymieniajac ich dziewig¢ — nie stawia jednak formalnie zadne;j
hipotezy, ktorej falsyfikacja miotataby doprowadzi¢ do osiagnigcia tych celow. W mojej ocenie
jest to jeden ze stabszych punktow recenzowanej pracy.



Skany z uzyciem SBEM zostaly przeprowadzone na jednej tylko cyscie. Zdaje sobie sprawe z
tego, ze jest to procedura skomplikowana i czasochtonna, ale moim zdaniem liczba badanych
obiektéw powinna by¢ troche wicksza — w obecnej sytuacji nie mozemy mie¢ pewnosci, ze
zeskanowana cysta byta typowa, nieodbiegajaca w jaki$ sposob od normy.

Medium hodowlanym byta woda mineralna znanej na polskim rynku marki, autor nie precyzuje
jednak sktadu jonéw rozpuszczonych w tej wodzie (dostepny zwykle na etykietce, przy czym
partie pochodzace z r6znych ujec lub pobrane w roznych terminach mogg si¢ znaczaco r6znic
miedzy sobg). Zapadanie i wychodzenie ze stanu zycia utajonego zalezy od wielu czynnikow,
jednym z nich jest zasolenie srodowiska 1 zwigzany z nim szok osmotyczny — moim zdaniem
informacja o zawarto$ci jonow rozpuszczonych lub przynajmniej o przewodnictwie
elektrolitycznym wody powinna znalez¢ si¢ w pracy, tym bardziej, ze badane zwierzeta byty
przenoszone z wody mineralnej do wody dejonzowanej — réznica musiata by¢ zauwazalna dla
tak matych organizmoéw.

W rozdziale opisujagcym metody brak tez bardziej szczegoétowych danych np. na temat ogdlne;j
liczby osobnikéw z hodowli, ktére wykorzystano w celu pozyskania cyst (jak wiele sposrod
nich encystowato —a wiec jaki byl wspdtczynnik sukcesu zastosowanych procedur?), jak czesto
prowadzono obserwacje encystujacych osobnikéw (dowiadujemy si¢ tego z opisu do
schematu), ile w sumie cyst wyizolowano do dalszych eksperymentéw. Nie jest tez jasne jak
dlugo przebywaty w stanie encystacji osobniki wykorzystywane do eksperymentoéw opisanych
w rozdziale 3.1.4, 3.2.2, 3.2.3, 3.2.5 — tak istotne dane powinny by¢ przedstawione jasno i
czytelnie, jak sam autor zauwaza sg one istotne dla eksoperymentu.

Rowniez rozdzial Wyniki zawiera niedopowiedzenia, ktore moim zdaniem powinny zostaé
uzupelnione. Autor zauwaza na przyklad, ze ,,W czasie inkubacji osobnikow w niskiej
temperaturze wykazywatly one zréznicowane wzorce zachowan” — np. niektdre umieratly, inne
wystepowaly w formie simplex, pojedyncze byty zdolne do partenogenezy. Wskazane bytoby
zamieszczenie tu bardziej doktadnych danych — zwlaszcza na temat $miertelno$ci, ale tez
czestotliwosci formy simplex itp. Opisujac wyniki zastosowania nowatorskiej metody, Autor
stwierdza, ze ,,Formowanie cyst miato miejsce dopiero po ponad miesigcu”. Moim zdaniem
wypadaloby poda¢ przynajmniej kiedy uformowaly si¢ pierwsze, po ilu dniach encystowata
wiekszos$¢, a kiedy ostatnie osobniki. Najlepiej zamiesci¢ tez informacje¢ o Srednim czasie do
encystacji z miarg zmiennos$ci (np. SD). Podobnie jak w przypadku czasu potrzebnego do
encystacji, wiece] szczegdlowych danych przydatoby sie¢ odnosnie procesu ekscystacji —
zwlaszcza brakuje tu miary zmienno$ci.

Niektore z encystujagcych osobnikéw spontanicznie przerywaly encystacje w nizszej
temperaturze: to bardzo interesujagca obserwacja, warto odnotowaé na ten temat wigcej
informacji — zwlaszcza jak czesto do tego dochodzito, czy miato to jaki§ zwigzek np. z
zawarto$cig uktadu pokarmowego, wiekiem lub czasem przebywania w formie cysty?

Niektore sposrod niesporczakdw przeniesionych do temperatury pokojowej nie wybudzaly si¢
w ciggu tygodnia i byly uznawane za martwe. U czytelnika rodzi si¢ tu pytanie: jak czesto
dochodzito do takiej sytuacji, a wiec jak duza byla Smiertelnos¢ wsrdd encystowanych
niesporczakow? To pytanie bardzo istotne, poniewaz dane na ten temat powiedzg nam, jak duza
jest szansa, ze autor przygotowujac preparaty trafit na cyste, ktora byla juz martwa, uzyskujac
pomiar odbiegajacy od rzeczywistego dla cysty zywej.



Do czynnikéw wywolujacych encystacje autor za literaturg zalicza stres osmotyczny, niskie
stezenie tleniu, zmiany pH, wahania temperatury, brak pokarmu. W swej pracy kontrolowat
tylko jeden z tych czynnikdw, ale warunki, w ktorych przebywaly poszczegdlne zwierzeta
mogly si¢ r6zni¢ pod wzgledem pozostatych (np. zawarto$¢ tlenu rozpuszczonego w wodzie
bedzie zalezata od nawet drobnych réznic w temperaturze i1 glgbokosci wody, ale tez np. od
wystepowania bakterii). Czy byly one mierzone oraz jak duze mogly by¢ te roznice zdaniem
Autora?

Uwagi redakcyjne

Tytut: Moim zdaniem powinien brzmie¢ ,,...analiza encystacji u (modelowego) gatunku
niesporczaka...” — w koncu autor nie badal tylko jednego niesporczaka, a catkiem sporg ich
serie.

We wstepie autor kilkukrotnie uzywa odno$nie badanej grupy okreslenia ,,stworzenia”.
Osobiscie preferuje stowo ,,zyjatko”, cho¢ oba sformutowania sa raczej potoczne i1 pewnie
powinnismy w naukowym tekscie zastapi¢ je stowem ,,organizm”.

W opisie gatunku nie znajdziemy informacji o przynalezno$ci systematycznej badanego
gatunku — wprawdzie z tytulu rozprawy wiemy, ze nalezy do Isohypsibioidea: Doryphoribiidae,
ale czytelnik nieobeznany w tej konkretnej grupie nie znajdzie w pracy dos¢ podstawowe;j
informacji na temat tego, czy Thu. ruffoi nalezy do Eutardigrada czy Heterotardigrada.

We wstepie, na 11 stronie Autor sugeruje, ze niesporczaki wystepuja na obu biegunach Ziemi:
znamy Tardigrada z Arktyki 1 Antarktydy, ale na samym biegunie notowane nie byty.

Na 13 stronie czytamy, ze podczas anhydrobiozy oddychanie zwierzat jest spowolnione 600-
krotnie: z pewnoscia nie dotyczy to kazdego gatunku zwierzgcia zdolnego do anhydrobiozy,
warto by byto sprecyzowac o ktory tutaj chodzi.

Na tej samej stronie autor stwierdza, ze encystacja to proces, ktory ,.ewolutowat, aby
wytworzy¢ zdolno$¢ do przetrwania niekorzystnych warunkéw srodowiskowych”. To
niefortunne nawigzanie do teleologii jest na pewno wynikiem skrotu myslowego, ewolucja jest
procesem, ktory nie dazy do okreslonego celu, cho¢ w retrospekcji moze sprawiaé takie
wrazenie.

Tabele znalazty si¢ w drugim tomie pracy, co utrudnia troszke odbidr tresci — przynajmniej w
przypadku czytelnikdw, ktorzy lubig mie¢ wszystko pod regka, jak piszacy te stowa. Mamy je w
pracy tylko dwie i nie sg zbyt obszerne — moim zdaniem nie zaszkodzitoby je umiesci¢ w tresci.
Jesli jednak zamieszczamy je w drugim tomie, to na pewno warto poinformowac¢ o tym
czytelnika w miejscu, gdzie odsytamy go do tabeli (Tabela 1, Tom 2).

W rozdziale Metody Autor powotuje si¢ na miedzynarodowe normy odno$nie temperatury
pokojowej, nie cytuje jednak literaturowych zrodet do tych norm — to wazne, poniewaz normy
bywaja zmieniane.

Podczas opisywania wynikéw warto byloby za kazdym przypomnie¢ czytelnikowi, na ilu
obiektach przeprowadzone byty opisywane obserwacje i jak czesto byly stwierdzane; czytamy
np. ze ,,mi¢s$nie somatyczne byty przytwierdzone do wpuklen integumentu, co nie zawsze byto
widoczne” (jak czesto bylo widoczne?); ,tylko jeden aparat gebowo-gardzielowy byt
obserwowany w cystach” (na ile przebadanych w ten sam sposéb cyst?); ,,pazurki mogly by¢



kompletnie ukryte pomig¢dzy faldami ciata lub cz¢sciowo wystawaé poza jego obrys” (jak
czesto byly ukryte, a jak czesto wystawaly?). Diugos¢ ciata encystujacych zwierzat ulegata
zredukowaniu ze stanem sprzed uformowania cysty — jak bardzo si¢ kurczyty? (%)

Wymienione wyzej usterki — zarowno formalne jak i redakcyjne — wynikaja raczej z
przeoczenia Autora podczas pisania pracy i beda bardzo tatwe do usunigcia na etapie
przygotowywania do publikacji tych czesci rozprawy, ktore jeszcze nie zostaly opublikowane.
W moich oczach nie wptywajg one znaczgco na warto$¢ recenzowanej pracy, ktorg oceniam
wysoko.

Whiosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona przez mgr. Kamila Janelta rozprawa doktorska pod
tytulem ,,Wieloaspektowa analiza encystacji niesporczaka Thulinius ruffoi (Tardigrada,
Isohypsibioidea: Doryophoribiidae” jest oryginalng praca dotyczaca jednego z wazniejszych
aspektow biologii niesporczakow oraz ogolnie bezkregowcdw zdolnych do zapadania w stan
kryptobiozy, a przez to stanowi znaczacy dorobek w zakresie nauk biologicznych. Rozprawa w
pelni spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim przez obowigzujace w Polsce prawo
dotyczace stopni i tytutéw naukowych. W zwiazku z tym, wnioskuje do Rady Wydziatu Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr. Kamila Janelta do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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