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Wartos¢ naukowa rozprawy

Oryginalnosé¢ badarn

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Walczak, jest bez watpienia
oryginalnym i wartoSciowym osiggnieciem naukowym, t3czagcym klasyczng taksonomie z
nowoczesnymi technikami obrazowania i analizy molekularnej. Gtéwnym elementem nowatorskim
rozprawy jest wedtug mnie szerokie zastosowanie konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowe;j
(Confocal Laser Scanning Microscopy: CLSM) do szczegétowych badan anatomii szkieletu glowowo-
gardzielowego larw muchéwek z rodziny Muscidae. Dzieki wykorzystaniu autofluorescencji chityny,
Doktorantka zdotata wykonaé¢ sSwietnej jakosci dokumentacje fotograficzng oraz przeprowadzié
rzetelng analize budowy struktur, ktére wczesniej byty trudne do zaobserwowania, ,niewidoczne” lub
btednie interpretowane przy uzyciu tradycyjnej mikroskopii Swietlnej. Za bardzo wazne odkrycie uznaje
udokumentowanie obecnosci precikow parastomalnych (parastomal bars) u badanych taksondw, co
podwaza dotychczasowe koncepcje w systematyce Muscidae, wedle ktérych rzekomy brak tych
struktur uznawano za ceche synapomorficzng rodziny, podczas gdy w rzeczywistosci wynikat on z
niedoskonatosci metod badawczych stosowanych przez poprzednich badaczy.

O wysokiej wartosci rozprawy $wiadczy rowniez jej aspekt praktyczny i aplikacyjny. Godne uwagi jest
to, ze Doktorantka opracowata chyba pierwszy w literaturze swiatowej, bogato ilustrowany klucz do
identyfikacji taksonomicznej | i Il stadium larwalnego 14 gatunkéw z rodziny Muscidae o znaczeniu
medyczno-sgdowym, wystepujacych w zachodniej Palearktyce. Dotychczasowa wiedza na temat
wczesnych stadiéw rozwojowych tych owaddw byta szczatkowa, co stanowito w entomologii sgdowej
powazng przeszkode w precyzyjnym okreslaniu czasu zgonu osoby, ktdrej ciato zostato skolonizowane
przez larwy muchdwek. Cenne sg rowniez wyniki analizy filogenetycznej rodzaju Lispe na podstawie
danych molekularnych uzyskanych metodg RAD-seq oraz sekwencjonowania kilku markeréw DNA na
platformie Oxford Nanopore Technologies. Pordwnanie efektywnosci roéznych algorytméw
bioinformatycznych do sktadania genomu w celu uzyskania wysokiej jakosci referencyjnego genomu
Lispe tentaculata stanowi, moim zdaniem, wartosciowy wktad metodyczny do genomiki ewolucyjnej
Diptera. Podsumowujgc, badania bedace podstawg rozprawy doktorskiej mgr Kingi Walczak
charakteryzujg sie wysokim stopniem innowacyjnosci, stanowigc cenny wktad naukowy w systematyke
muchdwek z rodziny Muscidae.

Wartosé naukowa rozdziatéw/artykutéw

Kazdy z czterech powigzanych tematycznie artykutow, ktdre zostaty opublikowane w renomowanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny. We
wszystkich artykutach Doktorantka jest pierwszg autorkag oraz, wspdlnie z Andrzejem Grzywaczem,



autorka korespondujacg, co bezdyskusyjnie swiadczy o Jej wiodacej i kluczowej roli w prowadzeniu
badan i tworzeniu publikacji sktadajacych sie na oceniang rozprawe.

W artykule 1, opublikowanym w Zoologica Scripta (Q1 in zoology), Doktorantka rewiduje pozycje
systematyczng rodzaju Alluaudinella, proponujgc jego transfer do podrodziny Reinwardtiinae na
podstawie unikatowej morfologii larw i sekwencji DNA z czterech loci: dwdch mitochondrialnych (CO/
— podjednostka | oksydazy cytochromu c, cytB — cytochrom b) oraz dwéch jagdrowych (Ef-1a — czynnik
elongacyjny 1-alfa, CAD — syntetaza karbamoilofosforanowa ll), co konkluduje wieloletnig debate nad
filogeneza tej grupy.

Artykut 2, opublikowany w Arthropod Systematics & Phylogeny (Q2 in entomology), dowodzi wysokiej
sprawnosci warsztatowej Doktorantki, ktéra zdotata z sukcesem wykorzystaé stuletnie, uszkodzone
promieniowaniem UV materialy muzealne larw Achanthiptera, identyfikujgc u nich specyficzne
modyfikacje szkieletu gtowowo-gardzielowego.

Artykut 3, opublikowany w Forensic Science International (Q1 in medicine, legal), renomowanym
czasopiSmie w dziedzinie nauk sadowych i kryminalistyce, ma kluczowe znaczenie dla entomologii
sgdowej, dostarczajgc narzedzi diagnostycznych pozwalajgcych na identyfikacje gatunkowg larw w
najwczesniejszych stadiach rozwoju. Publikacja ta wypetnia luke w wiedzy taksonomicznej, ktéra od
dekad zmuszata biegtych do zmudnej hodowli larw do postaci dorostej w celu ich oznaczenia.

W artykule 4, opublikowanym w Molecular Phylogenetics and Evolution (Q1 in evolutionary biology),
Doktorantka wykazata, ze dane uzyskane metodg RAD-seq pozwalajg na znacznie bardziej precyzyjne
ustalenie relacji filogenetycznych w obrebie rodzaju Lispe niz sekwencjonowanie konwencjonalnych
markeréw molekularnych.

Podsumowujac, kazdy z artykutéw stanowi zamknietg catosé o duzej wartosci naukowej, a ich dobor i
kolejnos¢ prezentacji w rozprawie ukazujg logiczny rozwdéj mysli naukowej Doktorantki, od analizy cech
morfologicznych po zaawansowane badania genomowe. Wartos¢ tych prac potwierdza réwniez fakt,
ze koryguja one btedy uznanych badaczy w zakresie systematyki Muscidae (np. Petera Skidmore’a czy
Mfony Ekanem), co $wiadczy o odwadze formutowania krytycznych wnioskéw i kwestionowania
autorytetdw, co jest pozgdang cecha u kazdego badacza.

Wartos¢ merytoryczna rozprawy

Wedtug mojej oceny, warto$¢ merytoryczna rozprawy doktorskiej mgr Kingi Walczak jest imponujaca
i nie budzi zastrzezen. Doktorantka wykazuje sie doskonatg umiejetnoscia wprowadzenia w
skomplikowang tematyke systematyki i filogenezy Muscidae, identyfikujgc luki w wiedzy zawartej w
literaturze przedmiotu i sprzecznosci miedzy danymi morfologicznymi a molekularnymi. Hipotezy
badawcze zostaty sformutowane precyzyjnie i dobrze umotywowane, koncentrujgc sie na
niedocenianym dotad znaczeniu stadidow przedimaginalnych jako Zrédta cech filogenetycznych w
filogenezie Muscidae. Dobér metod badawczych jest moim zdaniem optymalny i $wiadczy o biegtosci
kandydatki w metodyce nowoczesnych badan taksonomicznych. Potgczenie mikroskopii swietlnej,
skaningowej (SEM) i konfokalnej (CLSM) pozwolito na uzyskanie bardzo dobrej jakosci wyjsciowej
dokumentacji morfologicznej. Doceniam réwniez drobne ale bardzo istotne szczegdty zwigzane z
preparatykg, np. optymalizacje czasu maceracji okazow w KOH w celu zachowania delikatnych
sklerytéw larwalnych.

Analiza filogenetyczna zostata przeprowadzona wtasciwie, z wykorzystaniem ugruntowanych narzedzi
bionformatycznych, takich jak wnioskowanie bayesowskie oraz metoda maximum likelihood.
Doktorantka w sposdb kompetentny interpretuje wyniki na tle literatury swiatowej, nie unikajgc
konfrontacji z wczesniejszymi opisami, ktére punktuje za fragmentarycznosé lub btedy wynikajace z
ograniczen metodycznych i technicznych. Wykazanie, ze morfologia larw z podrodziny Reinwardtiinae
oraz tych z rodzaju Alluaudinella jest bardzo podobna, znajduje uzasadnienie w danych molekularnych
i potwierdza konieczno$¢ stosowania integratywnych metod w taksonomii muchdéwek. Whnioski



wyciggniete z badan sg logiczne i dobrze uzasadnione przez Doktorantke. Praca mgr Walczak $wietnie
wpisuje sie w nowoczesne integratywne podejscie do systematyki stawonogéw, gdzie drobiazgowa
analiza struktur morfo-anatomicznych wspdtgra z zaawansowanymi metodami genetycznymi i
genomicznymi.

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Rozprawa charakteryzuje sie wzorowg poprawnoscia redakcyjng i wysoka estetyka. Uktad pracy jest
spdjny i logiczny — po obszernym wstepie teoretycznym, w ktérym Doktorantka nakresla kontekst
ewolucyjny i systematyczny rodziny Muscidae, zaprezentowane sg cele pracy, a nastepnie cykl czterech
artykutéw naukowych, uzupetniony o synteze wynikdéw i ogdlng dyskusje. Styl pisania jest klarowny,
precyzyjny i cechuje sie wysoka kulturg jezyka naukowego. Doktorantka z duzg swobodg operuje
specjalistyczng terminologig, zardwno w jezyku polskim, jak i angielskim, co jest szczegdlnie istotne w
szczegbtowych opisach morfologii larw.

Najsilniejszg strong warstwy wizualnej rozprawy s3, moim zdaniem, ilustracje. Mikrofotografie
wykonane technikg CLSM i SEM sg doskonate] jakosci, a ich odpowiednie przetworzenie, np. projekcje
o maksymalnej intensywnosci (MIP) oraz wizualizacje 3D, pozwala na wnikliwg analize struktur
anatomicznych. Tablice prezentujgce szkielety gtowowo-gardzielowe larw rdéznych gatunkéw sg
czytelne i doskonale uzupetnione o precyzyjne rysunki, co podnosi warto$¢ uzytkowa rozprawy.
Drzewa filogenetyczne sg klarownie zaprezentowane, co utatwia $ledzenie skomplikowanych relacji
pokrewienstw i uktadu taksonomicznego. Bibliografia jest obszerna, aktualna i obejmuje kluczowe
pozycje z zakresu dipterologii, od prac klasycznych po najnowsze doniesienia z zakresu filogenomiki.
Brak uchybien edytorskich oraz wysoka dbatos¢ o detale w prezentacji danych sprawiaja, ze rozprawe
czyta sie z przyjemnoscig, co nie jest oczywiste biorgc pod uwage skomplikowane zagadnienia
taksonomiczne, ktérych dotyczy.

Uwagi krytyczne

W analizie dotyczacej rodzaju Alluaudinella i jego przeniesienia do podrodziny Reinwardtiinae w
artykule 1, Doktorantka przyznaje, ze wsparcia statystyczne niektérych weztéw w drzewach
filogenetycznych (szczegdlnie zrekonstruowanych w RAxML) byty stosunkowo niskie. Przyktadowo,
wsparcie bootstrap dla kladu (Atherigoniinae + (Alluaudinella + Cyrtoneuropsis)) wynosito jedynie 27%.
Mimo to, na podstawie przestanek morfologicznych dotyczacych stadiéw larwalnych, Doktorantka
zaproponowata radykalng rewizje taksonomiczng. Jako recenzentowi, przychodzi mi do gtowy
prowokacyjne pytanie: czy w sytuacji tak wyraznej rozbieznosci miedzy stabym sygnatem
molekularnym a silnym sygnatem morfologicznym, przyznanie priorytetu cechom morfologicznym nie
jest powrotem do krytykowanego w dzisiejszych czasach subiektywizmu taksonomicznego? Dlaczego
Doktorantka zdecydowata sie juz teraz na formalng rewizje? Czy nie nalezatoby wstrzymac sie z taka
decyzjg do czasu uzyskania petniejszych danych molekularnych (np. genomowych)?

W artykule 2, Doktorantka koncentruje sie na wykorzystaniu CLSM do obrazowania stuletnich larw
Achanthiptera, ktére ulegty uszkodzeniu pod wptywem promieniowania UV twierdzac, ze metoda ta
pozwolita ,,zobaczy¢ niewidoczne”. Istnieje jednak ryzyko, ze autofluorescencja resztkowa w tak starym
i uszkodzonym materiale moze generowac artefakty lub znieksztatcac¢ obraz subtelnych struktur, takich
jak preciki parastomalne czy skleryty dodatkowe. W jaki sposdb wyeliminowano ryzyko interpretacji
uszkodzen mechanicznych chityny jako nowych cech morfologicznych? Czy przeprowadzono testy
poréwnawcze, np. na swiezym materiale spokrewnionych gatunkéw, aby potwierdzi¢, ze specyficzne
modyfikacje szkieletu gtowowo-gardzielowego larw Achanthiptera (np. dome-shaped anterior rod) nie
sg wynikiem proceséw degradacyjnych i kurczenia sie tkanek podczas wieloletniego przechowywania
w postaci suchych preparatéw?

Opracowany w artykule 3 klucz do identyfikacji | i Il stadium larwalnego gatunkéw z rodziny Muscidae
istotnych dla entomologii sadowej jest osiggnieciem imponujgcym, jednak opiera sie on w duzej mierze



na cechach szkieletu gtowowo-gardzielowego widocznych dzieki CLSM. Autorka wspomina, ze klucz
moze by¢ uzywany przy uzyciu mikroskopii swietlnej, ale przyznaje tez, ze wiele cech jest wowczas
trudnych do zaobserwowania i wtasciwego zinterpretowania. W praktyce kryminalistycznej, biegli
chyba do$¢ rzadko majg dostep do mikroskopdéw konfokalnych. Czy w zwigzku z tym wartosc
aplikacyjna tego narzedzia nie jest ograniczona gtéwnie do dobrze wyposazonych specjalistycznych
laboratoridw akademickich? Czy Doktorantka nie uwaza, ze cechy morfologiczne, uznane przez nig za
»jedynie wspierajgce”, mogtyby zostac lepiej wykorzystane w celu stworzenia bardziej praktycznego
narzedzia dla entomologéw sgdowych pracujacych w terenie?

W artykule 4, analizie poddano 49 gatunkdw z rodzaju Lispe. Choc jest to liczba znaczaca, stanowi ona
mniej niz 1/3 wszystkich opisanych (ok. 170-180 w zaleznosci od zZrédet) gatunkéw z tego rodzaju.
Doktorantka zauwaza, ze pozycja taksonomiczna niektdrych grup gatunkéw (np. pumila, pygmaea,
leucospila) pozostaje niepewna. Zatem, czy przy tak duzej liczbie gatunkdw, ktdre nie zostaty wtgczone
do badan, wnioski dotyczgce monofiletycznosci poszczegdlnych grup gatunkdw nie sg przedwczesne?.
Jak gestsze prébkowanie gatunkdw mogtoby wptyngé na stabilnos¢ topologii drzewa, szczegélnie w
kontekscie kladéw A i B, gdzie rdznice w topologii miedzy drzewami RAxML i BPP s3 najbardziej
widoczne? Czy genom referencyjny Lispe tentaculata jest wystarczajgco reprezentatywny dla tak
zréznicowanego rodzaju?

Ponadto, gtéwnym zatozeniem rozprawy, silnie wyeksponowanym w tytule i wstepie, jest
wykorzystanie morfologii stadiow przedimaginalnych jako kluczowego Zrédta fenotypowych danych
filogenetycznych. Tymczasem w artykule 4, dotyczgcym rodzaju Lispe i stanowigcym najobszerniejszg
cze$¢ molekularng rozprawy, dane morfologiczne larw zostaty catkowicie pominiete. Autorka
argumentuje to brakiem dostepnosci materiatu i niedostatecznymi opisami literaturowymi. Z
taksonomicznego punktu widzenia powstaje pytanie, ktdre pozostaje bez odpowiedzi: w jakim stopniu
whnioski dotyczace filogenezy rodzaju Lispe oparte wyfacznie na danych molekularnych sg spdjne z
morfologig larw? Czy i w jaki sposéb brak danych morfologicznych moze uposledza¢ poprawnosc
whnioskowania, ktdrg miato przynies¢ podejscie integratywne deklarowane w tytule rozprawy? Jak
Doktorantka ocenia ryzyko, ze zrekonstruowane relacje filogenetyczne nie znajdg odzwierciedlenia w
morfologii larw ze wzgledu na potencjalne homoplazje wynikajace z obligatoryjnie drapieznego trybu
zycia larw tych muchéwek?

Powyzisze uwagi majg oczywiscie charakter dyskusyjny i nie obnizajg mojej ogdlnej, bardzo wysokiej
oceny ocenianej rozprawy doktorskiej. Stanowig one wrecz dowdd na to, ze rozprawa mgr Kingi
Walczak prowokuje do nowych waznych pytan badawczych i otwiera nowe perspektywy w badaniach
nad niezwykle réznorodng i trudng taksonomicznie grupg owadow, jakg sg muchowki.

Ocena koncowa

Podsumowujgc wszystko co napisatem powyzej stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Kingi Walczak
jest dzietem dojrzatym, nowatorskim naukowo i wnoszgcym istotny wktad do $wiatowej entomologii.
Moim zdaniem, Doktorantka udowodnita, ze nowoczesna taksonomia, integrujgca metody
molekularne i zaawansowane techniki obrazowania, takie jak np. CLSM, daje realng szanse na
weryfikacje dotychczasowych podziatéw systematycznych i pomaga rozstrzygngé wieloletnie
kontrowersje taksonomiczne w obrebie Diptera. Ponadto, rozprawa z powodzeniem tgczy badania
podstawowe z konkretnym potencjatem aplikacyjnym w kryminalistyce i dowodzi, ze mgr Kinga
Walczak, poza biegtoscig w stosowaniu metod molekularnych i bioinformatycznych, charakteryzuje sie
rowniez cierpliwoscia i precyzjg niezbedng w badaniach morfologicznych. Wreszcie, opublikowanie
wynikéw badan realizowanych w ramach rozprawy doktorskiej w renomowanych czasopismach
naukowych jest najlepszym swiadectwem rangi jej badan oraz dojrzatosci naukowej, mimo wczesnego
etapu kariery.

Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Kingi Walczak spetnia
warunki okres$lone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce



(Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Mikotaja
Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Kingi Walczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyrdinienie rozprawy doktorskiej, co uzasadniam nastepujaco.

Wedtug mnie, za przyznaniem wyrdznienia przemawia przede wszystkim bardzo wysoka jakosc
naukowa rozprawy potwierdzona publikacjami w renomowanych czasopismach naukowych. Co
kluczowe, we wszystkich opublikowanych artykutach Doktorantka jest pierwszg autorkg oraz autorkg
korespondujaca, co bezdyskusyjnie swiadczy o Jej wiodacej roli w prowadzeniu badan i tworzeniu
publikacji sktadajgcych sie na rozprawe doktorska. Oceniana rozprawa stanowi, w mojej ocenie, istotny
wktad w rozwdj dipterologii. Doktorantka zweryfikowata dotychczasowg diagnoze morfologiczna
rodziny Muscidae, korygujac utrwalone w literaturze przedmiotu definicje taksonomiczne. Swiadczy
to, wedtug mnie, o odwadze formutowania krytycznych wnioskéw i kwestionowania autorytetéw, co
jest cenng i raczej rzadko spotykang cechg i mtodych badaczy na tym etapie kariery. Kluczowym
osiggnieciem o charakterze aplikacyjnym jest opracowanie pierwszego klucza do identyfikacji
wczesnych stadiow larwalnych muchéwek o znaczeniu kryminalistycznym. Narzedzie to wypetnia
istotng luke w entomologii sgdowej, umozliwiajgc precyzyjng diagnostyke materiatu dowodowego.
Biegtos¢ w stosowaniu zaawansowanego i zrdznicowanego aparatu badawczego oraz rzetelnos¢ w
rewizji systematyki trudnych taksonéw jednoznacznie potwierdzajg wysokie kompetencje Doktorantki
i rGwniez przekonujg mnie, ze jej rozprawa doktorska zastuguje na wyrdznienie.
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