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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr. MIKOEAJA KAZMIERCZAKA

pt.: Eliminacja genoméw w komérkach gametogenicznych u hybrydogenetycznych
mieszancow Zab wodnych (Pelophylax esculentus complex)

wykonanej w Zakladzie Biologii Ewolucyjnej i Ochrony Kregowcéw
na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego
pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Ogielskiej i dr Magdaleny Chmielewskiej

Wprowadzenie

Hybrydyzacja miedzygatunkowa czy nawet miedzyrodzajowa sa zjawiskami do$é powszechnie
spotykanymi w naturze, szczegdlnie w $wiecie ro$lin. Chociaz mieszarnce nierzadko s3 niezywotne,
w przypadkach gdy tak si¢ nie dzieje krzyzowanie jest istotnym mechanizmem promujacym szybka
Sciezke specjacji. Poniewaz obecno$¢ pojedynczych kopii réznych genoméw rodzicielskich
w jadrach komoérkowych mieszanca co do zasady powoduje powazne zaburzenia przebiegu mejozy,
kluczowsg strategig jest zapewnienie zdolnosci rozmnazania plciowego. Nieco upraszczajac mozliwe
scenariusze, u ro$lin zwykle dzieje si¢ tak za sprawg allopoliploidyzacji. Skutkuje to podwojeniem
liczby poszezegblnych genoméw pochodzacych od gatunkéw rodzicielskich, co przywraca
mozliwo$¢ parowania pomigdzy chromosomami homologicznymi. Istotng konsekwencja jest
permanentne zwigkszenie poziomu ploidalnosci w skali calego organizmu. Jeszcze bardziej
skomplikowane jest zjawisko hybrydogenezy, w trakcie ktérego u mieszafncéw dochodzi do
selektywnej transmisji genomu pochodzacego od jednego z gatunkéw rodzicielskich, a drugi genom
ulega eliminacji. Ta wystgpujaca u niektérych ryb, ptazéw i owadéw nietypowa forma reprodukeji
moze by¢ rozpatrywana jako swego rodzaju pasozytnictwo seksualne, dzicki ktéremu niektore
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genomy zyskujg zwigkszong transmisje kosztem wykorzystania wysitku reprodukcyjnego innego
gatunku. Hybrydogeneza jest wigc zjawiskiem ciekawym na gruncie ewolucyjnym oraz
ekologicznym, ktorego szereg szczegdtow jest stosunkowo stabo poznanych na poziomie
cytogenetycznym, a takze ontogenetycznym — szczegélnie u przechodzacych metamorfozg zab.
Dlatego z uznaniem odnosze si¢ do wyboru ciekawej i ambitnej tematyki pracy przez Doktoranta,
ktora logicznie wkomponowuje si¢ w szerszy nurt badan gametogenezy u plazéw, od lat
prowadzonych w Zaktadzie Biologii Ewolucyjnej i Ochrony Kregowcow Wydziatu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Ogielskie;.

Obiektem analiz Doktoranta byly trzy gatunki zab nalezace do kompleksu Pelophylax
esculentus (zaby zielone) — mieszancowy P. esculentus (zaba wodna, cytotyp diploidalny — 2n=26,
genomy RL, cytotypy triploidalne — 2n=39, genomy RRL, RLL) oraz jego diploidalne gatunki
rodzicielskie: P. ridibundus (zaba $mieszka, 2n=26, genomy RR) i P. lessonae (zaba jeziorkowa,
2n=26, genomy LL). W swej pracy doktorskiej, w oparciu o dane literaturowe mgr Kazmierczak
przyjal zalozenia odnos$nie momentu cyklu zyciowego, w jakim u gatunku P. esculentus zachodza
procesy eliminacji 1 endoreplikacji genoméw, a takze jaka role w pierwszym z wymienionych
procesow pelnig mikrojadra. Dodatkowo Doktorant przedstawil hipotezy badawcze odnoénie
kompozycji genomowej pierwotnych komorek ptciowych, gonocytdow oraz komorek macierzystych
plemnikéw na okreslonych stadiach ontogenezy, Celéw pracy zostato jasno postawione i dotyczyly:
(i) analizy kompozycji genomowej komoérek linii plciowej na poszczegdlnych etapach
spermatogenezy i oogenezy; (ii) okreslenia, ilokrotnie i w jaki sposéb zachodzi w ontogenezie
eliminacja i endoreplikacja genomow; (iii) zbadania, czy zachodzaca w obrgbie gonady okreslonego
osobnika hybrydogeneza ma charakter jednorodny i zsynchronizowany; (iv) analizy przestrzennego
rozmieszczenia genomow gatunkéw rodzicielskich w gonocytach w trakcie interfazy; (v) zbadania
doktadnoéci i wydajnosci mechanizméw cytogenetycznych zawiadujacych hybrydogeneza;
(vi) okreslenia, ile typéw gamet moga wytwarzaé poszczegodlne osobniki mieszaficéw, (vii) analizy
plodnosci cytotypéw diploidalnych i triploidalnych samcéw P. esculentus na drodze krzyzowan
wstecznych oraz z wykorzystaniem technik z zakresu cytogenetyki molekularne;.

Formalna i merytoryczna ocena rozprawy

Przedtozona do oceny obszerna, liczaca 162 strony dysertacja doktorska zostala napisana zgodnie
z ogblnymi wymogami przyjetymi dla tego typu prac, a jej tres¢ odpowiada tytutowi. Rozprawa
zlozona jest z nastepujacych gléwnych czesci (rozdzialéw): ‘Wykaz figur, tabel, rycin i wykreséw’,
‘Streszczenie’ (w jezyku polskim i angielskim), ‘Wstgp’, ‘Zalozenia i hipotezy badawcze’, ‘Cele
pracy’, ‘Materiaty i metody’, ‘Wyniki’, ‘Dyskusja’, ‘Podsumowanie i wnioski’, ‘Aneks’ w ktérym
zamieszczono wickszo$¢ tabel oraz ‘Bibliografia’. W jej sktad wchodza takze liczne, réznorodne
dodatkowe elementy w postaci 32 tablic z fotomikrografiami (nazywanymi przez Autora
WJigurami”), 22 numerowanych tabel (oraz kilkunastu dodatkowych nienumerowanych tabel,
zamieszczonych na poczatku ‘Aneksu’), czterech rycin i o$miu wykreséw. Pytania i uwagi do
Doktoranta w zwigzku z oceniang dysertacja, co do ktérych oczekiwalbym ustosunkowania si¢
w trakcie publicznej obrony rozprawy doktorskiej, zostaly w niniejszej recenzji wytluszczone.

Obydwie wersje jezykowe ‘Streszczenia’ wlasciwie oddajg zawartos¢ pracy. Wprowadzeniem
do tematyki pracy jest liczacy 11 stron ‘Wstep’, w ktorym Doktorant, z uwzglednieniem adekwatnej
literatury fachowe], wprowadza czytelnika w zagadnienia teoretyczne, ktére wigza si¢ z tematem
rozprawy. Rozpoczyna od naswietlenia hybrydogenezy wraz z odniesieniami do grup zwierzat,
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u ktorych zjawisko to wystepuje. Nastgpnie Autor skupia si¢ na przykladach eliminacji genomu
u roéznych grup organizméw. Biorge pod uwage skapo$é opisu i przytoczonych przykladow tego
zjawiska w odniesieniu do roslin ma si¢ wrazenie, ze nazwe tego podrozdziatu (‘Przyktady eliminacji
genomu u roslin i zwierzat’) mozna bylo sformulowaé nieco inaczej. ‘Wstep® zamyka krotka
charakterystyka procesu gametogenezy u zab zielonych ze szczegblnym uwzglednieniem
spermatogenezy. Z analizy tej czesci pracy jasno wynika, ze Doktorant posiada duza wiedza
w tematyce, ktdrej dotyczy dysertacja, a tak skomponowany ‘Wstep’, pomimo do$¢ syntetycznego
charakteru, jest ciekawym i dobrze si¢ czytajagcym wprowadzeniem do krétkich rozdziatéw,
definiujacych odpowiednio zalozenia i hipotezy badawcze oraz cele pracy.

W kolejnym rozdziale, ‘Materialy i metody’, Autor scharakteryzowal wykorzystywany przez
siebie material badawczy, obejmujacy, w zaleznosci od gatunku i plei, kijanki/osobniki juwenilne/
osobniki doroste - odlowione w terenie lub uzyskane w efekcie wykonanych kontrolowanych
krzyzowan in vitro. Ta czg$¢ pracy obejmuje m. in. opis metodyki krzyzowan, ocene wieku
osobnikow milodocianych i dorostych oraz ocen¢ przynaleznosci gatunkowej. Nastepnie opisane
zostaly zastosowane w pracy analizy cytogenetyczne, obejmujace preparatyke chromosomows,
barwienie réznicujace chromosoméw z wykorzystaniem aktynomycyny D i fluorochromu DAPI, ciag
procedur zwigzanych z wykonaniem sond do fluorescencyjnej hybrydyzacii in situ (FISH),
a nastepnie samg procedurg FISH. Mam kilka drobnych uwag ,,okotomerytorycznych” do tej czesci

pracy:
- Strona 33-36 — nie s3 mi znane ,.kuchenne” szczegoly procedur laboratoryjnych Doktoranta ale

kolejnos¢ podrozdziatéw opisujacych przygotowanie sond, wstepng obrébke preparatéw oraz
samg metode FISH moglaby by¢ nieco bardziej uporzadkowana.

- Strona 33 — DAPI nie wiaze si¢ z odcinkami DNA bogatymi w pary A-T w sposéb selektywny,
tylko preferencyjny. Przekaz metodyczny plynacy ze zdania po$wigconego pozostawieniu
preparatéw pod dygestorinm w celu ich wysuszenia i jednoczesnego zabezpieczenia przed
zakurzeniem jest nieco niejednoznaczny. Tego typu czynno$é z pewnoscig nie powinna by¢
wykonywana przy wlaczonym dygestorium (co, jak zakladam, jednak nie miato miejsca).

- Strony 35 i 111 — Autor definiuje genomowa hybrydyzacje in situ (GISH) z symultanicznym
zastosowaniem dwoéch sond calogenomowych, jako genomowsg hybrydyzacje poréwnawcza
(CGH). Chcialem zapytaé¢ Doktoranta, czy w takim kontekscie eksperymentalnym odwolanie
si¢ do CGH na pewno jest uprawnione?

- Strona 36 — procedura ptukaf pohybrydyzacyjnych jest opisana raczej powierzchownie — brakuje
odwotania si¢ do konkretnych wartosci procentowych ‘sity ptukan’ (stringency). To samo odnosi
si¢ rowniez do powigzania sktadu mieszaniny hybrydyzacyjnej i warunkéw termicznych fazy
renaturacji DNA sond z DNA substratu (preparatu). Dlatego prosze Doktoranta, by w trakcie
publicznej obrony rozprawy pokrétce odnios! si¢ do tego, jakie czynniki i w jaki sposéb
warunkujg Kinetyke¢ renaturacji DNA oraz plukai pohybrydyzacyjnych. Czy zdaniem
Doktoranta manipulowanie kinetyka ww. etapéw procedury moglo byé¢ wykorzystane
przykladowo jako ewentualne uzupelnienie (a moze alternatywa?) dla przedstawionych na
str. 37-53 protokoléw testowych, polegajacych na eksperymentowaniu z koncentracjami
sond i czynnikéw ograniczajgcych (niewyznakowany gDNA drugiego genomu, sonifikowany
DNA ze spermy lososia) hybrydyzacje krzyzows sond calogenomowych?




|
o o ygw‘.omuros‘ilnnego B

Pan mgr Mikotaj Kazmierczak zrealizowal postawiony sobie ogélny cel badawczy, dokonujac
szczegdlowe) analizy na poziomie cytogenetycznym loséw genomow R i L u P. esculentus w trakcie
prespermatogenezy, preoogenezy i w trakcie aktywnej spermatogenezy. Eksperymentalna czes$é
pracy zostala zaplanowana w sposdéb bardzo przemyslany i przekonujaco demonstruje mozliwosci
analiz wykonanych z wykorzystaniem technik cytomolekularnych in situ — nawet w sytuacji
ograniczonego wyboru sond molekularnych (efektywnie tylko jedna sonda calogenomowa —
wizualizujaca pozytywnie genom R oraz sonda pericentromerowa RrS1 - umozliwiajaca przyzwoitg
detekcje wickszosci chromosomoéw genomu R, takze w spermatydach i plemnikach, co pozwala na
zadawalajgcy wglad w liczbe kopii tego genomu w trakcie interfazy/komdrkach niedzielacych sig
oraz w kompozycje¢ mikrojader). Na uznanie zasliguje bieglos¢ w opanowaniu preparatyki
cytogenetycznej oraz technik hybrydyzacyjnych w odniesieniu do réznych rodzajéw komoérek -
dzielacych si¢ mitotycznie, mejotycznie oraz begdacych w trakcie interfazy, zaréwno linii
somatycznej, jak i plciowej. Nie jest to zadaniem trywialnym od strony metodycznej, szczegolnie
w odniesieniu do materialu pozyskiwanego z niezréznicowanych gonad najmlodszych kijanek.
Wiyniki badan zostaty przedstawione w sposdb wyczerpujacy i udokumentowane za pomocg licznych
tablic z fotomikrografiami, wykresow, tabel i schematéw. Wykonane przez Doktoranta szczegdtowe
analizy dostarczajg kompleksowych informacji odnodnie przebiegu i dynamiki procesu
hybrydogenezy u mieszancéw P. esculentus, nie tylko potwierdzajac rézne wczesdniejsze zalozenia
i hipotezy ale tez dostarczajac szeregu nowych informacji. Dotyczy to chociazby tego, ze gonocyty
w obrgbie jednej gonady moga podlega¢ réznym scenariuszom przebiegu hybrydogenezy,
niezaleznosci proceséw eliminacji i endoreplikacji genomdéw, ich sekwencji w hybrydogenezie oraz
faktu ze w przeciwienstwie do eliminacji, endoreplikacja wydaje si¢ by¢ etapem niezbednym dla
powstania zywotnych gamet. Cenng informacja jest takze oszacowanie (nie)efektywnosci
hybrydogenetyczne] spermatogenezy u badanego mieszanica. Nie mam istotnych uwag
merytorycznych do tej czgsci rozprawy, a stosunkowo nieliczne uwagi redakcyjne zamieszczone
zostaly w dalszej czgéci recenzji. Z uznaniem odnosze sie¢ do wspoélautorstwa Doktoranta w trzech
pracach oryginalnych poswigconych réznym aspektom hybrydogenezy u P. esculentus, ktore ukazaly
si¢ w liczacych si¢ czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym. Zaktadam, Ze nie konczy to dziatan
zwigzanych z upowszechnianiem wynikéw badan bedgcych efektem realizacji niniejszej pracy
doktorskie;j.

Rozdzial ‘Dyskusja’ zostal podzielony na kilka czeéci. W pierwszej, mgr Kazmierczak omawia
otrzymane wyniki badan w kontekscie ich interpretacji oraz oryginalnosci najwazniejszych osiggniec.
Pokazny poczatkowy fragment kolejnej czesci, zatytulowanej ‘Hybrydyzacja in sitw’, w istocie
nawigzuje do réoznych innych technik pozwalajacych na rozréznienie genoméw R i L. w kompleksie
P. esculentus. Dalsze akapity, cho¢ skupiaja si¢ na r6znych i czasem nieco rozproszonych watkach,
sg juz w zgodzie z tematykg tej czesci ‘Dyskusji’. Po krétkim nawigzaniu do tematyki segregacji
przestrzennej genomow w interfazie 1 ewentualnego znaczenia tego stanu rzeczy dla procesu
eliminacji, dalsze czesci tego rozdziatu sg w racjonalny sposob poswiecone okreslonym zdarzeniom
cytogenetycznym, zwigzanym z hybrydogeneza, a wigc eliminacji i endoreplikacji, mikrojgdrom
bedgcym cytologiczna manifestacja eliminowanych chromosoméw i aneuploidii. Ostatnia czg$é
‘Dyskusji’ poswigcona jest rozwazaniom na temat plodnosci samcow P. esculentus w kontekscie
plodnosei samcoéw gatunkéw rodzicielskich oraz statusu i réznorodnosci genomowej plemnikéw
produkowanych przez samce nalezace do cytotypu diploidalnego oraz triploidalnych. W nawigzaniu
do zdania , W rozwigzaniu tego problemu pomogloby przyzyciowe obrazowanie...” (str. 119)
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chcialbym zapyta¢ Doktoranta, czy znane mu s3 podejicia badawcze umoiliwiajgce
przyzyciowe obrazowanie przynajmniej niektérych sekwencji DNA?

Whioski ptyngce z prowadzonych badan pojawiaja si¢ w dwdch miejscach rozprawy — na
zakonczenie rozdzialu “Wyniki’ (‘Ogélne wnioski’ - str. 104-106) oraz jako oddzielna czesé pracy
(‘Podsumowanie i wnioski’ - str. 123-125). Nie jest to typowe pod wzgledem redakcyjnym
rozwigzanie ale biorgc pod uwage niezwykle obszerny i analityczny rozdzial ‘Wyniki’ — jego
zastosowanic ma racj¢ bytu. Niezaleznie od tego, niektére informacje zawarte w czesci
‘Podsumowanie i wnioski’ niekoniecznie powinny si¢ tam znalez¢, gdyz majg charakter techniczno-
statystyczny (np. p. 2) lub sa rekapitulacja przyjete;j strategii badan (np. p. 3). Mniejsza liczba zwieZlej
sformulowanych i nieco lepiej uporzadkowanych wnioskow zwigkszylaby czytelnosé i site przekazu
tej czgsci rozprawy.

Wykaz literatury obejmuje prawie 180 pozycji, praktycznie wylacznie anglojezycznych. Sa to
zaréwno prace nowe, jak i klasyczne. Dobér pismiennictwa $wiadczy o tym, Zze Autor bardzo dobrze
orientuje si¢ w zakresie problematyki badawczej bgdacej przedmiotem niniejszej rozprawy.

Redakeyjna ocena rozprawy

Rozprawa jest starannie przygotowana pod wzgledem redakcyjnym. Ogélna uwaga redakcyjna
dotyczy obszernosci i szczegbltowosci rozdziatu ‘Wyniki’. Zapewne w duzym stopniu jest to
podyktowane rozmachem wykonanych prac eksperymentalnych, tym niemniej analizujac ta czesé
pracy chwilami mialem poczucie pewnej nadmiarowosci przekazu. Zadania nie ulatwia fakt, ze
przykladowo do o$miu wykreséw znajdujgcych si¢ w tej czesci rozprawy brakuje odwolafi z poziomu
tekstu gléwnego. Ponizej wypunktowane zostaty (zwykle w porzadku chronologicznym, a nie pod
wzgledem istotnosci) nicktére drobne niedociggniecia natury redakcyjnej. Pelna lista uwag moze
w razie potrzeby zostaé udostepniona Autorowi.

- Strona 13 (“Wstep’) — tre$¢ zdania ,, Mieszarice muszq wyksztatci¢é mechanizmy...” jest niejasna.
Problemem nie jest ,, brak homologii migdzy chromosomami homologicznymi” ale fizyczny brak
takich chromosomoéw (w genotypie mieszanca wystepuja chromosomy
niehomologiczne/heterologiczne). Nie wydaje si¢ tez zasadne nawiazywanie do chromosoméw
homeologicznych, bo u wielu organizméw ich obecnosé akurat prowadzi do zaburzen w przebiegu
mejozy, stad koniecznos¢ wyksztalcenia mechanizméw supresji parowania takich chromosoméw
(np. locus Ph1 u allopoliploidalnych pszenic).

- Strona 30 (‘Materiaty i Metody®), takze inne miejsca rozprawy — mam watpliwosci, co do
prawidlowosci stosowania terminéw ,, haploidalny genom R”, , diploidalny genom RL”,
»»diploidalny genom RR” (np. str. 76). W mysl wigkszosci definicji genom to haploidalny zestaw
chromosom6w, co oznacza ze RR to dwie kopie genomu R, RL to dwa rézne genomy, z ktérych
kazdy wystepuje w pojedynczej kopii, itd.

- Strona 39 (‘Materiaty i Metody’) — legenda Fig. 1, takze w innych miejscach rozprawy — sonda
calogenomowa L nie byla znakowana tylko wykrywana za pomoca przeciwciala
(antydigoksygeniny) skoniugowanego z odpowiednim fluorochromem. Znakowanie DNA
wykonano przy pomocy wbudowania zmodyfikowanego nukelotydu (digoksygenina-11-dUTP).
Znakowanie DNA i detekcja, to dwie zupelnie rézne w sensie czasowym i czynno$ciowym
procedury.
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Strona 39 (‘Materialy i Metody’) — na fotomikrografii w Fig. 2B brak informacji, Ze zastosowano
kombinacj¢ sond R+RrS1. Wbrew informacji zawartej w legendzie tej ryciny, nie wszystkie
sygnaly hybrydyzacji sondy RrS1 sa wyraznie widoczne.

Strona 48 (‘Materialy i Metody’) — wbrew informacji zawartej w ostatnim zdaniu na str. 47,
sygnaty DAPI" w centromerach chromosoméw przedstawionych na fotomikrografii 9A sg
praktycznie niewidoczne.

Pozostate drobne niescistosci: str. 77 — samiec RLL 2/3n/15/Z5 a nie ,, Zwir5”, str. 78 (opis Tab.
6) — krzyzéwka 2A a nie 1A. Brak wyjasnienia, np. w stopce pod tg tabela, co w przypadku
niektérych genotypéw oznacza ¥, Nie jest tez jasne, dlaczego niektére genotypy sa zapisane przy
pomocy kursywy, a inne nie.

W legendach niektdrych tablic znajduja si¢ odniesienia do elementéw (np. strzalek)
niewidocznych na fotomikrografiach (np. str. 66, Fig. 15E), ewentualnie na fotomikrografiach (np.
Fig. 19A, E, G) znajduja si¢ strzatki, ktérych znaczenia nie wyjasniono w legendzie. W legendzie
Wykresu 7 (str. 91) brakuje ‘RL’ przy odniesieniu do panelu (A), do tego znajduje si¢ informacja
0 kolumnie w kolorze brunatnym (obecno$¢ genomu L), ktéra w rzeczywistosci jest granatowa,
itd.

Podajgc zawartos¢ jadrowego DNA (str. 113), zwykle uscisla si¢ takze czy dana warto$é dotyczy
zreplikowanego (2C) czy niezreplikowanego (1C, C) genomu.

W ‘Aneksie’ na str. 126 i 129 wartosci liczbowe 1 procentowe w tabelach prezentujacych
poszczegblne scenariusze nie sumujg sic wzgledem tabeli przedstawiajacej catkowite liczby
przeanalizowanych zdarzen. W tabelach na str. 127 i 128 problem ten nie wystepuje. Nie jest tez
jasne dlaczego tabele na str. 126-129 nie majg zadnej numeracji porzgdkowej, natomiast kolejne
tabele ‘ Aneksu’ takg numeracje (bedaca kontynuacjg numeracji tabel z gitdownego tekstu rozprawy)
posiadajg. Wiekszo$é tabel z zakresu Tab. 7 — Tab. 22 ma swoje nazwy pod tabelg. Ogolnie
przyjeta konwencja to umieszczenie tego elementu nad tabela.

Cho¢ rozprawa jest dobrze przygotowana od strony jezykowej, trafiajg si¢ sformutowania nie
do konca poprawne gramatycznie, przyktadowo ,, sygnaty na chromosomach”, , figury” (w calej
rozprawie). W kontekscie tablic zawierajgcych fotomikrografie bardziej poprawnym terminem
bylaby rycina, ewentualnie tablica. Inne przykladowe nietypowe zwroty to przykitadowo
~Jfrekwencje” — szczegblnie jesli stosowane w kontekscie liczby sygnatéw hybrydyzacji (np. str.
89), stowo ,,zwarte” stosowane dla zobrazowania stopnia kondensacji chromosomow (str. 53).
Dyskusyjna jest zasadnos¢ sformutowania ,, ekspresjonowanie ” w konteksécie wystgpowania (lub
nie) sygnaléw sondy RrS1 w mikrojadrach (str. 57, 58, 87) lub jadrach interfazowych (str. 89).
Bardziej wlasciwym sformutowaniem, niz ,, kompleks sond” (str. 61) jest kombinacja sond,
niezbyt fortunnym skrétem myslowym jest twierdzenie, ze preparaty chromosomowe w metodzie
FISH barwiono sondami (réwniez str. 61), podobnie ,, techniki hybrydyzacji znakowania sondami
catogenomowymi” (str. 111) oraz ,, GIdwna zasada dziatania tej techniki... ” (str. 112) — trudno sie
zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze ,,...zrnakowana sonda wigze si¢ posSrednio lub bezposrednio
z docelowym materiatem genetycznym...”. Strona 108 (‘Dyskusja’) — przedostanie zdanie:
przypuszczam, ze Autor ma na mysli eliminacj¢ genomu, a nie genotypu. Uzycie stowa
.» Feduplikacja” nie jest do konca fortunne, bo przyktadowo pokrewny termin endoreduplikacja ma
przyporzadkowane precyzyjne znaczenie jako jedna (i Scisle okreslona w sensie przebiegu
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konsekwencji) ze $ciezek endoreplikacji. Replikacja genoméw w przypadku mieszanca
P. esculentus zdaje si¢ raczej przypomina¢ endomitoze. Strona 111 (‘Dyskusja’) — stwierdzenie
.» Organizatory jgderkotwdrcze NOR” jest tautologia — stosuje si¢ albo jeden termin albo drugi. Ta
sama strona — nie ma czegos takiego, jak ,, Srédmigzszowe powtdrzenia telomerowe” — to efekt
blgdnego tlumaczenia angielskiego stowa interstitial (ktére w tym kontekdcie znaczeniowym
tlumaczy si¢ jako interstycjalne). Ta sama strona oraz inne miejsca rozprawy — w zdaniach na
zasadzie ,, Chromosom P. ridibundus niosgcy NOR zawiera 2 miejsca Srédmigiszowych powtérzen
telomerowych” nie praktykuje si¢ zapiséw liczbowych do wartosci dziesie¢. Strona 124 (wniosek
nr 11) — zaktadam, ze Autor ma tutaj na mysli rearanzacje genomowe (eliminacja, endoreplikacja),
a nie chromosomowe. Ta sama strona, wniosek w p. 13 (,Gs”, ,,SSCs”) — nie jest wskazane
wstawianie w tekst w jezyku polskim obcoj¢zycznych skrotow, dodatkowo zapisywanych
w obcych formach gramatycznych (liczba mnoga skrotu w jezyku angielskim).

Podsumowanie i wniosek koricowy

Zard6wno w wymiarze koncepcyjnym, merytorycznym, jak i metodycznym wysoce pozytywnie
oceniam przedlozong rozprawe, a jej drobne, zwykle redakcyjne niedociagni¢cia nie maja wplywu
na calosciowa oceng. Stwierdzam, ze praca spelnia kryteria stawiane kandydatom w Ustawie
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003
r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nt 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228,z 2011
r. Nr 84, poz. 455, z 2016 1. poz. 882). Wnosz¢ wigc do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego o przyjecie rozprawy doktorskiej Pana mgr. Mikolaja
Kazmierczaka i dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Dodatkowo,
majac na uwadze wysokg warto$¢ merytoryczng ocenianej pracy, w sytuacji satysfakcjonujacego
przebiegu calego przewodu doktorskiego wnosze o jej stosowne wyrdznienie.
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