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Recenzja pracy doktorskiej mgr Pushpalaty Kayasthy pt. Rodzaj Paramacrobiotus (Tardigrada):
taksonomia integratywna, biogeografia i oraz wptyw czynnikéw stresowych na wybrane gatunki”
(The genus Paramacrobiotus (Tardigrada): integrative taxonomy, biogeography and effects of stress

factors on the selected species).

wykonana pod kierunkiem promotora dra hab. Lukasza Kaczmarka, prof. UAM oraz promotorki
pomocniczej dr Moniki Mioduchowskiej w Zakladzie Taksonomii i Ekologii Zwierzat Wydziatu

Biologii, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Przedmiot recenzji

Przedmiotem recenzji jest opracowanie, liczace 288 stron, w skiad ktérego wchodza: streszczenie
(w jezyku polskim) i abstract (w jezyku angielskim), wykaz opublikowanych artykuléw ze
wskazaniem tych, ktére stanowia podstawe ubiegania si¢ o stopienn naukowy doktora. Podstawe
wniosku stanowi 5 artykutéw, z ktorych cztery prezentuja wyniki badan wtasnych, a jeden jest
artykutem przegladowym. Trzy =z prezentowanych artykutéw zostaly opublikowane
w czasopismach: Scientific Reports, Zoological Journal of the Linnean Society i Diversity podczas
gdy dwa pozostate przedlozone zostaly do recenzji jako preprinty zlozone do czasopismna
Scientific Reports i aktualnie przechodza procedure recenzyjna, Opracowanie zamykaja
oswiadczenia wspdtautoréw artykuldéw, $wiadczace o istotnym wktadzie Doktorantki

w osiggniecie przedstawione do recenzji, co pozwala Jej ubiegac sie o stopient naukowy doktora.
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Na osiagniecie poddane ocenie sktadaja si¢ nastepujace artykuty:

1. Kayastha, P., Stec, D., Stugocki, ., Gawlak, M., Mioduchowska, M., & Kaczmarek, L. (2023).
Integrative taxonomy reveals new, widely distributed tardigrade species of the genus
Paramacrobiotus ~ (Eutardigrada: = Macrobiotidae).  Scientific Reports,  13(1), 2196.
https://doi.org/10.1038/s41598-023-28714-w,

2. Kayastha, P., Szydto, W., Mioduchowska, M. & Kaczmarek, L. (after review). Morphological
and genetic variability in cosmopolitan tardigrade species - Paramacrobiotus fairbanksi Schill,
Forster, Dandekar & Wolf, 2010. Scientific Reports. https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-2736709/v2,

3. Kayastha, P., Rzymski, P., Gotdyn, B., Nagwani, A.K. Fiatkowska, E., Pajdak-Stds, A.,
Sobkowiak, R., Robotnikowski, G. & Kaczmarek, ¥.. (2023). Tolerance against exposure to solution
of magnesium perchlorate in microinvertebrates. Zoological Journal of the Linnean Society, (online
first). https://doi.org/10.1093/zoolinnean/zlad 060.

4. Kayastha, P., Wieczorkiewicz, F., Pujol, M., Robinson, A., Michalak, M., Kaczmarek, L. &
Poprawa, I. (in review). Elevated external temperature affects cell ultrastructure and heat shock
proteins (HSPs) in Paramacrobiotus experimentalis Kaczmarek, Mioduchowska, Poprawa, &
Roszkowska, 2020, Scientific Reports.

5. Kayastha, P., Mioduchowska, M., Warguta, J., Kaczmarek, L. (2023). A Review on the Genus
Paramacrobiotus  (Tardigrada) with a New Diagnostic Key. Diversity. 15(9):977.
https://doi.org/10.3390/d15090977.

Wszystkie piec¢ artykuldw to opracowania wieloautorskie, w kazdym z nich Doktorantka jest
pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym, a jej wiodacy udzial w powstawaniu
poszczeg6lnych manuskryptéw, na podstawie o$wiadczen wspdtautoréw, nie budzi watpliwosci.
Laczny IF opublikowanych manuskryptéw wynosi 11,866; taczna punktacja wg MEIN - 350, co
w mojej ocenie jest w zupelnosci wystarczajace, aby ubiega¢ sie o stopienn doktora. Warto
podkreslic, ze wartosci maja szanse na podwyzszenie przy skutecznej procedurze recenzyjnej
i korekcyjnej dwoch wspomnianych wyzej artykutéw ztozonych do czasopism réwnie wysoko
punktowanych. Artykuty ktérych proces publikacyjny sie zakoriczyt, zostaty zweryfikowane przez
ekspertow z dziedzin, jakich dotycza badania, czego akceptacja nie podlega dyskusji. Chciatabym
jednak, przyjmujac role recenzenta, odnies¢ si¢ do niektérych aspektéw prac powierzonych mi do
recenzji, ze szczegélnym uwzglednieniem manuskryptéw pozostajacych nadal w  fazie
potencjalnych zmian, w odniesieniu do aktualnych wymogoéw ustawowych, jak réwniez podjaé
dyskusje z Doktorantka.
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Ocena tresci rozprawy doktorskiej

Jak wspomniano wczesniej, na rozprawe doktorska sklada sie¢ autoreferat oraz 5 manuskryptow
bezposrednio odnoszacych si¢ do jej tytutu i tematyki. Do recenzji trafit ogromny, bardzo obszerny
material zaréwno z punktu widzenia spektrum stosowanych metod jak i uzyskanych wynikow,
ktérych analiza niewatpliwie byla czasochtonna i wymagata kompleksowego myslenia, dla
ktorego z kolie niezbedne jest wnikliwe oczytanie Doktorantki w literaturze przedmiotu.
Doceniam szeroki horyzont, ktory i dla mnie jako recenzentki okazat si¢, w miare lektury, bardzo
inspirujacy.

Przedstawione do oceny osiagnigcie dotyczy, w ogdélnym ujeciu, biologii, systematyki
i wrazliwosci na stresory srodowiskowe drobnych bezkregowcéw, wsrdd ktérych na pierwszy
plan wysuwaja si¢ niesporczaki, jednak w eksperymentach ekotoksykologicznych Autorka

uwzglednia réwniez skorupiaki, nicienie i wrotki.

Temat podjety przez mgr Pushpalate Kayasthe jest znacznie bardziej ztozony niz wynikatoby
z powyzszego, ogolnego sformulowania. Na stopien skomplikowania problemu badawczego
skfadaja si¢ bowiem i, w moim odbiorze, wysuwajq na pierwszy plan, nastepujace zagadnienia:
(i) doprecyzowanie pozycji systematycznej i zréznicowania miedzypopulacyjnego rodzaju
Paramacrobiotus i wybranych gatunkéw w obrebie tego rodzaju, (ii) analiza dostepnosci
potencjalnych nisz ekologicznych dla wybranych gatunkdéw 2z rodzaju Paramacrobiotus
w kontekscie ich kosmopolitycznosci, (iii) wskazanie, na podstawie wybranych parametréw
biochemicznych, histologicznych oraz historii Zyciowych, wrazliwosci niesporczakéw, na tle
innych ekstremofili, na czynniki fizyczne (temperatura) i chemiczne (nadchloran magnezu). Sama
Doktorantka z kolei podaje w swoim autoreferacie 5 jednoznacznie sformutowanych celéw, do

ktérych kolejno odniose sie rowniez w niniejszej recenz;ji.

Zagadnienia wskazane w punktach 1 i 2 Autorka opracowuje w artykutach pierwszym,
opublikowanym w czasopismie Scientific Reports oraz drugim, bedacym w trakcie procedury
recenzyjnej. W pierwszym z nich Doktorantka, stosujac podejscie taksonomii integratywnej, na
ktora sklada si¢ powigzanie tradycyjnych metod taksonomicznych w oparciu o dane
morfologiczne na podstawie obrazéw mikroskopowych oraz metod molekularnych, dokonata
opisu nowego dla nauki gatunku niesporczaka, Paramacrobiotus gadabouti. Analizy
morfometryczne i molekularne uzupetnione zostaly analiza sposobu rozmnazania osobnikéw
pozyskanych z naturalnego srodowiska, po uprzedniej hodowli w warunkach laboratoryjnych. Na
podstawie przeprowadzonych analiz Autorka charakteryzuje nowo opisany gatunek jako
kosmopolityczny, ktdrej to cesze sprzyja miedzy innymi partenogenetyczna strategia rozmnazania

si¢. W tym miejscu chciatabym poprosi¢ Doktorantke o komentarz w nastepujacej sprawie:
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W jaki spos6b partenogeneza gatunku sprzyja jego kosmopolityzmowi? Argumentem dla tej
strategii reprodukcyjnej jest stabilny rozwdj populacji w niezmiennych warunkach. Gatunki
kosmopolityczne rozprzestrzeniajac si¢ zasiedlaja nowe nisze, nieidentyczne z dotychczas
zajmowanymi. A wiec dostosowanie populacji do nowych warunkéw moze by¢ skuteczne dzieki
zmiennosci osobniczej, ktora skutecznie sig osigga w strategii rozmnazania piciowego, nie negujac
jednoczesnie plastycznosci fenotypowej o réznym mechanizmie. Byé moze partenogeneza jest
skuteczna, i staje si¢ powszechna, gdy populacja osiagnie pewien poziom stabilnoéci w nowym
miejscy jej wystepowania? W jaki sposéb Autorka moglaby skomentowaé te, byé moze
pozorna, sprzecznos¢? Czy mozna bra¢ pod uwage sytuacje, ze warunki laboratoryjne,
z definicji wysoce stabilne, sprzyjaja rozmnazaniu partenogenetycznemu podczas gdy
w warunkach srodowiskowych jednak dominowataby strategia rozmnazania piciowego? Czy,
w takim przypadku, przewidywalaby Pani eksperyment, ktéry pozwolilby rozstrzygnaé tego
typu watpliwos¢?

Do tej czesci osiagnigcia mam jeszcze jedno pytanie: w jakim stopniu metoda taksonomii
integratywnej miata dotychczas zastosowanie w taksonomii niesporczakéw? Czy uwaza Pani,
ze jej powszechne zastosowanie, jesli jeszcze nie jest takim, moze zmieni¢ postrzeganie
systematyki tej grupy zwierzat?

Niezaleznie od odpowiedzi na powyzsze pytania, uzyskane, jak si¢ spodziewam, podczas obrony,
stwierdzam, ze wysitek podjety przez Doktorantke w rozstrzygnieciach wskazanych wyzej

pozwolil jej na osiagniecie celu, ktéry sformutowata w autoreferacie jako opisanie nowego

gatunku w obrebie rodzaju Paramacrobiotus przy zastosowaniu taksonomii integratywne;.

W artykule drugim Autorka zawarta odpowiedZz na pytanie o wzorzec dystrybugji
partenogenetycznych gatunkéw z rodzaju Paramacrobiotus oraz zaprezentowala test hipotezy
~wszystko jest wszedzie” w odniesieniu do tej grupy niesporczakéw, co jest odpowiedzia na tak
wiasnie sformutowany cel nr 2. W artykule tym Autorzy, stosujac szerokie spektrum metod
morfometrycznych, molekularnych oraz modelowych, wnioskuja, ze istnieja niesporczaki,
w szczegoOlnosci w obrebie gatunku Paramicrobiotus, ktérych zasieg wystepowania pozwala na
okreslenie ich kosmopolitycznymi. Podobnie jak w pierwszej pracy, wsrdd argumentéw pojawia
si¢ partenogeneza. Jednoczesnie, odnoszac si¢ do wskazanego wyzej celu weryfikuja hipoteze
~everything is everywhere” w odniesieniu do gatunku Paramacrobiotus fairbanksi. Nie podwazajac
przeprowadzonego wnioskowania, chciatabym prosi¢ Doktorantke o kilka dodatkowych
wyjasnien: Hipoteza EiE pierwotnie (lata 1913, 1934) dotyczyla mikroorganizméw - istot
o jakosciowo i ilosciowo wysokiej zmiennosci, jednak w artykule jest ona stosowana w
argumentacji wzgledem organizméw wielokomérkowych. Czy znane sa Pani inne przyklady
organizméw (okresla je Pani jako ,small invertebrates”) innych niz Procaryota, ktére
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wpasowalyby si¢ w te hipoteze i czy jedynym kryterium jest rozmiar? W omawianym artykule,
w analizie zrdznicowania populacji Autorzy postuguja si¢ narzedziami morfometrycznymi,
przedstawiajac uzyskane wyniki graficznie (Figs 2 i 3). Mam jednak watpliwosci, czy uprawnione
jest przeprowadzanie tacznej analizy wartosci uzyskanych dla osobnikéw z populacji hodowlanej i
dzikiej. Moim zdaniem - nie, gdyZ zaréwno bezwzgledne i wzgledne wartosci pomiaréw ciata
podlegaja presji sSrodowiska, ktéra jest niejednakowa w takim zestawieniu. Ponadto
sugerowatabym umieszczanie informacji dotyczacych réznic statystycznie istotnych na wykresach,
aby spetnialy one postulat samowyjasnialnosci zwtaszcza w sytuacji, gdy tytut zapowiada te
roznice. Mylace jest rowniez opatrzenie tym samym podpisem Tabel 5 i 6. Niezaleznie od
wspomnianych wyzej uwag bardzo wysoko oceniam dyskusje, z ktorej wynika dojrzate,
swiadome i krytyczne podejscie do wlasnych badan i dostepnych danych poréwnawczych.
Pozwolilo to jednoczesnie na ustosunkowanie si¢ Autoréw do hipotez zawartych zaréwno we
wstepie omawianego artykutu jak i w celu sformutowanym w autoreferacie przez Doktorantke.

W trzecim celu mgr Pushpalata Kayastha postanowita zbadac¢ skutki narazenia Paramacrobiotus na
rozne czynniki stresowe stosujac zréznicowane parametry charakteryzujace fitness zwierzat.
Z zadaniem tym mierzy si¢ w artykutfach 3 i 4, z ktérych w pierwszym czynnikiem stresowym jest
nadchloran magnezu w ekstremalnie wysokich stezeniach, w drugim - temperatura w szerokim
spektrum wartosci z 42 °C jako najwyzsza. Szczegoélnie interesujacym wydaje mi si¢ eksperyment
z wykorzystaniem réznych stezen nadchloranu magnezu — wystepujacego na Marsie w stezeniach |
znacznie przekraczajacych ziemskie. Umieszczanie zwierzat eksperymentalnych w warunkach ‘
pozaziemskich odwzorowywanych w ziemskich laboratoriach jest zadaniem niezwykle trudnym ‘
imoze by¢ naukowo kontrowersyjnym przy nieprzemyslanych zatozeniach doswiadczenia.
Wynika to z tego, ze w szeroko rozumianej przestrzeni kosmicznej zestaw czynnikéw odmiennych
od ziemskich jest tak szeroki i wywiera tak silng presje, ze wybdr jednego z nich moze nie
odzwierciedli¢ realnej presji uwzgledniajac takze szeroki wachlarz potencjalnych odpowiedzi
organizmu na réznych poziomach organizacji. Swiadomos¢ ryzyka i wielu niewiadomych musiata
mie¢ takze Doktorantka, planujac ekspozycje na skrajnie wysokie stezenia badanego zwiazku.
W przypadku niniejszej pracy przekonujaco zabrzmial wybodr ekstermofili z réznych grup
bezkregowcdw i argument o poszukiwaniu zrédet potencjalnych molekularnych mechanizméw
tolerangji lub adaptacji do warunkéw skrajnych. Przyjmujac stuszng strategie, zgodnie z ktéra
badania biochemiczne czy molekularne poprzedzane sa analiza przezywalnosci, do oceny
toksycznosci nadchloranu magnezu Autorzy publikacji nr 3 zastosowali parametry historii
zyciowej zwigzanej z mobilnoscia i przezywalnoscia przedstawicieli ekstremofili w kontakcie
z toksyna. Nie mam zastrzezen co do przebiegu eksperymentu, dyskusji i wnioskowania.
Prositabym jedynie o dwa krétkie wyjasnienia: czym spowodowana byla decyzja o wyborze
maksymalnego stezenia nadchlorany magnezu, niemal dwukrotnie przewyzszajace stezenie
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znane z materialu marsjanskiego, ktore samo w sobie i tak znacznie przekracza ziemskie
stezenia tego zwiazku, oraz z czego wynikal czas ekspozycji (24 i 72 godziny)? W szerszym
kontekscie prositabym réwniez o komentarz na temat odniesienia analiz ekspozycji
w roztworach wodnych podczas gdy w przestrzeni kosmicznej wystepuja warunki bezwodne,
ktore z kolei prowokuja ekstermofile do kryptobiozy. I na koniec, czy przeprowadzone analizy
zmieniaja Pani poglad na niesporczaki jako organizmy tolerujace skrajne warunki
srodowiskowe, w poréwnaniu z innymi zwierzetami zestawionymi w Pani poréwnaniach?

Kwestie narazenia ekstremofili na skrajne warunki s$rodowiskowe omawia takze kolejny
z artykuléw, poswigcony histologicznym i biochemicznym (poziom komérek HSP-pozytywnych)
parametrom niesporczakow z gatunku Paramacrobiotus experimentalis w odpowiedzi na spektrum
temperatur od 20 °C do -42 °C. Takze i z tymi badaniami zapoznatam sie z satysfakcja, zaréwno
metodyczng jak i sposobem analizy i wnioskowania. W szczegdlnoéci zwrécita moja uwage
metoda ilosciowej oceny zawartosci HSP metoda cytometrii przeptywowej. Chcialabym zapytaé
Doktorantke po pierwsze o zrédio metody (nie podane w manuskrypcie) i o plusy i minusy tej
metody z punktu widzenia doswiadczenia i praktyki jej zastosowania. Niezaleznie od
potencjalu metody mam jednak pewne zastrzezenia co do uwzglednienia w pomiarze i analizie
komorek pochodzacych z osobnikéw z grupy poddanej ekspozycji na temperature 42 °C. Fig. 5
przedstawia wskazniki zwigzane z HSP. Gwiazdki na wykresach wskazuja statystycznie istotne
roznice, jednak niejasne jest, w jakim zestawieniu stwierdzono te réznice. Czy w poréwnaniu z
grupa o najnizszej temperaturze ekspozycji? Nie ma tej informacji w podpisie rysunku. Ponadto, w
opisie rezultatow Autorzy na stronie 6/24 podaja informacje, ze w tej grupie nie przezyly zadne
osobniki. Uwazam wigc, iz uwzglednianie ich w analizie cytometrycznej jest nieuzasadnione, gdyz
wowczas wartosci ilosciowe sa przypadkowe, nie odzwierciedlaja rzeczywistego poziomu stresu

komodrkowego. Prosze Doktorantke o komentarz w tej sprawie.

Realizacja celow 4 i 5 z 22-giej strony autoreferatu zostala udokumentowana w ostatnim
z zalaczonych manuskryptéw. W mojej ocenie stanowi on gruntowna monografie poswiecong
rodzajowi Paramacrobiotus opracowana w oparciu, miedzy innymi, o wczedniejsze osiagniecia
Doktorantki. Zwiericzeniem manuskryptu, jak i, moim zdaniem, calego osiagniecia poddanego
niniejszej ocenie, jest czytelny, w odbiorze osoby niezwigzanej naukowo z ta grupa zwierzat, klucz
do oznaczania gatunkéw w obrebie badanego rodzaju. Domyslam sie, ze stanowi on duze

udogodnienie dla tardigradologdw.

Podsumowujac analize treci pracy doktorskiej przedstawionej do recenzji stwierdzam, iz
rozprawa doktorska w jednoznaczny sposéb dokumentuje i dowodzi ogdlnej wiedzy teoretycznej
kandydatki w dyscyplinie, zgodnie z wymogami obowiazujacej ustawy. Jak wspomniatam we

wstepnej czesci recenzji, Pani mgr Pushpalata Kayastha posiadfa gruntowne rozeznanie, ktére
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pozwolito jej sformutowac przestanki, zaplanowac analizy i eksperymenty, prawidlowo je
zanalizowac, przedyskutowac i sformutowac¢ wnioski. Pomimo zglaszanych uwag i zastrzezen nie
moge nie doceni¢ ogromnego oczytania Doktorantki, swobody i naukowego rozmachu
w stawianiu pytan i sigganiu po narzedzia, a takze wspodtpracy w licznych zespotach, bez ktorej
uzyskanie przedstawionych osiagnie¢ nie bytoby mozliwe.

Nie ulega rowniez watpliwosci, Ze przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego, wnoszace wiele naukowej nowosci, dotyczacego szeroko rozumianej
interakcji niesporczakéw z rodzaju Paramacrobiotus ze Srodowiskiem. Tres¢ zaréwno autoreferatu,
jak i opublikowanych artykuléw odpowiada podjetym zatozeniom w sposéb dokumentujacy
i dowodzacy, ze podjeto metodologicznie prawidlowa probe rozwiazania problemu badawczego,
uzyskane wyniki poddano adekwatnej analizie statystycznej iczytelnie wyrazono graficzne.
Nastepnie, jak wspomnialam wyzZej, w sposéb nie budzacy zastrzezen przeprowadzono
wnioskowanie. Stwierdzam takze, ze na podstawie tresci materialdw mozna przyjaé, ze
Kandydatka, mgr Pushpalata Kayastha, posiadta umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Swiadczy o tym dodatkowo pokazna liczba innych publikacji, niewskazanych jako
podstawa wniosku o stopien doktora.

Forma rozprawy doktorskiej

Stwierdzam, ze rozprawe stanowi zbi6r pieciu opublikowanych lub podlegajacych procedurze
recenzyjnej i powigzanych tematycznie artykuléw naukowych opatrzonych autoreferatem,
dostarczony do recenzentki w formie nieprzyjaznego srodowiskowo jednostronnie drukowanego
tomu w sztywnej oprawie. Materiat jest kompletny, uporzadkowany, czytelny i stanowi logiczna
catos¢. Pozytywnie zwraca uwage jezyk autoreferatu: jest to dojrzaly, elegancki jezyk naukowy.
Autorka precyzyjnie wyraza swoje mysli, bez nadmiaru stéw, w sposéb skondensowany, ale przy
tym jednoznaczny. Doktorantka w logicznej kolejnosci wprowadza kolejne tresci.

Forma rozprawy doktorskiej z formalnego punktu widzenia nie budzi zastrzezen.
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Whniosek koncowy

Praca doktorska mgr Pushpalaty Kayasthy stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
badawczego. Doktorantka, w mojej ocenie, wykazata sie duzym zaangazowaniem w realizacje
projektu doktorskiego, szeroka wiedza wynikajaca z oczytania oraz umiejetnoécia zadawania
nowych pytan na podstawie zdobywanego doswiadczenia i odpowiedzi uzyskiwanych
z wczesniej rozwigzywanych zagadnien. Ponadto posiadta umiejetnoéé samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam zatem, ze przediozona mi do recenzji rozprawa
doktorska spefnia wymogi okreslone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (4. Dz. U. 2023 poz. 742). W zwiazku z tym wnioskuje
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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