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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anety Sp6z
pt. ,,Cytogenetyka wybranych poliploidalnych takson6w ryb karpioksztaltnych
Cypriniformes”, wykonanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Alicji Boron, prof. zw.
oraz promotora pomocniczego dr Doroty Juchno
w Katedrze Zoologii na Wydziale Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Ryby z rz¢du karpioksztaltnych stanowig bardzo interesujacy obiekt badan z zakresu
genetyki ewolucyjnej. W Katedrze Zoologii pod Kierunkiem Pani Profesor Alicji Boron
bardzo pr¢znie prowadzone sg badania dotyczace biologii ryb z rzedu karpioksztaltnych, a
szczegOlnie rodziny kozowatych i rodziny karpiowatych. Pani mgr Aneta Sp6z doskonale
wpisuje si¢ w ten nurt badawczy, pracujac nad zastosowaniem nowoczesnych metod biologii
molekularnej w cytogenetyce ryb. Rozprawa przedstawia czgsciowa mape cytogenetyczng
genomu dwoch gatunkow ryb karpioksztattnych o poliploidalnym genomie, wystepujacych w
Polsce. Uwazam, ze podjecie opisanych w rozprawie badan byto w pelni uzasadnione i

wskazane, a rozpatrywany problem jest godny pracy doktorskie;.

Ocena rozprawy doktorskiej.

Rozprawe doktorska mgr Anety Sp6z pod tytutem: ,,Cytogenetyka wybranych
poliploidalnych taksonow ryb karpioksztaltnych Cypriniformes” stanowig dwie prace
naukowe oraz liczace 26 stron wprowadzenie wraz z opisem wykonanych przez doktorantke

analiz cytogenetycznych stanowigcych podstawe wyzej wspomnianych publikacji.

Obydwa artykuly, bedace podstawa rozprawy doktorskiej, sa pracami
wieloautorskimi, w ktorych mgr Aneta Spdz jest pierwszym autorem. Wiodacy wktad
doktorantki w powstanie obu publikacji polegat na opracowaniu koncepcji prac, wykonaniu
wigkszosci analiz cytogenetycznych, interpretacji wynikow oraz przygotowaniu

manuskryptow.
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Laczny wspoltczynnik wptywu (impact factor) publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe
doktorska, liczony wedlug roku opublikowania wynosi 1,772, a suma punktow MNiSW
przynaleznych tym publikacjom — 30 (wedtug odpowiednich komunikatow MNiSW).

Pierwsza publikacja naukowa wchodzaca w sktad ocenianej rozprawy doktorskiej to:

Aneta Spdz, Alicja Boron, Katarzyna Porycka, Monika Karolewska, Daisuke Ito,
Syuiti Abe, Lech Kirtiklis, Dorota Juchno. 2014. Molecular cytogenetic analysis of the
crucian carp, Carassius carassius (Linnaeus, 1758) (Teleostei, Cyprinidae) using
chromosome staining and fluorescence in situ hybridisation with rDNA probes.
Comparative Cytogenetics, 8 (3), 233-248.

Praca przedstawia kariotyp karasia pospolitego Carassius carassius (L). Gatunek ten
posiada 100 chromosomow w komdrkach somatycznych, liczba ramion chromosomowych
wynosi 156. Autorzy podkreslaja tetraploidalne pochodzenie karasia pospolitego. Jest to
jedyny rodzimy gatunek ryb z rodzaju Carassius na terenie Polski. Liczebno$¢ populacji
karasia pospolitego w Europie spada. Wymienione fakty sktonity autoréw do podjecia badan
cytogenetycznych tego gatunku. Analizy chromosoméw dokonano na reprezentatywnej
probie ryb obu pici, oceniajac co najmniej po 20 komoérek w stadium metafazy dla kazdego
osobnika. Jest to powszechny standard, przyjety w tego typu badaniach. Szczegolowej
analizie poddano obszary chromosomow zawierajace geny rybosomowego DNA oraz
sekwencje im towarzyszace, a takze obecnos¢ produktdéw ich ekspresji (metoda barwienia
azotanem srebra zwana Ag-NOR). Wyniki analiz chromosomowych zostaty doskonale
zilustrowane na fotografiach wykonanych pod mikroskopem fluorescencyjnym. Na przyktad
na Rysunku I pokazano wystepowanie czterech pozytywnych sygnatow dla fluorochromu
chromomycyny As, ktory specyficznie reaguje z sekwencjami DNA bogatymi w pary
nukleotydow GC. Pokrywaty si¢ one z czterema pozytywnymi sygnatami Ag-NOR, ktore
wskazywaly aktywne w ostatniej interfazie regiony organizacji jaderka. Sekwencje te w
kariotypach ryb i plazow sa oflankowane heterochromatyng bogata w pary nukleotydow GC.
Rysunek | przedstawia ponadto osiem mniejszych CMA; pozytywnych sygnaldw, nie
zwigzanych z obecnosciag Ag-NOR.

Autorka opanowata niezwykle precyzyjne metody badawcze z zakresu cytogenetyki
klasycznej 1 molekularnej, a szczeg6lnie fluorescencyjng hybrydyzacje in situ. Umozliwilo to
fizyczne wskazanie, w ktorych miejscach chromosoméw znajduja si¢ sekwencje 28SrDNA
oraz 5SrDNA. Wiasciwe dobranie substancji do znakowania sond molekularnych oraz
znacznikoéw fluorescencyjnych umozliwito jednoznaczne wykazanie, ze sekwencje 28SrDNA
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I 5SrDNA znajduja si¢ na roznych chromosomach. W Kariotypie karasia pospolitego
wystepuja dwie pary chromosomow zawierajace sekwencje 28SrDNA. Sg to chromosomy
jaderkotworcze (barwigce si¢ azotanem srebra i chromomycyng Asz). Natomiast sekwencje
5SrDNA, ktére wystepowaly w kariotypie karasia pospolitego na pigciu parach

chromosomow, nie byly zwigzane z obszarami jaderkotworczymi.

Autorzy korzystali z 52 pozycji literatury anglojezycznej. Czasopismo Comparative
Cytogenetics jest umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik Impact Factor ISI: 1,210,
punktacja MNiSW: 15.

Druga publikacja wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej to:

Aneta Sp0z, Alicja Boron, Konrad Ocalewicz, Lech Kirtiklis, 2017. Polymorphism
of the rDNA chromosomal regions in the weatherfish Misgurnus fossilis (Teleostei:
Cobitidae). Folia Biologica (Krakow), 65 (1): 63-70.

Praca przedstawia problem zmiennos$ci regionéw rybosomalnego DNA w kariotypie
piskorza Misgurnus fossilis (L.). U wszystkich badanych osobnikow (5 samcdw i 7 samic)
stwierdzono wystgpowanie 100 chromosoméw i liczbe ramion chromosomowych rowng 136.
Wynik ten potwierdza tetraploidalne pochodzenie piskorza. Udowodniono wystepowanie
dwoch par chromosomoéw jaderkotworczych, Ag-NOR i CMAs-pozytywnych. Jedna samica
posiadata tylko dwa chromosomy jaderkotworcze. Wykonane mapowanie sekwencji
28SrDNA potwierdzito te wyniki. Reakcja hybrydyzacji in situ z sekwencjami 5SrDNA
wykazala, ze wszystkie badane piskorze posiadaly te sekwencje na maksymalnie czterech
parach chromosomow. W pracy po raz pierwszy wykorzystano bardzo informatywng ceche
jaka jest dystrybucja w chromosomach genéw rybosomowych 18S, 5,8S 1 28S rRNA oraz 5S
rRNA, ktorg uzyskano przy zastosowaniu techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH) z sondami 28S rDNA i 5S rDNA. Dwie badane rodziny genow rDNA (5S i 28S) byly
zlokalizowane na r6znych chromosomach. Stwierdzone r6znice migdzyosobnicze w liczbie i
wielkosci obszarow 5SSrDNA u badanych piskorzy wskazuja na r6zng liczbg kopii, tych

waznych w produkcji biatek komorkowych, genow.

Piskorz jest w Polsce gatunkiem chronionym. Doktorantka, podejmujac si¢ analizy
cytogenetycznej postawila sobie za cel ogdlng charakterystyke cytogenetyczng tego gatunku
oraz doktadng analiz¢ dwoch rodzajow genow kodujacych rybosomowe RNA, ktore jest

gldwnym sktadnikiem rybosomow.



Czasopismo Folia Biologica (Krakdw) jest umieszczone na Liscie Filadelfijskie;j,
wskaznik Impact Factor ISI: 0,562, punktacja MNiSW: 15.

Przygotowane przez Doktorantke opracowanie w jezyku polskim skiada si¢ z sze$ciu
rozdziatow: Wprowadzenie w problem badawczy , Cel badan, Materiaty i metody, Wyniki,
Podsumowanie i wnioski oraz Bibliografia. W rozdziale Wprowadzenie w problem badawczy,
Autorka w sposob wilasciwy i przystepny wprowadza czytelnika w zagadnienia dotyczace
realizowanej pracy. Omawia zjawisko poliploidalnosci oraz stan wiedzy na temat badanych
gatunkow. W rozdziale Cel badar jasno formutuje zadania badawcze i cele badan. Kluczowe
znaczenie dla omawianej rozprawy ma cel pracy numer 2. Dotyczy on opracowania zestawu
markerdw cytogenetycznych przydatnych w badaniach ewolucyjnych analizowanych
gatunkow ryb. Takie dane moga by¢ wykorzystywane w badaniach zagrozonych populacji
tych ryb wystepujacych w naturze. W rozdziale Materiatl i Metody Autorka w sposob
wlasciwy i precyzyjny opisuje warunki, w jakich przeprowadzono do§wiadczenia oraz
omawia procedury wykorzystywanych metod badawczych. Najobszerniejszg cze$¢ opisu w
jezyku polskim stanowi rozdziat Wyniki, w ktdrym Autorka doktadnie opisuje uzyskane
wyniki badan. Pragne zaznaczy¢, ze uzyskano wiele wartosciowych danych na temat
charakterystyki chromosomow badanych gatunkdw ryb. Niestety w czesci pisanej w jezyku
polskim brakuje elementow dyskusji, ktore podkreslityby warto$¢ uzyskanych danych
cytogenetycznych na tle dotychczasowej wiedzy na ten temat, mimo ze Autorka bardzo
sprawnie porusza si¢ zarOwno w tematyce cytogenetycznej jak i ewolucyjnej, co doskonale

wida¢ w ocenianych artykutach naukowych.

Podsumowujac calo$¢ rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze wyniki badan
przedstawione w obu publikacjach wnosza nowe, cenne informacje o organizacji genomu na
poziomie chromosomow dwoch rodzimych gatunkéow ryb z rzedu karpioksztattnych.
Uzyskane dane dostarczaja nowych informacji z zakresu cytotaksonomii i funkcjonalnych
cech struktury chromosoméw oraz zostaly przedyskutowane w kontekscie procesow

tetraploidyzacji i re-diploidyzacji w genomach tych poliploidalnych gatunkéw.

Whiosek koncowy

Recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, zostala
dobrze zaplanowana i wykonana, a uzyskane na podstawie reprezentatywnego materiatu

wyniki wzbogacaja wiedze na temat réznorodnosci cytogenetycznej rodzimych gatunkdw ryb



poliploidalnych, jakimi sg kara$ pospolity Carassius carassius i piskorz Misgurnus fossilis.
Rozprawa wykazuje ogdlng wiedzg teoretyczng kandydatki w dyscyplinie biologia, a takze
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej i bardzo dobre przygotowanie

metodyczne.

Stwierdzam, ze wszechstronna analiza rozprawy oraz indywidualnego wkiadu
Kandydatki w przygotowanie publikacji naukowych a takze przedstawione w recenzji
argumenty, upowazniaja do oswiadczenia, ze praca pt. ,,Cytogenetyka wybranych
poliploidalnych taksonow ryb karpioksztaltnych Cypriniformes” odpowiada wymogom
stawianym rozprawom doktorskim w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku ,,0 stopniach i
tytule naukowym?” ((Dz.U.2003 roku Nr 65, p6z.595; z 2005 roku Nr 164 p6z. 1365; z 2010
roku Nr 96, p6z. 620, Nr 182, p6z. 1228, z 2011 roku Nr 84, p6z. 455) oraz rozporzadzeniu
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 26 wrzesnia 2016 r. w sprawie szczegbdlowego
trybu i warunkdw przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. 2016 poz. 1586).
Przedkladam zatem Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr

Anety Sp6z do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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