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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Marcina Rasia p.t. ,Ukfad trachealny w rozwoju postembrionalnym

u owadow holometabolicznych na przyktadzie chrzaszcza Tenebrio molitor L."

Uktad tchawkowy owadéw jest jednym z elementéw, ktére umozliwity owadom
kolonizacje srodowisk lagdowych i osiggniecie spektakularnego sukcesu ewolucyjnego. Ukiad
ten obejmuje sie¢ przewodoéw wyscietanych kutykulg i wypetionych powietrzem, zapewnia
efektywng wymiane gazowg bez udziatu uktadu hemolimfatycznego. Fizjologia wymiany
gazowej u owadow jest czestym tematem badan, jednak topologia samego ukfadu
tchawkowego jest nadal stabo poznana nawet u gatunkéw uznawanych za modelowe.
Nalezgcy do rzedu chrzgszczy magcznik miynarek Tenebrio molitor L. (Coleoptera,
Tenebrionidae), jest jednym z takich organizméw modelowych, o duzym znaczeniu w
badaniach z roznych dziedzin biologii. Uktad tchawkowy tego owada byt juz obiektem badar
zaréwno dawnych, jak i obecnie aktywnych naukowcéw. Obserwowany w ostatnich latach
rozwoj nowoczesnych technik obrazowania (takich jak mikrotomografia komputerowa)
znaczgco wptynat na rozwdj badan z zakresu morfologii i anatomii zwierzat. Mozliwe do
wykonania stato si¢ nie tylko doktadne obrazowanie niezwykle skomplikowanych struktur
(takich jak uktad tchawkowy) ale takze oparcie badan poréwnawczych tych struktur na
pozyskiwanych automatycznie obszernych zbiorach danych pomiarowych. Przedstawiona
praca doktorska mgr Marcina Rasia wpisuje si¢ w ten nurt badan i jest cennym wktadem w
poznanie dynamiki zmian uktadu tchawkowego owadéw w czasie metamorfozy.

Recenzowana rozprawa liczy 89 stron: tekst pracy zawiera 55 stron, na pozostatych
znajduje sig 46 rycin i zajmujgcy trzy strony ich spis. Ryciny to schematy (5), cyfrowe obrazy
analizowanych struktur uktadu tchawkowego (31) i wykresy ilustrujgce wyniki analiz
statystycznych (11). Praca odwotuje sie¢ do 122 publikacji. Uktad pracy, struktura podziatu
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tresci i kolejno$¢ rozdziatow nie budzg zastrzezen. Rozprawa jest zredagowana bardzo
starannie, niemal bez btedow edytorskich.

Prace rozpoczyna streszczenie, ktére klarownie i precyzyjnie opisuje tre$¢ rozprawy.

Nastepnie w stosunkowo krétkim, liczacym pie€ stron wstepie, autor charakteryzuje
uktad tchawkowy u owadow, przedstawia zwigzle stosowane metody jego analizy i
uzasadnia podjecie tematyki badawczej. Precyzuje takze pie¢ celow pracy, prawidiowo i
przejrzyscie sformutowanych.

Nastepny, rozdziat (5 stron) przedstawia zastosowane w pracy materiaty i metody.
Rozdziat ten zostat podzielony na 4 podrozdziaty omawiajgce kolejno materiat badawczy
(owady i metody ich preparowania), mikrotomograf i proces skanowania, techniki
wizualizacji, pomiarow i metody obliczen statystycznych oraz nazewnictwo. Do badan
wykorzystano osobniki T. molitor (10 osobnikéw dla kazdego badanego stadium
rozwojowego) pochodzace z hodowli prowadzonej z zachowaniem odpowiednich warunkéw
w Muzeum i Instytucie Zoologii PAN. Ostatecznie uzyskano trzydziesci modeli cyfrowych
uktadu trachealnego. Co wazne dla pdézniejszej interpretacji wynikéw, wykonano skany
dwdch osobnikow w celu zobrazowania narzgdow wewnetrznych. Szczegotowa procedura
przygotowania materiatéw oraz skanowania puCT nie zostata przedstawiona — Doktorant
podat jedynie odwotanie do publikacji, gdzie te procedury opisano. W mojej opinii nie jest to
wlasciwe podejscie w przypadku tradycyjnej rozprawy doktorskiej. Sam proces skanowania
zostat przeprowadzony w oparciu o sprzet (SkyScan 1172) dostepny w MilZ PAN.
Rekonstrukcje skandw | ich dalsze przetwarzanie wykonano przy zastosowaniu
odpowiedniego oprogramowania (NReacon, CTAn, CtVox). W celu uniknigcia generacji
artefaktow Doktorant réznicowat ostateczng rozdzielczo$é uzyskanych modeli uktadu
tchawkowego. Dla uzyskania wiarygodnych wynikéw analiz kluczowe byto zastosowanie
odpowiednich narzedzi do wizualizacji, pomiaréw i obliczen statystycznych. Analizowano
takie parametry jak rzeczywista odleglos¢ pomiedzy przetchlinkami (oprogramowanie
DataViewer), dtugo$¢ tchawek wisceralnych oraz objeto$¢ przedsionka tchawkowego
(Blender z rozszerzeniem NeuroMorph, CTAn) czy dystrybucje $rednicy tchawek (CTAnR).
Obszerny zbior danych pomiarowych musiat zosta¢ poddany odpowiedniej analizie
statystycznej. Doktorant postuzyt sie wieloma narzedziami statystycznymi (wchodzgcymi
gtéwnie w skiad pakietu R) korespondujgcymi z sformutowanymi celami pracy. Do okreslenia
istotno&ci statystycznej réznic pomiedzy pomiarami metrycznymi poszczegélnych elementow
uktadu trachealnego wykorzystano testy ANOVA i Tukeya (HSD). Analiza regresji objetos¢
poszczegodlnych modutéw uktadu trachealnego a objetosé catego uktadu trachealnego oraz
objeto$¢ poszczegdlnych modutdw ukfadu trachealnego a objetosé catego ciala, zostata

przeprowadzona z wykorzystaniem metody Standardized Major Axis (SMA). Do testowania
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hipotez na temat hierarchicznej struktury uktadu trachealnego opartej na modutach i
zespotach modularnych wykorzystano hierarchiczng analize skupienn  (hierarchical
agglomerative clustering). Analiza rozmieszczenia gestoSci uktadu trachealnego w
przestrzeni zostata wykonana z zastosowaniem gaussowskiego modelu mieszanego (GMM,
Gaussian Mixture Model). Ztozonos¢ przestrzenng tego uktadu analizowano w oparciu o
wartos¢ indeksu wymiaru fraktalnego (fractal dimension). Podsumowujac, Doktorant
zastosowat adekwatng i nowoczesng metodyke badan, umozliwiajgcg osiggniecie
zaplanowanych celow badawczych.

Rozdziat ,wyniki” stanowi najbardziej spektakularng czesé rozprawy. Sktada sie z
szesciu podrozdziatdbw. Badania rozbudowanych uktadéw morfologiczno-anatomicznych
potrzebujg odpowiedniej terminologii. Niestety czesto nomenklatura naukowa jest niespdjna,
stosowane sg alternatywne systemy nazewnictwa. Podobng sytuacje mgr Ras zastat w
opisach systemu trachealnego owaddw. Dlatego zaproponowat uzupetnienie i ujednolicenie
nazewnictwa w oparciu o kryterium pofozenia wzgledem czeéci ciata owada, osi ciata,
przydatkow oraz narzgdoéw wewnetrznych. Podsumowaniem jest tabela 2 zawierajgca liste
87 termindéw. Osobie nie zwigzanej bezpoérednio z tematyka badawczg trudno tu ocenié
wktad pracy autora. Przydatna bytaby informacja, ktére z wymienionych terminéw zostaty
przez Doktoranta zaadoptowane bez zmian, ktére sg propozycja zmiany a ktore z nazw
zostaly wprowadzone dla struktur opisywanych po raz pierwszy. Znajdujgcy sie w dalszej
kolejnosci opis statych elementéw gtoéwnej struktury budowy ukiadu trachealnego jest
wsparty catg serig doskonatych ilustracji: schematéw oraz wizualizacji NCT w formie
dwuwymiarowej i trojwymiarowej (animacje 3D z zatgcznikow). Dokumentacja ta nie ustepuje
jakoscig najlepszym opracowaniom w badaniach morfologii i anatomii owadow. Poza
standardowymi opisami niezwykle ztozonych uktadéw tchawkowych Doktorant wyznaczyt
takze tzw. podstawowy modut oddechowy u badanego gatunku, bedgcy modelem
wyjéciowym dla opisu dowolnej przetchlinki zwigzanej strukturalnie z jednym segmentem
ciata. Zdefiniowanie tej strukfury miato podstawowe znaczenie dla dalszych dociekan na
temat dynamiki zmian badanego uktadu w trakcie metamorfozy. Nieco zastanawiajgca jest
kwestia interpretacji teratologii. Przy bardzo duzej komplikacji budowy uktadu autor rozprawy
powinien doprecyzowa¢ na podstawie jakich doktadnie kryteribw (dysponujgc jedynie
wizualizacjami pCT) mozna odrézni¢ teratologie od zmienno$ci osobniczej. W dalszej czesci
rozdziatu autor opisuje strukture ukfadu trachealnego wybranych narzadéw wewnetrznych
postaci dorostej. Nastgpnie uktad tchawkowy przedstawiony jest w ujeciu tagm oddechowych
o hierarchicznej strukturze organizacji. Ta dokumentacja takze stanowi niezbedng podstawe
do analiz dotyczacych dynamiki zmian uktadu trachealnego przedstawionych w nastepnym
podrozdziale. Przy pomocy wymienionych powyzej narzedzi statystycznych Doktorant
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scharakteryzowat zachodzgce w trakcie metamorfozy nastepujgce zmiany: odleglosci
pomiedzy przetchlinkami, wzglednej wielkosci przedsionkéw tchawkowych, objetosci uktadu
trachealnego, $rednicy tchawek i diugosci tchawek wisceralnych. Opierajac sie na
odpowiednich testach statystycznie, wykazat ze: (1) odlegtosci pomiedzy przetchlinkami
ulegajg statystycznie istotnym zmianom podczas metamorfozy zaréwno w osi sagitalnej, jak
transwersalnej; (2) istniejg istotne roznice objetosci przedsionkéw tchawkowych pomiedzy
stadiami rozwojowymi; (3) w odrdéznieniu od catkowite] objetosci ciata, $rednia wartosé
catkowitej objetosci uktadu tchawkowego rosnie w czasie metamorfozy; (4) istniejg istotne
réznice $rednich wartosci maksymalnego przekroju tchawek pomigdzy badanymi stadiami
rozwojowymi; oraz (5) istniejg znaczgce réznice w dtugosci tchawek wisceralnych pomiedzy
poszczegolnymi stadiami rozwojowymi. Poczatek ostatniego podrozdziatu, dotyczgcego
przestrzennego rozktadu uktadu trachealnego, jest nieco niejasny. W jaki sposéb ,nie
uwzglednienie danych zwigzanych z funkcjonowaniem czeéci oraz cafoSci uktadu
trachealnego, ani z budowg anatomiczng i morfologiczng badanych obiektéw” miato postuzyé
do zobiektywizowania danych? Myéle, ze to nieco enigmatyczne stwierdzenie powinno byé
szerzej rozwiniete. Rozkiad przestrzenny badanego uktadu zaréwno u larwy jak i postaci
dorosfej okazat sig¢ by¢ niezgodny z podziatem ciata na tagmy morfologiczne. Zamiast tego
hierarchiczna analiza skupien wykazata istnienie (1) zespotu gtowowo-tutowiowego i dwoch
odwtokowych u larwy; oraz (2) zespotu gtowowo-przedtutowiowego, tutowiowego (z dwoma
segmentami odwioka) i zespot odwitokowego u postaci dorostej. Ponadto zageszczenie
uktadu tchawkowego okazafo sie zrdznicowane u roéznych stadidow rozwojowych. U larwy
tchawki tworza najwieksze zageszczenie po bokach ciata wzdtuz podtuznych pni
tchawkowych, z poprzecznym zageszczeniem w okolicach gtowy. Natomiast u poczwarki i
postaci dorostej istniejg wyrazne wydzielone centra gegstosci odpowiadajgce wczesnigj
wyodrebnionym zespotom. Doktorant zaobserwowat takze, ze stopien ztozonosci struktury
uktadu trachealnego wykazuje tendencje wzrostowe dla kolejnych stadiéw rozwojowych.
Podsumowujgc — forma prezentacji wynikéw jest przejrzysta z odpowiednim
wyeksponowaniem najwazniejszych rezultatéw. Smiato mozna stwierdzi¢, ze ta czeéé pracy
jest wykonana nha najwyzszym Swiatowym poziomie.

W  kolejnym rozdziale Doktorant podsumowat uzyskane wyniki i nastepnie
skonfrontowat je z istniejgcymi teoriami dotyczgcymi metamorfozy owadéw. Opisany przez
niego wzrost uktadu trachealnego mierzony stosunkiem objetoéci ciata do objetosci catego
uktadu trachealnego (izometria dla przeobrazenia larwa/poczwarka, allometria dodatnia dla
przeobrazenia poczwarka/imago) potwierdza ogdlne teorie na temat rozdzielenia stadium
larwalnego od dorostego. Badania przeprowadzone przez mgr Rasia pozwolity na krytyczng
weryfikacje przytaczanego czesto pogladu o prostocie budowy uktadu trachealnego u larw.
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Wyniki te nie dajg wprawdzie podstaw do wyodrebnienia tagm, jednak wskazujg wyraznie na
istnienie widocznych w stadium larwalnym modutdw giowy i tutowia. Doktorant wykazat
takze zgodnos¢ swoich obserwacji dotyczacych rozwoju homologicznych tchawek tutowia,
zatutowia i odwtoka (prowadzgcego do powstania systemu trachealnego pokryw, skrzydet
oraz struktur odwioka) z teorig homologow serialnych. Wyniki pracy wyraznie wskazujg na
odmienny podziat ukfadu tchawkowego od podziatu ciata na tagmy morfologiczne typowego
dla owadow (gtowa, tutdw, odwtok). Mgr Ra$ wskazuje, ze zaproponowana przez niego
hipoteza o tagmach oddechowych moze by¢ testowana dla pozostatych grup uskrzydlonych
owadow, u ktérych rozmieszczenie przetchlinek zgodne jest z typem holopneustycznym. Z
pewnoscig wkrotce poznamy wyniki takich badan.

Koncowe wnioski korespondujg z celami pracy. Tekst tego rozdziatu jest
wypunktowany, odpowiada konkretnym pigciu celom pracy wymienionym we wstepie i jest
napisany poprawnym i syntetycznym jegzykiem. Doktorant wyczerpujgco zrealizowat pieé¢
zatozonych celow pracy.

Ostatni rozdziat pracy stanowi wykaz piémiennictwa. Liczna literatura jest starannie
dobrana i bezpo$rednio dotyczy zagadnien poruszanych w rozprawie doktorskiej.

Podsumowujgc, chciatbym podkreslic duzy wktad Doktoranta w poszerzenie wiedzy
dotyczgcej morfologii i anatomii uktadu trachealnego owadoéw. Praca ma charakter pionierski
poniewaz wykorzystujgc mozliwosci zwigzane z zastosowaniem nowoczesnych technik
wizualizacji, Doktorant po raz pierwszy zastosowat analizy ilosciowe w opisie dynamiki zmian
badanego uktadu. Uwazam, ze mgr Marcin Ra$ wykazat sie zdolno$cig do skutecznego
prowadzenia badan naukowych oraz dobrg umiejetno$cia opracowania wynikow
i przedstawienia ich w formie rozprawy naukowej. Na tej podstawie stwierdzam, ze praca
,2Ukfad trachealny w rozwoju postembrionalnym u owadéw holometabolicznych na
przyktadzie chrzgszcza Tenebrio molitor L.” spetnia kryteria rozprawy doktorskiej wynikajgcej
z ustawy o stopniach i tytule naukowym i zwracam si¢ do Rady Naukowej Muzeum i Instytutu
Zoologii PAN o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, ze wzgledu na wysokg jakos¢ przedstawionej dysertacji wnioskuje o jej wyréznienie

(zgodne z regulaminem Jednostki).
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