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Ocena
rozprawy doktorskiej Pani mgr Oliwii Michalik, zatytutowanej
~Wykorzystanie procesu androgenezy do indukcji rozwoju haploidéw i podwojonych
haploidow u wybranych gatunkow ryb tososiowatych (Salmonidae)”
ang. ,Application of androgenesis process to induce haploid and doubled haploid
development in several salmonid fish (Salmonidae) species”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest oparta na czterech oryginalnych
wspoétautorskich pracach, ktére opublikowane zostaty jako artykuty naukowe (Michalik O.
et al. 2014, 2015, 2016, 2017) w czasopismach dobrze dobranych pod wzgledem profilu
naukowego i znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR) i na liscie A MNiSW.
taczna liczba punktow wedtug listy MNiSW w zaleznosci od roku wydania lub roku 2017
wynosi 100 lub 115, a taczny wspotczynnik wptywu, IF = 5,449, Tres¢ umieszczonych na
koricu rozprawy os$wiadczen wszystkich wspotautorow wskazuje, ze Doktorantka
uczestniczyta zaréwno w badaniach, ktérych wyniki zawarto w przedmiotowych pracach, jak
i w opracowaniu wynikéw i przygotowaniu manuskryptow. O duzym udziale Doktorantki
w przygotowaniu tych prac najlepiej $wiadczy fakt, ze w kazdej jest autorem pierwszym.

Oceniajac prace w sposoéb formalny stwierdzi¢ nalezy, ze tytut rozprawy jest zgodny
z zawartg w niej trescig, a przedtozone Streszczenie dos¢ dobrze oddaje zawartos¢ pracy
doktorskiej.

Odnoszac sie do Streszczenia pracy doktorskiej to zostato ono napisane w jezyku
polskim i angielskim, bez wydzielania podrozdziatéw i zajmuje tgcznie jedynie piec stron (nie
liczac kopii artykutéw), co, jak przypuszczam, jest zgodne z wytycznymi w tym zakresie
zaakceptowanymi przez Rade Wydziatu Biologii UG.

Poczatek Streszczenia jest bardzo krotkim wprowadzeniem w problem badawczy
i zaskakujaco nie zawiera przegladu literatury bezposrednio zwigzanej z tematyka pracy.
Przeglad taki mogitby wskazywac¢ jednoznacznie na uzasadnienie podjetej tematyki
badawczej. Doktorantka rozpoczeta od krétkiej charakterystyki klonalnych sposobow
rozmnazania sie zwierzgt, jakimi s3 gynogeneza i androgeneza, podajac przykiady znane
w naturze. Wskazata na mozliwos¢ indukowania obu tych proceséw w warunkach
kontrolowanych i podata metody jakie stuzg do indukowania haploidalnych i podwojonych
haploidalnych zarodkéw gyno- i androgenetycznych. Obiektem zainteresowania Doktorantki
staty sie warunki w jakich przebiega proces androgenezy, majace bezposredni wptyw na jego
niska skutecznos¢/efektywnosc.

W dalszej czesci Streszczenie zawiera krotkie opisy celdw i wynikéw zawartych
w poszczegdlnych pracach, sktadajacych sie na rozprawe doktorska. Doktorantka
i wspotpracownicy postawili sobie za cel uzyskanie Zywotnego androgenetycznego
potomstwa wybranych gatunkéw ryb tososiowatych, a eksperymenty indukowanej



androgenezy postuzyly do realizacji kilku celow posrednich, takich jak: a/ ocena skutecznosci
wykorzystania w procesie androgenezy gamet blisko spokrewnionych gatunkéw ryb
tososiowatych oraz takze mieszancow tych ryb, b/ okreslenie w jakim stopniu warunki
przeprowadzania procesu androgenezy, czyli naswietlanie komodrek jajowych
promieniowaniem jonizujgcym i stosowany szok ci$nieniowy, wptywaja na $miertelnosc¢
androgenotdw, ¢/ okreslenie wptywu chromosomow pici na przezywalnos¢ androgenotéw
haploidalnych i diploidalnych oraz, d/ ocena procesu dyferencjacji ptci i rozwoju gonad
osobnikdow androgenetycznych obu pfci, ktore opisano w poszczegdlnych pracach
sktadajacych sie na rozprawe doktorska.

Do weryfikacji skutecznosci i efektywnosci przeprowadzanych eksperymentéw
wybrano i zastosowano odpowiednie techniki biologii molekularnej: a/ markery
mikrosatelitarnego DNA do weryfikacji genetycznej klonalnosci i homozygotycznosci
uzyskanych gynogenotéw i androgenotéw, b/ analiza cytogenetyczna do oceny ploidii
zarodkow, ¢/ amplifikacja sekwencji DNA typowych dla chromosomu Y pstraga teczowego
w celu identyfikacji ptci.

Streszczenie konczy zwiezte podsumowanie i interpretacja uzyskanych wynikow,
w tym wazne omdwienie przyczyn niskiej przezywalnosci androgenotow.

Oceniam, ze Doktorantka trafnie wybrata podjety w rozprawie oryginalny problem
badawczy, a tematyka pracy wpisuje sie w nurt swiatowych badan w zakresie biologii,
genetyki i biotechnologii ryb i takie obiekty badan zostalty dobrze dobrane. Wybrano
bowiem gatunki ryb tososiowatych, takie jak: pstrag irddlany Salvelinus fontinalis, palia
alpejska S. alpinus, pstrag potokowy Salmo trutta m. fario i pstrag teczowy Oncorhynchus
mykiss, ktére majg bardzo duze znaczenie gospodarcze i podlegaja silnej antropopresji,
co wraz z ich autopoliploidalnym pochodzeniem sprawia, e s stosunkowo czestym
obiektem, m.in. badan z zakresu biologii rozrodu ryb.

Odnoszac sie do publikacji sktadajacych sie na rozprawe doktorska, pokrotce je
omowie. Kazda z prac dotyczy procesu androgenezy, a jedna takze gynogenezy (praca 2).
Praca 1. zawiera opis wynikdw badania mozliwosci wykorzystania komorek jajowych
mieszancow pstrgga zirddlanego i palii alpejskiej do indukowania w nich rozwoju
androgenetycznego pierwszego z wymienionych gatunkow. Podstawg podjetych badan byt
brak mozliwosci uzyskania takich androgenetycznych osobnikéw przy uzyciu jaj pstraga
Zrédlanego, pomimo ze oba te gatunki tworzg ptodne mieszance. Doktorantka uzyskata
androgenetyczne homozygotyczne, diploidalne (2n=84 chromosomy) potomstwo, w stadium
larwy, ktore rozwineto sie z jaj pstraga irodlanego i jaj mieszancow wzajemnych tego
gatunku i palii alpejskiej, precyzujac warunki inaktywacji DNA w jadrach komodrek jajowych
oraz warunki duplikacji genomu haploidalnych androgenetycznych zygot. Wskazata, strategie
Jnajpierw hybrydyzacja potem indukowanie androgenezy”. Niestety, androgenetyczne
osobniki potomne zawierajgce DNA plemnikéw pstraga Zrédlanego, rozwijajace sie w jajach
palii alpejskiej osiggnety jedynie wczesne stadia zarodkowe. Zdaniem Autorki pracy, mogfo to
by¢ spowodowane niskg jakoscig jaj, ekspresja homozygotycznych letalnych alleli oraz takze
manipulacjami, ktérym poddano jaja i zygoty. Uzyskano natomiast androgenetyczne pstragi,
prawidtowo rozwijajace sie w jajach tego samego gatunku i w jajach mieszancow.

Praca 2. zawiera opis wynikdw indukcji gynogenetycznych (ta czes$¢ nie zostata
w pracy doktorskiej zawarta) i androgenetycznych haploidow (Hs) i podwdjnych haploidow
(DHs) pstraga potokowego. Przezywalnosc¢ Hs gynogenetycznych zarodkow byta wieksza niz



androgenetycznych ale wigkszo$¢ z nich rozwijata sie tylko do zakonczenia odzywiania sie
zawartoscia woreczka zo6ttkowego. Z kolei gynogenetyczne DHs uzyskane w efekcie
indukowania rozwoju jaj pstraga potokowego spermg tego samego gatunku lub pstraga
teczowego charakteryzujace sie 2n liczbg chromosomow, rozwijaty sie podobnie osiagajac
podobny sukces wylegania, jak i stadium pierwsze odzywiania sie. Podczas gdy,
przezywalnos¢ androgenetycznego DHs byta znacznie nizsza i wsréd tych zarodkéw
wykazano wiele haploidéw. Doktorantka wywnioskowata, ze promieniowanie uiyte do
inaktywacji DNA jaj zaburza mechanizm odpowiedzialny za podziaty komérkowe, co ma
wptyw na bruzdkowanie androgenowych zygot. Nie dos$¢ skuteczna okazata sie takie
inaktywacji DNA jaj i plemnikéw, poniewaz niektére z cytogenetycznie analizowanych
zarodkow gyno- i androgenetycznych zawieraty dodatkowe fragmenty chromosomaow.

Praca nr 3. zawiera weryfikacje hipotezy mdwiacej o tym, ze niska skutecznosé
androgenezy moze by¢ determinowana picig zarodkdéw, w przypadku pstragéw zwigzana
z efektem wyzszej smiertelnosci Hs i DHs osobnikéw z chromosomami pici typu Y.
Indukowano androgeneze pstraga teczowego, ktdrego komorki jajowe z inaktywowanym
DNA zaptadniano nasieniem samcow (XY) i homogametycznych neosamcéw (XX) o podobnej
ruchliwosci. Okazato sig, ze przezywalnos¢ tak uzyskanych haploidéw byta podobna podczas
embriogenezy i zaraz po wylegu. Podobnie w pracy nr 4. Doktorantka we wspdtpracy
dokonata indukowania androgenezy pstraga teczowego przy uzyciu plemnikéw neo-samcéw,
co nie miato wptywu na przezycie potomstwa, a co wigcej u wiekszosci androgenetycznych
XX i XY pstragow obserwowano prawidfowy rozwdj gonad. Zaproponowany eksperyment
moze mie¢ zdaniem Autorki potencjalne znaczenie w hodowli tego gatunku, m.in.
w produkcji homozygotycznych samic do programéw hodowlanych lub wyprowadzenia linii
klonalnych.

Zarowno w poszczegdlnych publikacjach, jak i w Streszczeniu Doktorantka zawarta
cenne informacje o mozliwosciach wykorzystania procesu androgenezy oraz androgene-
tycznych zarodkéw i wylegu, m.in. do badan recesywnych alleli, roli genomu ojcowskiego
w rozwoju zarodkowym i zaleznosci pomiedzy cytoplazma oocytu i jagdrem plemnika.

Warto podkresli¢, ze badania do pracy doktorskiej byty finansowane w ramach grantu
NCN i Grantu Mtodego Naukowca.

Analiza tresci publikacji sktadajacych sie na prace doktorska mgr Oliwii Michalik
wskazuje, ze cele prowadzonych badan zostaly bardzo dobrze i kompletnie sprecyzowane,
przyjeto poprawnie sformutowane hipotezy badawcze. Te ostatnie zostaty nastepnie
poddane weryfikacji w dobrze zaplanowanych i przeprowadzonych eksperymentach
z uzyciem dobrze dobranych narzedzi biologii i biologii molekularnej, ktére Doktorantka
dobrze poznata i umiejetnie zastosowata.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Analiza tresci prac wchodzacych w sktad rozprawy daje podstawy
do oceny, ze Oliwia Michalik posiada ogdlng wiedze teoretyczng w dyscyplinie biologia,
szczegolnie w zakresie genetyki i biotechnologii ryb oraz umiejetno$é samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Wysoko oceniam jakos¢ merytoryczng prac sktadajacych sie
na pracg doktorska mgr Oliwii Michalik, ktéra zostata juz oceniona przez niezaleznych
recenzentow kolegium redakcyjnego trzech nastepujacych czasopism: Reproduction in
Domestic Animals, Theriogenology oraz Folia Biologica o stosunkowo wysokim
wspotczynniku wptywu (IF) i wymiarze punktowym (wg. MNiSW), wynoszagcym odpowiednio,
1,515 25/30 pktow, 1,838 i 30/35 pktéw oraz 0,581 i 20 pktow.



W tym miejscu, wobec pewnego niedosytu informacji, chciatabym prosi¢ Doktorantke
aby w trakcie obrony pracy: a/ podata przyktady androgenezy wystepujacej naturalnie
w przyrodzie i wskazata role tego procesu w ewolucji(?) i funkcjonowaniu organizmoéw,
b/ wyjasnita czy przewozenie komérek jajowych (wiem, ze byto koniecznel) w celu ich
inaktywacji z Zaktadu Produkcji Ryb tososiowatych w Rutkach do Gdarnskiego Uniwersytetu
Medycznego i nastepnie z powrotem, mogto mie¢ wptyw na uzyskane wyniki, ¢/ omodwita
przyktady praktycznego wykorzystania androgenetycznego potomstwa ryb w hodowli,
badaniach lub w inny sposéb, np. ochronie gatunkowej.

Mam takze uwage porzadkowa bo bardzo razi mnie stosowanie nazewnictwa bedgcego
nieuprawnionym przeniesieniem z j. angielskiego, ktdre stosuje Autorka wielokrotnie, np. str 10;
»-jaj pochodzacych od hybryd...”. Nie ,hybryd” ale ,mieszaricow”.

Podkreslam, ze ani niedosyt informacji, ani uwaga porzagdkowa nie majg wptywu na
moja bardzo dobra ocene pracy.

W mojej opinii przediozona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymagania
wobec rozpraw doktorskich w obowigzujacych przepisach. Stawiam zatem wniosek do
Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdarnskiego o dopuszczenie Pani mgr Oliwii Michalik
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na ztozonos¢ podjetej przez Doktorantke tematyki badawczej, czyli procesu
androgenezy i trudnosci metodyczne jakie musiata pokonac, a takze opublikowanie wynikéw
badan w znanych i cenionych, tematycznie dobranych czasopismach uwazam, ze rozprawa
doktorska mgr Oliwii Michalik zastuguje na wyréznienie.

Alicja Boron
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