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Ocena rozprawy doktorskiej p. mgr Karola Zlobinskiego pt.

,»RoOznicowanie nablonka folikularnego w politroficznych jajnikach wybranych

przedstawicieli motyli (Lepidoptera) i chruscikéw (Trichoptera)”

Badania morfologiczne wykonywane dzigki wcigz ewoluujacym w kierunku lepszej
rozdzielczosei i mozliwos$ci obrazowania 3D technikom mikroskopowym-dostarczaja nam wciaz
nowych danych poréwnawczych. Na szczgscie techniki te oraz mozliwosci, ktore daja wceigz
przyciagaja mtodych adeptéw nauki. Szczegétowe obrazowanie narzadow, tkanek i komorek ma
nadal sens a kolejnym dowodem na to jest recenzowana praca doktorska. Pan mgr Karol Zlobinski
kontynuuje chlubng tradycje Zaktadu Biologii Rozwoju Zwierzat Uniwersytetu Wroclawskiego
badan nad gametogeneza stawonogdéw. Obiektem zainteresowan doktoranta jest struktura jajnika i
proces oogenezy 10 gatunkéw owadoéw zaliczanych do dwu rzgdow: Lepidoptera (motyle) i
Trichoptera (chrusciki). Jajniki owadéw i oogeneza stanowig bardzo wdzigczne pole do badan —u
owaddéw opisano wiele réznych systemow organizacji jajnika a proces oogenezy jest bardzo
dynamiczny i najczesciej widowiskowy. Dodatkowo owady to najliczniejsza gatunkowo grupa
zwierzat, trudno si¢ wiec dziwié, iz tym tematom u owadoéw poswigcono tysigce oryginalnych prac
badawczych i wiele ksigzek. Mimo to daleko nam jeszcze od kompletnych opisow tych zagadnief
dlatego z duza ciekawoscig i zainteresowaniem nalezy przyja¢ badania poréwnawcze wykonane
przez p. Ztobinskiego. Lipidoptera i Trichoptera uwazane sg za grupy siostrzane i taczone jako
Amphiesmenoptera, ktdra to grupa z kolei przez wielu autoréw uwazana jest za takson siostrzany
do Antliophora czyli grupy zawierajacej Siphonaptera (pchty), Mecoptera (wojsilki) i Diptera
(muchowki). Wspominam o tym, poniewaz jednym z gtéwnych celéw pracy bylo poréwnanie

otrzymanych wynikéw do badan nad Drosophila melanogaster.

Wybor materiatu do badan jak i cele pracy uwazam za bardzo dobre i nie budzace

watpliwosci. Doktorant zajal si¢ badaniami nad ogdlng strukturg owariol i wybranymi aspektami
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oogenezy — przede wszystkim réznicowaniem i1 dywersyfikacjg nablonka folikularnego — w dwdch
rodzinach motyli tj. Sphingidae i Micropterigidae oraz pigciu rodzinach chruscikow:
Hydropsychidae, Polycentropodidae, Phryganeidae, Limnephilidae i Sericostomatidae. Wybor ten
byt bardzo trafny — chociaz literatura tematu poswigcona motylom jest bardzo obszerna, to wybrane
grupy nie byly intensywnie badane a ponad to zestawienie gatunkéw bazalnych (Micropterigidae —
1 badany przedstawiciel) i wyspecjalizowanych (Sphignidae — 4 gatunki) motyli w celach
poréwnawczych ma duzy sens. Z rzedu Trichoptera wybrano do badan po jednym przedstawicielu z
kazdej rodziny a uzyskane dane sg bardzo warto$ciowe poniewaz chrusciki rzadko cieszyly sie
uwagg badaczy zainteresowanych tymi procesami. Autor we Wstepie jasno postawit cele pracy. W
sumie jest to jeden cel nadrzedny: analiza poré6wnawcza réznicowania i dywersyfikacji nablonka
folikularnego. Ten nadrzgdny cel wygenerowal wiele pytan, na ktére Autor chciat odpowiedziec.
Czy reprezentanci badanych rodzin motyli i chruscikoéw o odmiennej pozycji filogenetycznej majg
taka samg organizacj¢ owarioli i ta samg liczbg subpopulacji komorek folikularnych? Czy sg i jakie
réznice w ich morfologii i ultrastrukturze? Ktére komorki folikularne i jak migruja? Czy istnieja
,homologi” komorek polarnych, ktére u Drosophila determinujg losy ré6znych subpopulacji
komorek folikularnych? Jak wspomniano uzyskane dane Autor wykorzystal nie tylko do poréwnan
w obrgbie dwu badanych rzedow ale takze do poréwnan z danymi znanymi z D. melanogaster i
innymi Amphiesmenoptera. Ponad to ambicjg Autora bylo wykorzystanie uzyskanych wynikéw w

rozwazaniach filogenetycznych dotyczacych pokrewienstw w obrebie Amphiesmenoptera.

Od razu chcialbym wypunktowaé najwazniejsze osiggnigcia prezentowanych badan, ktére
bez watpliwosci przesadzajg o tym, ze przedstawiona do recenzji praca stanowi oryginalne

osiggni¢cie naukowe i spelnia ustawowe wymogi stawiane pracom doktorskim:

- oryginalny opis jajnikow 4 gatunkéw zawisakow i 1 gatunku skrzydliniakowatych,
wykazanie wielu podobienstw jak i istotnych réznic (filamenty terminalne, styliki

migdzypecherzykowe) w organizacji owariol pomigdzy tymi rodzinami,

- oryginalny opis morfologii i ultrastruktury jajnikéw 5 przedstawicieli chruscikow, w tym
wykazanie, iz jajnik Polycentropus irroratus znacznie roézni si¢ od jajnikow pozosta{ych gatunkow
badanych chruscikow a jest podobny do analizowanego przedstawiciela skrzydliniakowatych
Micropterix calthella (np. u obu gatunkoéw brak stylikow miedzypecherzykowych), dane te wg.

Autora §wiadczg o bliskim pokrewienstwie obu grup,
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- szczegOlowy opis réznicowania si¢ oraz zachowania w czasie postgpu oogenezy komdrek
folikularnych wszystkich analizowanych gatunkow z obu rzedow, w tym wykazanie iz formuje si¢
5 subpopulacji tych komdrek i stwierdzenie, iz procesy roznicowania i dywersyfikacji komorek
folikularnych w obu badanych rzedach sg bardzo podobne, s3 to kolejne cechy potwierdzajace
bliskie pokrewienstwo Lepidoptera i Trichoptera

- wykazanie, iz tylko komorki centrypetalne badanych gatunkow majg zdolnos$¢ do aktywnej

migracji,

- dokonanie szczeg6towego pordwnania badanych proceséw z danymi dotyczacymi jajnika
D. melanogaster, por6wnania te $wiadczg po raz kolejny, iz pewnych danych z gatunkow
modelowych nie mozna uogdlniaé, gdyz nawet w grupach blisko spokrewnionych wiele procesow

przebiega inaczej.

By osiggna¢ te rezultaty Autor znakomicie opanowal i zastosowal wiele mikroskopowych
technik badawczych. Badat zar6wno catosciowo preparowane owariole (kontrast Nomarskiego i
mikroskop fluorescencyjny — preparaty barwione histochemicznie oraz immunohistochemicznie),
jak i material sekcjonowany na skrawki potcienkie zatapiane w zywicach eponowych i akrylowych
réznorodnie barwiony w celu identyfikacji np. kwasow nukleinowych, biatek srebrochtonnych czy
polisacharydow oraz dokonywat analizy skrawkow ultracienkich w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym. Osobno chciatbym wspomnie¢ o badaniach przyzyciowych bo one w mojej opinii
stanowig jeden z wartych inwestowania kierunkéw rozwoju wspotczesnej biologii. Pan mgr
Z}obinski takze wykonat takie analizy wizualizujgc w zywych komorkach cytoszkielet
mikrotubularny i siateczke srddplazmatyczng. Wyrazem natomiast znakomitego opanowania
technik badawczych jest dokumentacja fotograficzna pracy; jakos¢ jej jest wySmienita i moze
stanowi¢ wzor godny do nasladowania. Na pewno oprocz predyspozycji Autora niebagatelng rolg w
uzyskaniu tak dobrej dokumentacji odegrata szkota macierzystego Zaktadu. Bardzo tadne i czytelne
sg wstawione w tekst pracy oryginalne schematy wykonane przez Autora. Generalnie interpretacja
przedstawionej dokumentacji nie budzi zastrzezen, pewne watpliwosci przedstawie ponize;j.
Chciatbym tu takze dobitnie podkresli¢, iz Autor pracowat na organizmach hiemodelowych,
pozyskiwanych z terenu co na pewno znacznie ograniczalo liczbg powtdrzen poszczegdlnych analiz

i wykorzystanych technik. Godny pochwaty jest takze pomyst hodowli 3 gatunkow
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zawisakowatych — umozliwilo to analize jajnika w stadium poczwarki, co u owadéw ma duze

znaczenie bowiem u wiekszosci gatunkéw imagines nie maja funkcjonalnego germarium.

Chcialbym teraz odnies¢ si¢ do samej rozprawy doktorskiej. Ma ona uktad klasyczny. Od
razu chcialbym zaznaczy¢, ze praca jest wydana bardzo starannie. Widac, ze Autor przywigzat duzo
uwagi do edytorskiej strony pracy. Wszystko tu jest dopracowane w najmniejszych szczegdtach —
Autor starat sie ulatwi¢ maksymalnie przyswajalnos¢ pracy i np. wytluszczal w tekscie roznorodne
terminy a cytowana literatura jest zaznaczona na niebiesko, w dokumentacji zas pewne obrazy
zostaly sztucznie pokolorowane. Wstep jest krotki, bardzo syntetyczny i ogdlnie zarysowuje
najwazniejsze fakty dotyczgce budowy jajnika owadow i proceséw réznicowania nablonka
folikularnego — te ostatnie oméowiono na przykladzie tylko D. melanogaster. We Wstgpie, podano
takze oméwione juz wczesniej cele pracy oraz zamieszczono krdotka notke o pozycji systematyczne;j
motyli i chruscikow. W Materiatach i Metodach przedstawiono dane na temat badanych gatunkow
oraz opisano w sposob szczegdtowy zastosowane metody badawcze. Opis metodyki jest jasny i nie
budzi zastrzezen. Jedynie brakuje tu danych ile osobnikéw danego gatunku bylo analizowanych i ile
powtdrzen badan wykonano. Wyniki sa obszerne (23 strony), napisane jasnym, precyzyjnym
jezykiem. Podzielono je kilka podrozdzialow, w ktérych osobno opisano budowe owarioli i losy
komorek folikularnych zawisakowatych, skrzydliniakowatych, Polycentropodidae i pozostatych 4
gatunkéw chruscikéw. Jak wspomniano wyniki ilustrowane sg dokumentacja o doskonatej jakosci
(28 tablic kazda zawiera co najmniej kilka mikrofotografii) oraz okraszone szescioma schematami i
zbiorczg tabelg podsumowujgcg dane na temat subpopulacji komorek folikularnych. Dyskusja
podzielona jest na 3 podrozdziaty; w pierwszym Autor poréwnuje swoje dane dotyczace ogo6lnej
budowy owariol z danymi literaturowymi dotyczacymi motyli i chruscikéw oraz D. melanogaster.
W kolejnym wg tego samego schematu skupia si¢ gldwnie na ré6znicowaniu nabtonka folikularnego
i r6znorodnych aspektach z tym zwigzanych jak np. potgczenia pomigdzy komdrkami folikularnymi
czy produkcja przez nie prekursoréw zoéttka. W ostatnim podrozdziale zatytutowanym ,,Rozwazania
filogenetyczne” stara si¢ odnie$¢ swoje dane do wspodtczesnych koncepcji filogenetycznych
dotyczagcych Amphiesmenoptera — zostato to juz zaznaczone wczesniej. Podsumowanie to zestaw
11 punktow sumujgcych uzyskane dane i ich interpretacj¢ pordwnawcza i ﬁlbgenetycznq. Nie mam
zadnych uwag co do wykorzystanej w pracy literatury (260 pozycji). Autor cytuje zar6wno
pionierskie jak i ostatnie prace dotyczace omawianych problemoéw. I cho¢ w kilku miejscach prac
cytowanych wydaje sie by¢ za duzo (np. w odniesieniu do Drosophila cytowane sa np. liczne prace
‘I Katedra Histologii i Embriologii Zwierzat )

t ngzi:: :vivzl;gz Oi_gggr;ané \S;iocc;owiska Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach
| ul.Ba :

tel. 32 359 18 20 lub 32 359 13 42,fax 32 359 13 18
e-mail: piotr.swiatek@us.edu.pl




Strona | 5

oryginalne na dany temat i zarazem wiele prac przegladowych, niekiedy bardzo ogélnych) to
sposob napisania pracy dobitnie $wiadczy o tym, Ze Autor zna cytowang literature i sprawnie si¢ w

niej porusza.

Nie mam watpliwosci, iz aktualnie priorytetem Autora oraz Pan Promotor jpowinno by¢
opublikowanie uzyskanych wynikéw. Cheiatbym wige w tym miejscu podzieli€ si¢ z kilkoma

komentarzami, zapytaniami czy watpliwosci, ktére pojawity si¢ w wyniku analizy niniejszej pracy:

- str. 7 ,, .. biatka ekspresjowanego przez ....” — to jakas niezreczna kalka jezykowa,

ekspresji ulegaja geny, bialka sg produkowane, wytwarzane itp.

- str. 12 i nastgpne — w wielu miejscach Autor pisze ,,Poszczegélne gatunki motyli

(chruscikow) oznaczyt .....” — oznacza si¢ (i bada) osobniki danego gatunku

- str. 15 Metody rodz. 2.2 — autor wymienia tu wiele metod, ktore nie zostaly w pracy
pokazane w zaden sposob (tzn. nie wspomniano o nich w Wynikach i nie ma zadnej dokumentacji).
Chodzi tu np. o barwienie Azurem B, metodzie AgNOR czy wykrywaniu biatek metoda rteciowo-
bromofenolowa. Mozna co prawda domysli¢ sig, ze tymi metodami analizowano np. domeny
jadrowe w pecherzyku zarodkowym i trofocytach (wspominano ogélnie o analizach tych struktur w
Wynikach na str. 22, 31, 37) ale wydaje mi si¢ nie celowe opisywanie catej metodyki zastosowanej

w czasie studiéw doktoranckich a nie pokazanej w zaden sposéb w pracy.

Mam tu kolejne zapytania/komentarze metodyczne— szczeg6lnie w kontekscie publikowania
wynikéw tych badan. Czy Autor planowat lub wykonywal badania w SEM? Szczegdlnie byly by
przydatne obrazy powierzchni kapsut jajowych. Poza tym Autor duzy nacisk w pracy kiadzie na
,»aktywnos¢ proliferacyjng” réznych subpopulacji komoérek folikularnych i porownuje ja jako
»duza”, ,malg”, brak itp. W pracy nie zaprezentowano zadnych obliczen statystycznych by wnioski
takie byly w pelni uprawnione. Z pracy wynika, ze aktywnos$¢ ta byta wnioskowana jedynie na
podstawie obserwacji figur mitotycznych na skrawkach badz na preparatach cato$ciowych
analizowanych w mikroskopie fluorescencyjnym. By wyniki byly bardziej wiarygodne
sugerowatbym zastosowanie znakowan specyficznych dla mitozy jak metoda z zastosowaniem
BrdU, znakowanie przeciwciatem skierowanym przeciwko ufosforylowanej formie histonu H3 czy
zastosowanie PCNA. Poniewaz, u wigkszosci zwierzat podzialy komérkowe uzaleznione sg takze
od cyklu dobowego metody te pozwolily by skuteczniej wykrywaé¢ komorki wechodzace w mitoze i
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umozliwi¢ odpowiednie obliczenia. W pracy brakuje mi takze jakichkolwiek pomiaréw
morfometrycznych — sg one tatwe do przeprowadzenia i dajg konkretne wyniki. Autor czgsto pisat
np. o komdrkach duzych, matych, zmniejszajace;j si¢ wysokosci nabtonka itp. — podanie tutaj
konkretnych wartosci na pewno bylo by dobrym potwierdzeniem obserwacji. Ostatnie juz pytanie
metodyczne: domyslam sig¢, ze tylko ograniczenia w dostgpie do materiatlu uniemozliwily Autorowi
wykonanie analiz tréjwymiarowych? Szczegoélnie pytam o to w kontekscie np. wedrowki komorek
centrypetalnych czy kontaktu komoérek bieguna tylnego z blaszka podstawng. Rozumiem takze, ze
takie stwierdzenia jak to méwiace iz komorki bieguna tylnego Smerinthus ocellatus pokazane w
Tab. VIII Fot. 5 nie majg kontaktu z blaszka podstawng padty na postawie analiz seryjnych
skrawkow ultra- bgdz pélcienkich? Nie zaznaczono tego w pracy a pojedyncze obrazy
ultrastrukturalne jak ten przedstawiony w Tab. VIII Fot. 5 nie s3 zadnym dowodem, ze ta konkretna
komérka nie ma kontaktu z blaszka podstawna. Coraz tatwiej dostepne mikroskopowe techniki 3D

pozwolily by jednoznacznie wyjasni¢ takie watpliwosci.

- str. 29 Wyniki, zastanawiam si¢ dlaczego w pracy nie pokazano zadnej dokumentacji
dotyczacej formowania mikropyle Laothoe populi? Czy u innych analizowanych gatunkéw motyli i

chruscikow obserwowano mikropyle?

- Tab. II Fot. 4. Intryguja mnie fragmenty komoérki widoczne w prawym goérnym rogu
mikrofotografii. Czy to tez jest fragment komorki prefolikularnej?

- Tab. XII Fot. 4. Pytanie wynikajgce z obserwacji wlasnych: czy takie specyficzne
barwienie Tubulin Tracker Green nie wynika raczej z tego, iz barwnik ten wnika nieréwno do
zywych komoérek? Stowem czy zawsze obserwowatl Pan tylko kilka komorek stylika
mig¢dzypecherzykowego, w ktorych znakowaty si¢ mikrotuble? Mysle, ze w takich badaniach trzeba

wykona¢ wiele préb i podchodzi¢ ostroznie do ich interpretaciji.

Dyskusja str. 46. Wydaje mi si¢, Ze do pelnego poréwnywania organizacji germarium i
wyciggania wnioskéw byty by konieczne badania wezesniejszych niz imago stadiéw rozwojowych

Micropterygidae i badanych Trichoptera.

Dyskusja str. 58. Stwierdzenie, ze komorki centrypetalne Amphiesmenoptera nie wydaja si¢
by¢ analogiczng populacja do komérek centrypetalnych Diptera. Chyba chodzito tu o to, ze nie s3

populacjg homologiczng?
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Dyskusja str. 63 Autor pisze, iz ,, Wyniki badan (....) uzyskane w niniejszej pracy rowniez
zostaly wykorzystane w analizie filogenetycznej”. Jest to zdanie na wyrost, bo Autor nie
wykonywat w pracy zadnych analiz filogenetycznych, nie zrobit zadnej matrycy cech, nie
zastosowat zadnej filogenetycznej metody badawczej i1 nie zaprezentowal zadnego drzewa

filogenetycznego.

- Nigdzie w pracy nie znalaztem odpowiedzi na ostatni cel pracy (str. 10) — czy taka

subpopulacja ,,organizatorow morfogenetycznych” u badanych gatunkéw istnieje??

Mam nadzieje, ze w/w uwagi i zapytania sg konstruktywne i pomogg Autorowi w dalszych

pracach nad upublicznieniem prezentowanych wynikéw.

Podsumowujgc, we wniosku koncowym stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska stanowi kompleksowe i staranne opracowane osiggni¢cie naukowe wnoszace oryginalne
dane do literatury tematu i tym samym w pelni spetnia ustawowe wymogi stawiane pracom
doktorskim. Pan mgr Karol Zlobinski w pelni zastuguje na dopuszczenie go do kolejnych etapow
przewodu doktorskiego o co wnioskuje do Rady Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego. Jednoczesnie rekomenduje Wysokiej Radzie wyrdznienie niniejszej pracy.
Wyré6znia si¢ bowiem ona na tle znanych mi tego typu opracowan przede wszystkim poziomem
dokumentacji i ponadprzeci¢tnym, w mojej ocenie, zaangazowaniem autora w pozyskanie i

wykonanie réznorodnych analiz mikroskopowych jajnikéw 10-ciu gatunkow owadow.

Touks
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