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Podstawg ubiegania sie Pana mgr Mikotaja Kazmierczaka w postepowaniu o nadanie stopnia
doktora jest rozprawa doktorska pod tytutem: ,Eliminacja genoméw w komérkach
gametogenicznych u hybrydogenetycznych mieszaricow zab wodnych (Pelophylax
‘esculentus complex)”, ktérej promotorem jest Pani prof. dr hab. Maria Ogielska,
a promotorem pomocniczym Pani dr Magdalena Chmielewska.

Praca dotyczy cytogenetycznego podtoza hybrydogenezy, interesujgcego sposobu rozrodu,
w trakcie, ktérego ma miejsce proces eliminacji oraz replikacji genomu, a ktéry wyewoluowat
niezaleznie w kilku odleglych grupach zwierzat bezkregowych (owady) i kregowych (ryby
i ptazy), i moze zachodzi¢ premejotycznie lub w trakcie mejozy. Obiektem badar ocenianej
rozprawy s3 tworzace kompleks zab wodnych Pelophylax esculentus, zaba jeziorkowa
P. lessonae (o genotypie LL), zaba $mieszka P. ridibundus (RR) i zaba wodna, bedaca
podniesionym do rangi gatunku ptodnym mieszaricem wymienionych gatunkéw. W Polsce
zaba wodna wystepuje najczesciej w formie diploidalnej (2n=26 chromosomdw, genotyp RL)
oraz rzadziej spotykanej formie triploidalnej (3n=39, genotypy RRL i RLL).

Klarownie napisany wstep, w ktérym Doktorant wyjasnia zjawisko hybrydogenezy
w oparciu o przyktady sposréd ryb i ptazow, charakteryzujac hybrydogeneze u P. esculentus
jako procesy natury molekularnej i cytogenetycznej, prowadzace do gtebokich przemian
genomowych w komérkach linii ptciowej samcéw i samic, wskazujac na réznice w modelu
hybrydogenezy mitotycznej u osobnikéw diploidalnych i hybrydogenezy mejotycznej
u mieszancéw triploidalnych, wprowadza nas w przedmiotowy problem badawczy. Z tredci
omawianego rozdziatu dowiadujemy sie takie o stanie wiedzy o hybrydogenezie zab
kompleksu P. esculentus; przebiegu proceséw eliminacji i endoreplikacji genomu w kontekscie
procesu gametogenezy. Tematyka ocenianej rozprawy doktorskiej wpisuje sie znakomicie
w nurt swiatowych badan dotyczacych wyjasniania molekularnego mechanizmu proceséw
hybrydyzacji wérdd kregowcow i zwigzanych z nig skutecznych mechanizméw przekraczania
postzygotycznych barier izolacji rozrodczej. Co istotne, badania, bedgce podstawg pracy
zrealizowano w ramach grantu Opus NCN.

Odnoszac sie do struktury, na prace sktadajg sie typowe dla prac naukowych rozdziaty
i zawarta zostata na 162 stronach. Zaopatrzona jest w dobrze napisane streszczenie w j.
polskim i angielskim. Uzyskane wyniki udokumentowano w 22 tabelach, z ktérych szeéé
znajduje sig w tresci pracy, a pozostate, wiekszych rozmiaréw za Bibliografig, na koricu pracy.
Poza spisem tabel, znajdujacy sie na poczatku pracy (str. 4 — 7) wykaz zawiera 32, 22
i 4 odpowiednio, figury, ryciny i wykresy. Przyjete zréznicowanie form prezentowania
graficznego niepotrzebnie utrudnia sledzenie tresci, w tym wynikéw badan. Dla uproszczenia



nalezy przyja¢, ze sg to rysunki i nada¢ im jednolitag numeracje. Wstep pracy konczg zatozenia
i hipotezy badawcze oraz cele pracy. Materiaty i metody oraz najdtuzszy w pracy rozdziat, jakim
-3 Whyniki, opisano odpowiednio, na 27 i 52 stronach. Nieoczekiwanie, ostatnim
podrozdzialem Wynikéw s3a, cyt.: ,0golne wnioski”, podczas gdy, wtasciwe Podsumowanie
i wnioski stanowig odrebny rozdziat po bardzo interesujgcej Dyskusji, zaprezentowanej na 15
stronach. Za podrozdziatem Podsumowanie i wnioski znajduje sie Aneks (tabele), zawierajacy
potrzebne i pomocne uzupetnienia dotyczace danych liczbowych, m.in. w odniesieniu do liczby
analizowanych komérek metafazowych i interfazowych, ploidii tych komérek oraz liczby
komérek w réznych fazach procesu hybrydogenezy, w podziale na stadiach rozwoju
osobniczego badanych gatunkoéw. Bibliografia zawiera 179 dobrze dobranych publikaciji,
zaréwno tych wczesniejszych, jak i najnowszych dotyczacych prezentowanego problemu
badawczego. Z satysfakcjg stwierdzam, ze liczne cytowane w rozprawie publikacje, w tym
m.in. szes¢ doniesien konferencyjnych z udziatem Doktoranta w charakterze pierwszego
autora, to efekt interdyscyplinarnych wieloletnich badan nad procesami rozrodu zab
zielonych prowadzonych w zespole Pani Profesor Marii Ogielskie;j.

Wrac-jac do wstepu ocenianej rozprawy doktorskiej, w dalszej jego czesci Doktorant
‘opisat tradycyjne poglady dotyczace przebiegu hybrydogenezy w kompleksie zab zielonych.
Zgodnie z modelowym scenariuszem, tzw. hybrydogenezy mitotycznej u diploidalnych
osobnikow zaby wodnej w gonocytach, w toku podziatdéw mitotycznych, dochodzi do
catkowitej eliminacji genomu jednego gatunku rodzicielskiego, najczesciej jest lessonae (L), a
nastepnie  endoreplikacji genomu  drugiego gatunku, czyli ridibundus  (R);
w efekcie do gamet zostaje przekazany klonalny genom R. Z kolei, mieszaricéw triploidalnych
P. esculentus (RRL i RLL) wystepujacych w populacjach mieszancowych z osobnikami
diploidalnymi (RL) dotyczy zmodyfikowany model, tzw. hybrydogenezy mejotycznej. Zaktada
on eliminacje genomu wystepujacego w pojedynczej wersji, L u R’'RL i R u RL’L. Pozostajgcy
genom z podwdjng kopig nie wymaga dodatkowe] duplikacji i petni role rezerwuaru
zmiennosci genetycznej (pomiedzy kopiami R'R lub 'L dochodzi do rekombinacji genetycznej).

W oparciu o dane wtasne zespotu badawczego, w ktérym Doktorant wykonat oceniang
prace doktorskg oraz dane literaturowe przyjeto, ie przemiany genomowe, takie jak
eliminacja i endoreplikacja zachodzg podczas okresu mitotycznego namnazania sie gonocytow
.we wczesnej fazie rozwoju gonad, a nosnikami eliminowanych chromosomow sg mikrojadra.
W badaniach opisanych w ocenianej rozprawie doktorskiej testowano trzy, moim zdaniem
dobrze dobrane hipotezy badawcze odnoszace sie do sktadu genomowego komérek gonad
zab zielonych kompleksu P. esculentus, cyt.. ,1) pierwotne komérki piciowe (PGC) oraz
gonocyty (G) w gonadach niezrdznicowanych majg taki sam sktad genomowy, jak komorki
somatyczne badanego osobnika (RL, RRL, RLL); 2) gohocyty z wczesnych stadiow gonad
zréznicowanych ptciowo charakteryzuja sie zréznicowang kompozycjg chromosomdw R i L;
3} komorki macierzyste plemnikow (SSC) u osobnikéw dojrzatych ptfciowo zawieraja
chromosomy tylko jednego gatunku rodzicielskiego (RR lub LL).”

Doktorant sformutowat az siedem gtéwnych, moim zdaniem ambitnych celéw pracy,
ktére zrealizowat. Trudnos¢ wykonania zaplanowanych badan polegata, m.in. na tym, ze
podstawg badan okreslonych w giéwnych celach pracy byly uzyskane wczesniej przez
Doktoranta wyniki badan zawarte w rozdziale ,,Wzory hybrydyzacji u gatunkéw rodzicielskich
P. ridibundus, P. lessonae oraz mieszanca P. esculentus”. Preludium do wiasciwych badan byty
testowe hybrydyzacje in situ na preparatach chromosomowych kijanek i dorostych samcow
‘gatunkoéw rodzicielskich oraz mieszafncéw z zastosowaniem wybranych kombinacji sond



genomowych RR, LL, sondy DNA zawierajacej centromerowa sekwencjg powtarzalng RrS1 oraz
DNA blokujacego. Wyniki tych badah przeprowadzonych wg. pieciu réznych procedur
(protokotow) umozliwily, cyt.: "Wybér protokotu do analizy wynikéw” (str. 52). Proporcje
sondy RR i centromerowej sekwencji repetytywnej RrS1 (1:1) i blokujgcego DNA w proporcji
do ich mieszaniny LL 1:25 i sperma tososia 1:40 skutkowato silnym i réwnomiernym
zwigzaniem sondy RR i wyraznym znakowaniem regionéw okotocentromerowych 10 duzych
‘i dwdch matych chromosoméw metafazowych oraz jader interfazowych i wyraznych w nich
sygnatéw RrS1 identyfikujacych materiat genetyczny P. ridibundus.

Pan mgr Mikotaj Kazmierczak wykonat ogromna prace; opierajac sig ha przyjgtej
procedurze (protokét nr 2) poddat analizie cytogenetycznej 1020 komdrek metafazowych i
interfazowych 41 osobnikéw diploidalnych RL, 679 komorek 17 osobnikéw triploidalnych RLL
i 393 komdrki 12 osobnikéw triploidalnych RRL. Co wiecej, badania przeprowadzono na
komdrkach linii pfciowej kijanek od wczesnych stadidow rozwoju osobniczego -
premetamorfozy, poprzez prometamorfozg, az do stadium roéznicowania sie gonad i ich
rozwoju obejmujacych intensywne podziaty mitotyczne gonocytéw, glebokie, strukturalne
przemiany genomowe, oraz takie na osobnikach postmetamorficznych (juwenilnych
samicach) i dorostych (samcach), ktérych komorki macierzyste miaty zawiera¢ zaktadany,
ujednolicony sktad genomowy (RR lub LL). Ponadto, Doktorant wykazat si¢ doskonaty
umiejetnodcia postugiwania sie metodami cytogenetyki, w tym metodami cytogenetyki
molekularnej, takimi jak: genomowa hybrydyzacja in situ (GISH) i genomowa hybrydyzacja
_poréwnawcz.: (CGH). Gratuluje! pigknych piytek metafazowych i wyraznych miejsc
hybrydyzacji sond w komodrkach interfazowych. Tutaj, musze niestety wspomniec, ze
z powodu ‘minimalizacji’ dokumentacji zdjeciowej wynikéw pracy ich analiza wymagata
zabiegdw powiekszania, co nie w kazdym przypadku byto skuteczne.

Za cenne, uwazam permanentne wykorzystanie pozyskanych materiatéw, o czym
Autor napisai (str. 107), cyt.: ,Chociaz w niniejszej pracy skoncentrowano sig¢ gtéwnie na
spermatogenezie, jednak-by nie marnotrawi¢ cennego materiatu badawczego-kijanki, ktore
podczas preparacji okazywaly sig samicami, réwniez wykorzystano do analiz.” Jakkolwiek,
wykonywanie badan ‘przy okazji’ ki6ci sie z zasadami metodologii, to trudno im nie
przyklasngg.

W moje]j opinii, zaprezentowane w pracy dokonania naukowe Pana mgr Mikotaja
Kazmierczaka sa nowatorskie i merytorycznie wazne. Postugujac sie metodami biologii
i cytogenetyki wyjaénit molekularne i co szczegdlnie cenne, takze cytogenetyczne podtoze
przebiegu podczas hybrydyzacji proceséw przemian genomowych — eliminacji i endoreplikacji
zachodzacych w komorkach linii p’rcioWej samic i samcow, diploidalnych i triploidalnych
-osobnikéw w kompleksie zaby wodnej P. esculentus. Udowodnit, m.in., ze eliminacja
i endoreplikacja s3 dwoma niezaleznymi od siebie procesami oraz eliminacja poprzedza
endoreplikacie, ale to endoreplikacja wydaje sie faza obligatorying by w procesie
hybrydogenezy doprowadzi¢ do powstania zywotnych gamet, a takze wykazat nieprecyzyjnosc
procesu eliminacji i endoreplikaciji.

Uzyskane wyniki wskazaty na przyjecie weryfikowanych hipotez badawczych, zgodnie
z ktorymi eliminacja i endoreplikacja zachodza podczas mitotycznego namnazania sig
gonocytéw (pre-spermatogoniow i oogoniéw pierwotnych) we wczesnej fazie; nosnikami
eliminowanych chromosoméw sa mikrojadra; pierwotne komodrki piciowe (PGC) oraz
gonocyty (G) w gonadach niezroznicowanych charakteryzujy sig takim samym sktadem
genomowym jak komérki somatyczne danego osobnika (RL, RRL lub RLL); gonocyty
z wezesnych stadiéw gonad zréinicowanych ptciowo charakteryzujy sig zroznicowang



kompozycjg chromosoméw R i L; komdrki macierzyste plemnikéw (SSC) u osobnikow
dojrzatych piciowo zawierajg chromosomy tylko jednego gatunku rodzicielskiego (RR lub LL).

Pan mgr Mikotaj Kazmierczak, m.in. wykazat, ze pregametogeneza i gametogeneza
aktywna u samcow to dwie oddzielone w czasie fazy, podczas gdy u samic nie sg czasowo
oddzielone. Udowodnit, ze procesy eliminacji i endoreplikacji chromosoméw rodzicielskich
przebiegajg wylgcznie w gonocytach podczas pregametogenezy i nie wystepujg juz
w komoérkach gametogenezy aktywnej (macierzystych SCs i potomnych: gametogoniach
wtdrnych, mejocytach oraz gametach) u dorostych osobnikéw. Udokumentowat, ze gonocyty
w gonadzie lanego osobnika nie przechodzg hybrydogenezy w sposob zsynchronizowany
i moga znajdowaé sie na odmiennym etapie rearanzacji chromosomowych, a nawet
realizowaé odmienne scenariusze hybrydogenezy. Wykazat, Ze hybrydogenetyczna
spermatogeneza jest procesem niedoskonatym, generujgcym, m.in. stosunkowo duzo
aneuploidalnych komdérek macierzystych plemnikdéw, ktére nie przeksztatcajg sig
w funkcjonaline gamety (degenerujg), co sprawia, ze odsetek zaptodnionych jaj w przypadku
hybrydogenetycznych samcéw P. esculentus jest wyraZnie nizszy w poréwnaniu do gatunkéw
rodzicielskich.

Za cenne uwazam takze, obiektywne przedyskutowanie przez Doktoranta uzyskanych
wynikdéw, wskazanie ogranicze zastosowanych metod i/lub konieczno$¢ zastosowania
innych, w dalszych badaniach. Mikrojadra wykazujace silne sygnaly sondy RrS1 uznano za
transportujgce chromosomy ridibundus (R), ale jesli nie byto takich sygnatéw to mogty to byé
zarébwno chromosomy L, jak i mate chromosomy R, nie wykazujace sygnatu RrS1.
Co interesujace, tylko nieliczne mikrojgdra miaty maksymalnie dwa sygnaty fluorescenc;ji
sondy RsS1, ktére wykazano u juwenilnej samicy i samca kijanki o genotypie RLL. Co wigcej,
.zwykle mikrujadro zawiera jeden eliminowany chromosom i aby odrzuci¢ wszystkie 13
nalezatoby oczekiwaé tylu mikrojader, co nie byto obserwowane. Jest zatem, mozliwe, ze
eliminacja odbywa sie podczas kilku cykli komdrkowych, albo kilka chromosomow jest
eliminowanych jednoczesnie - w sasiedztwie pojedynczego jadra komérki obserwowano do
pieciu mikrojgder, jednak ulegaty one szybkiej degradacji (nukleofagia). Doktorant
zaproponowat, ze aby wyjasni¢ ten etap procesu hybrydogenezy nalezatoby zastosowac
przyzyciowe obrazowanie podziatéw gonocytow w czasie rzeczywistym.

Wyniki badan zrealizowanych przez Doktoranta uwidocznity, ze procesy eliminacji
i w konsekwencji endoreplikacji zachodzace w trakcie hybrydogenezy zab zielonych s3
nieprecyzyjne, towarzyszg im liczne degeneracje komdrek linii piciowej, obserwowane
zwtaszcza w komérkach macierzystych SSC u samcow, od 4% u mieszaricow RRL, 19% u RLL do
24% u mieszancow RL. Nasuwa sie pytanie, czy genom ridibundus (R), najczesciej
przekazywany przez plemniki diploidalnego mieszarnica RL, wykazuje rodzaj potencjatu do
samo-utrwalenia i przetrwania? Czy uzyskane wyniki wskazuja taksony o wigkszym wplywie
na przyszte lesy badanego kompleksu zab?

Zagadnieniem, ktdre jest moim zdaniem bardziej dyskusyjne niz je przedstawiono
w pracy sg mozliwe przyczyny obecnosci licznych, np. niemal 28% aneuploidalnych SSC
u dorostych samcéw. Pomimo, ze jak napisat Doktorant w rozdziale Dyskusja obecnos¢, w tym
takze poréwnywalny udziat takich komorek byt wskazywany przez innych autoréw to moga
by¢ one takie generowane w trakcie wykonywania preparatéw chromosomowych,
niezaleznie od przyjetych metod. ,Uciekajace” oraz zbyt stabo rozproszone chromosomy sg
widoczne, m.in. na Fig. 8/str. 46. O wspomnianej przyczynie moze swiadczyC duzy zakres
zidentyfikowanych komarek o innej liczbie chromosoméw, w grupie hypo- i hiperploidalnych.
W badaniach cytogenetycznych, zazwyczaj podawany jest udziat ptytek metafazowych o innej



niz oczekiwana liczbie chromosomoéw. Prosze o wyjasnienia w tej kwestii. Jestem pewna, ze
podczas prezentacji pracy w trakcie jej obrony Doktorant zaprezentuje tylko te ptytki
metafazowe /wyciete z tta) oraz interfazy, ktdre dokumentujg kluczowe wyniki.

Doktorant wykazat, ze chromatyna gatunkéw rodzicielskich w gonocytach
interfazowych P. esculentus, przed rozpoczeciem etapu odrzucania DNA, nie ulega segregacji
przestrzennej. W Dyskusji pracy (str. 114) znalaztam, ze na przyktadzie roslin, mozna byto
oczekiwaé gromadzenia sie chromatyny eliminowanego genomu w peryferyjnych regionach
jadra komérkowego w komdrkach interfazowych. W rozdziale Materiaty i Metody wydaje sie
nie by¢ informacji o tym, w jaki sposdb oceniano przestrzenng organizacje genomow
gatunkdéw rodzicielskich w gonocytach interfazowych. Prosze o wyjasnienie, dlaczego
oczekiwano, ze chromatyna gatunkdw rodzicielskich w gonocytach interfazowych
P. esculentus, przed eliminacja DNA miataby by¢ oddzielona przestrzennie. Czy ten, jakze
_bardzo inter: sujacy i obiecujgcy zarazem aspekt pracy taczy sig z zagadnieniem terytoriow
chromosomowych; rozmieszczenia konkretnych chromosomow, zaleznego od aktywnosci
transkrypcyjnej zawartych w nich gendw, ale takze od stanu fizjologicznego, stanu zdrowia,
wieku osobnika i z reguty zmieniajg sie takze w trakcie ontogenezy? '

Bardzo interesujgcymi znajduje rozwazania Doktoranta dotyczgce wzajemnych
zaleznosci i mechanizmdéw zachodzenia eliminacji DNA i endoreplikacji jako procesu,
odpowiednio poprzedzajgcego, nieobligatoryjnego i obligatoryjnego. Zdaniem Doktoranta,
moze mieé¢ to zwigzek z wczesniejszym filogenetycznie(?) pojawieniem si¢  procesu
endoreplikacji u kregowcéw; podobny proces zachodzi m.in. u niektérych mieszancow ryb
rozmnazajacych sie drogg gynogenezy, prosze o komentarz. Pozostate, powyisze uwagi z
mojej strony nalezy traktowac jako gtos w dyskusji.

W obliczu wielowatkowych badan i analiz, ktére z powodzeniem wykonat Pan mgr
Mikotaj Kazmierski nie mogt ustrzec sie pewnych niescistosci czy niedogodnosci w odbiorze
tresci pracy, ktére ponizej wskazuje.: '

Tres¢ podrozdziatu ,,Zwierzeta” w Materiatach i metodach utrudnia zrozumienie, ktére
zwierzeta w jakim celu byty w badaniach wykorzystywane. Rozumiem, ze w ramach pracy
doktorskiej Autor wykonywat preparaty chromosomowe z tkanek kijanek i dorostych samcéw
zaby smieszki i zaby jeziorowej, celem analizy wzordéw hybrydyzacji w zaleznosci od sond
i blokujacego DNA, ktére uzyskano w procesie izolacji z miesni szkieletowych samcéw obu
gatunkow. Ten etap pracy nie znalazt sie w celach badan(?). Stosowny podrozdziat w rozdziale
Materiaty i metody mogtby brzmieé, np. ,Zwierzgta wykorzystane do przygotowania sond
i blokujgcego DNA”, nastepnie ,Zwierzeta wykorzystane do wykonania preparatéow
chromosomowych i kontrolnych reakcji GISH”, itd. Dobrym i klarownym rozwigzaniem byfoby
takze zorganizowanie tych danych w tabeli zatytutowanej: ,Zwierzeta (ptec¢, genotypy, stadia
Gosnera) wykorzystane w poszczegblnych etapach badan”, a etapy odnoszace sig do
wykorzystania zwierzat to: izolacja DNA i przygotowanie sond i blokujgcego DNA; wykonanie
preparatéw chromosomowych do testowych i kontrolnych reakcji GISH; krzyzowania in vitro
i wykonanie preparatéw chromosomowych do GISH; kijanki uzyskane w krzyzowaniach in
vitro; wyprenarowywanie jednej gonady i przygotowanie preparatow chromosomowych.
"Proponowanym sposobem, mozna bytoby unikngé, m.in. braku kolejnosci przywotywania,
np. najpierw tabeli nr. 13 i 14, a potem tabeli 1 (str. 26).

Analizowanie zawartosci tabel znajdujgcych sie na koricu pracy, zwtaszcza tabeli 7., 8.,
13., uwazam z utrudnione z powodu ich rozlegtosci i drobnej czcionki. lednak, prace doktorska
w postaci monografii traktuje jako Zrdodto zebranych w jednym miejscu wszystkich danych



i uwazam, ze moze zawieral wszystkie wyniki dotyczace badanego problemu, dlatego
wskazuje, ale nie narzekam. Prezentacja uzyskanych tylko danych, bez pustych kolumn lub ich
‘prezentacja w postaci, np. wykreséw kotowych databy mozliwos¢ petniejszego przesledzenia
uzyskanych wynikow.

Moim zdaniem, celowe bytoby wydzielenie w rozdziale Materialy i metody, w zakresie
zastosowanych metod podrozdziatu: Analiza/ocena ploidii zwierzat, ktora byta wykonywana,
co najmniej trzema metodami: wielkos¢ oocytéw, wielkos$¢ erytrocytéw, mikrosatelity,
i zostata podana w sposdb rozproszony w tej czesci pracy. Brak wyjasnienia w omawianym
rozdziale (str. 31) w jaki spos6b okreslano przynaleznos¢ gatunkowa dorostych zab i kijanek na
podstawie polimorfizmu intronu-1 albuminy surowicy.

Z uwagi, m.in. na wspomniang juz wczesniej ztozono$¢ i wieloaspektowosc
wykonanych w ramach oceniane] pracy doktorskiej badari, pozadanym bytoby, aby
zaplanowane gldwne cele pracy zostaty przez Doktoranta odniesione do konkretnych
przyjetych metod badawczych i jednoczesnie przyjetych sposobéw ewaluacji uzyskanych
wynikéw. W mojej opinii, wyniki uzyskane wyfacznie w przypadku pojedynczych komoérek nie
powinny by¢ brane do analiz. Jakkolwiek, rozumiem, ze zawarte w pracy szczegétowe dane
_warto zachey 1ag, na potrzeby dalszych badan.

Rozdziat Wyniki, moim zdaniem wymagatby przebudowar, tak aby nie zawierat tresci
odnoszacych sie, zaréwno do materiatéw, jak i metod (m.in. str. 54-55; 86 i dalsze). Z drugiej
strony, podanie liczby osobnikéw oraz metafaz i interfaz w odniesieniu do materiatéw, ktore
postuzyly do analizy badanych proceséw utatwia rozeznanie sie w tej czesci pracy doktorskiej.
Szkoda, ze Doktorant nie pokusit sie o to, aby informacje te w sposob bardziej sumaryczny
i przejrzysty niz w rozlegtych tabelach znajdujgcych sie na koricu pracy, pokaza¢ w rozdziale
o materiatach i metodach, nawet w postaci tabel. Ponadto, w omawianym rozdziale znajduje
sie wiele informacji, wynikajgcych z uzyskanych wynikdéw wraz z préba ich interpretacji, ktére
powinny znalez¢ sie w rozdziale Dyskusja. Autor pracy, nie zastosowat sig takze do przyjetej
w pracach naukowych reguty, aby rysunki i tabele byly czytelne bez koniecznosci siggania do
treéci pracy, np. Tab. 2/str. 49; Wykres 2./str. 60, i inne. Za mylagce uwazam takze podpisy
rysunkdw, m.in. Fig. 1-10, np. Fig. 8., cyt.: ,Kijanka P. lessonae...”, podczas gdy uwidoczniono
ptytki metafazowe i jgdra komérek w trakcie interfazy w gonadach kijanki....

Z obowiazku recenzenta, ponizej podaje kilka uwag bardziej szczegétowych: 1/ Mozna

-sie tylko dormyslaé znaczenia pojeé: ,duzych jaj” i ,typowej wielkosci jaj” (str. 30); nie
znalaztam wyjasnien w tresci pracy; 2/ Nie znalaztam w tresci pracy wyjasnienia do czego,
w kontekscie celéow pracy postuiyta ocena wieku osobnikow juwenilnych i dorostych;
3/ W rozdziale Materialy i Metody nie wyjasniono takze dlaczego i kiedy stosowano
blokowanie DNA z wykorzystaniem spermy tososia; 4/ Nieodpowiednie podpisy, cyt.: ,Osobnik
ukazujacy ztozono$¢ hybrydogenezy.” - w podpisie Fig. 24 oraz ,,Osobnik ten podazat zgodnie
z modelowym scenariuszem hybrydogenezy” - Fig. 26; 5/ Mylaca wydaje si¢ informacja
podana na str. 93, cyt.:. ,Poniiej (Fig. 21-31) przedstawiona zostata seria zdjec
dokumentujacych réine scenariusze eliminacji i endoreplikacji chromosoméw w komérkach
linii ptciowej diploidalnych i triploidalnych mieszaficéw obu ptci.” poniewaz wskazane rysunki
dotyczg tylko samic. _

Przytoczone niedociggniecia, dotyczace przede wszystkim struktury ocenianej
rozprawy doktorskiej nie umniejszaja osiggnie¢ naukowych Pana mgr Mikofaja Kazmierczaka,
ktéry podjat sie trudnych badan i osiggnat sukces naukowy wyjasniajac, co dzieje sie na
podfozu cytczenetycznym i molekularnym w trakcie proceséw eliminacji i endoreduplikacji
‘zachodzacych podczas hybrydogenezy w komodrkach gonad zab wodnych z kompleksu



P. esculentus complex. Z satysfakcjg stwierdzam, ze bardzo dobrze oceniana przez mnie
rozprawa doktorska jest kélejnq, powstata w zespole i pod kierunkiem Pani Profesor Marii
Ogielskiej, wpisujacg sie w dokonania naukowe zapoczatkowane przez Profesora, Leszka
Bergera, odkrywcy mieszaricowego pochodzenia zaby wodne;.

"Podsumowanie

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Mikotfaja KaZmierczaka bez watpienia
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego jakim jest wyjasnienie
cytogenetycznego podtoza procesu hybrydogenezy , w aspekcie eliminacji genomow
w komdrkach gametogenicznych u hybrydogenetycznych mieszaficow zab wodnych
z kompleksu Pelophylax esculentus. Zawarte w pracy doktorskiej wyniki, bedgce efektem
starannie zaplanowanych badah z wykorzystaniem nowoczesnych metod biologii
i cytogenetyki molekularnej wskazuja, ze Pan mgr Mikotaj KaZmierczak posiada ogromna
wiedze teoretyczng w zakresie dyscypliny nauki biologiczne a takie umiejgtnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wymagania ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki w zwiazku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe

— Prawo o s.kolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669 ze zm.),
whioskuje zatem o jej dopuszczenie do dalszego procedowania.

Z uwagi na merytoryczng warto$¢ naukowa wynikow zawartych w ocenianej pracy doktorskiej

oraz ogromny wkiad pracy Pana mgr Mikotaja Kazmierczaka w ich uzyskanie wnosze
o wyrdznienie pracy stosowng nagroda. ‘

ﬁzﬁgk Roe !



