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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr Marty Kloch pt. ,,Analiza sekwencji sprz¢zonych

z chromosomem Y gatunku Bison bonasus”.

Badania dotyczace cytogenetycznej charakterystyki chromosomu Y gatunku Bison
bonasus w poréwnaniu do gatunkéw Bison bison i Bos taurus, pozwalajg poszerzy¢ wiedze
na temat chromosoméw metafazowych, poprzez wyznaczenie pozycji centromeru, okreslenie
typu chromosomu, jego polimorficznych form a takze wyznaczeniu  markerow
cytogenetycznych, do ktorych naleza migdzy innymi prazki uzyskiwane w wyniku barwienia
réznicowego chromatyny lub tez lokalizacja chromosomowo specyficznych Joci.

Pani mgr Marta Kloch podj¢la si¢ zadania poszerzenia wiedzy w zakresie: (i)
okreslenie lokalizacji wybranych genéw w chromosomie Y zubra, (i) poréwnanie morfologii
tego chromosomu z chromosomami Y bydta domowego oraz bizona amerykanskiego oraz
(ii1) zidentyfikowanie r6znic w morfologii chromosomu Y w obrebie gatunku Bison bonasus.

Cel ten realizowala w trzech etapach metodycznych. Pierwszy z nich dotyczyl
uzyskania sond molekularnych specyficznych do okreslonych sekwencji chromosomu Y,
drugi mapowania wybranych genéw w chromosomie zubra, natomiast trzeci - charakterystyki
cytogenetycznej oraz zmiennosci chromosomowej pomiedzy kariotypami gatunkéw Bison
bonasus, Bison bison oraz Bos taurus, ze szczegélnym uwzglednieniem roznic
morfologicznych w chromosomie Y u przedstawicieli gatunku Bison bonasus.

Podkresli¢ nalezy liczny material wykorzystany w pracy, ktérego wykorzystanie
umozliwilo wykonang po raz pierwszy, tak szczegotowsg analize¢ cytogenetyczng
chromosoméw zubra, ze szczegblnym uwzglednieniem zmiennosci miedzyosobniczej
chromosomu Y. Realizacja zalozonych celéw wymagata od Doktorantki znajomosci technik
cytogenetyki klasycznej ale réwniez molekularnej, ktorych zlozonosé i specyfika wymaga

precyzji laboratoryjnej, jak rowniez cierpliwosci i wytrwatosci podczas zmudnych
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niezautomatyzowanych analiz. Badania podjete przez Doktorantke wpisuja si¢ w kierunek
badafi szeroko pojgtej cytogenetyki i w aspekcie gatunku Bison bonasus s nowatorskim
Opracowaniem 0 znaczeniu poznawczym.

Charakterystyka pracy

Oceniana praca liczy 131 stron i zawiera podstawowe rozdzialy charakterystyczne dla
tego typu publikacji: wstep, przeglad literatury, cel pracy, material, metody, wyniki, dyskusje,
wnioski oraz bibliografie. W pracy zawarto réwniez streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz 3 zalaczniki ze szczeg6tami dotyczacymi przygotowania sond molekularnych
oraz przeprowadzenia techniki FISH i PRINS.

Rozprawa doktorska traktuje w sposob merytorycznie poprawny zagadnienia
z zakresu metod cytogenetyki klasycznej i molekularnej stosowanych w analizie kariotypu.
Tytul rozprawy jest adekwatny do jej tresci, a cel badafn jest jasny i prawidlowo
sformutowany.

Wprowadzeniem do pracy jest krotki Wstep, liczacy 1 strone maszynopisu zwiezle
opisujacy gatunek Bison bonasus 1 problematyke zachowania puli genetycznej tego gatunku,
wyjasniajac potrzebg prowadzenia badari i poszerzania wiedzy o zubrach. Rozwinigciem tego
rozdziatu jest bardzo dhugi przeglad piSmiennictwa liczacy 32 strony. Zostat on podzielony
na podrozdziaty, w ktérych Pani mgr Marta Kloch, z wykorzystaniem, wiasciwie dobranych
artykutow naukowych opisata histori¢ badai cytogenetycznych, hodowli komérkowe;,
wybranych klasycznych technik barwienia chromosomoéw, analiz¢ chromosoméw z
wykorzystaniem narzedzi cytogenetyki molekularnej oraz przedstawita  krétkg
charakterystyke badanych gatunkéw, czyli zubra, bizona amerykanskiego jak rowniez bydia
domowego. W dalszej czesci tego rozdziatu skupita sie na opisie podobienstw i réznic
chromosomu Y w rodzinie Bovidae oraz przegladzie badan cytogenetycznych obejmujacych
gatunki bgdgce przedmiotem dysertacji wykonane przez innych badaczy. Na podkreslenie
zastuguje opracowany w formie tabeli wykaz zlokalizowanych w chromosomie Y bydta
domowego sekwencji kodujacych oraz nieckodujacych.

Do rozdziatu tego mam nastepujace uwagi:

- we wstepnie (ale rdwniez w streszczeniu, przegladzie literatury) stwierdzenie: , Efekt
waskiego gardta doprowadzit do zmniejszenia puli genéw, co znajduje roéwniez
odzwierciedlenie w zmniejszonej réznorodnosci chromosoméw” przez swoja ogblnikowos¢
sugeruje, ze zmniejszyla si¢ liczba gen6w co mialo wpltyw na zmniejszenie réznorodnosci

chromosoméw, co z kolei moze by¢ interpretowane jako zmiany w morfologii czy liczbie



chromosoméw. Proponowatabym bardziej precyzyjny zapis méwiacy o zmniejszonej puli
wariantow genéw oraz zmniejszeniu polimorfizmu chromosomowego;

- rowniez w tym rozdziale (ale pojawigjace si¢ rowniez w dalszej czesci pracy) mozna
spotka¢ stwierdzenie ,,... w calej populacji zubréw wystepujg tylko trzy kopie chromosomu
Y” — jest to zbyt duze uproszczenie, zwlaszcza w aspekcie cytogenetyki, w ktorej 3 kopie
chromosomu oznaczaja aneuplidig. W aspekcie omawianej problematyki proponuj¢ uzywanie
sformulowania ,,3 linie chromosomu Y”

- W podrozdziale 2.1.3. ,,Analiza chromosoméw — cytogenctyka molekularna, do
sposobu uzyskiwania sond molekularnych Doktorantka zalicza poza mikrodysekcja,
sortowaniem, klonowaniem w wektorach, czy reakcjg PCR réwniez reakcje nick — translacji
czy random priming. Te dwie ostatnie, to techniki jedynie znakowania sond a nie ich
uzyskiwania.

- rtéwniez w tym rozdziale w opisie sond stosowanych w diagnostyce cytogenetycznej
(klinicznej), zabrakto mi informacji o sondach stosowanych w diagnostyce cytogenetycznej u
zwierzat (a takie s3 wykonywane w kilku laboratoriach na $wiecie, w tym réwniez w Polsce),
zwlaszcza, ze przedstawiona do oceny praca dotyczy badan przeprowadzanych na
chromosomach zwierzgcych, ktore z racji braku sond molekularnych na rynku komercyjnym
sg znacznie utrudnione, czego efekt mozna réwniez zauwazy¢ w niniejszej dysertacji;

- opis mieszaniny reakcyjnej dla techniki PRINS ... w mieszaninie reakcyjnej
znajdujg si¢: nieznakowany starter i znakowane fluorescencyjnie nukleotydy...” jest
nieprecyzyjny, gdyz w mieszaninie znajduja si¢ nukleotydy, w tym tylko 1 znakowany
fluorescencyjnie, ktéry dodaje si¢ w $cisle okreslonych proporcjach w stosunku do
pozostatych nukleotyddw;

- w podrozdziale 2.4. pojawia si¢ wyrazenie ,Najczesciej wystepujacymi kopiami
chromosomu X (ktére nie s réwnomiernie rozproszone w populacji) sa kopie pochodzace od
4 samic...” - proponuje przeredagowaé na: ,Najczesciej wystepujacymi liniami chromosomu
X (ktdre nie sg réwnomiernie reprezentowane w populacji) s3 heterosomy pochodzace od 4
samic...”

- W podrozdziale 2.5.1 w opisie pragzkéw C, napisano: ,,... pod wzgledem prazkéw C
oraz stosujac metode SCE. Stwierdzono wowczas, ze nie ma réznicy miedzy chromosomami
obu gatunkéw”. Proszg¢ o wyjasnienie czy metoda SCE jest stosowana do obserwacji
polimorfizmu w obrgbie lub pomigdzy gatunkami i w jaki sposéb metoda ta miala

zastosowanie do analizy r6znic migdzy chromosomami zubra i bydta.



W rozdziale ,Material” Doktorantka przedstawila zaréwno opisowo jak i
tabelarycznie charakterystyke pobranego materialu, z wykazem lokalizacji miejsc
pozyskiwania materialu. W tym miejscu jeszcze raz chciatam podkre$li¢ niezmiernie liczebny
materiat uzyty do badan, ktéry ze wzgledu na specyfike metodyczng wymagat doskonatej
organizacji pracy, ale réwniez dyscypliny w pracach laboratoryjnych.

W rozdziale ,,Metody” mgr Marta Kloch przedstawita opisowo zastosowane techniki
badawcze, dodatkowo przygotowata réwniez 3 zalgczniki w ktdrych szczegblowo opisala
wykonywane procedury przygotowania sond molekularnych, przeprowadzenia reakcji FISH
oraz reakcji PRINS. Bardzo prosze o uzupelnienie informacji dotyczacej wykonania techniki
FISH a dokladnie etapu postgpowania z sonda po denaturacji a przed nalozeniem na
preparaty. Prosz¢ rOwniez o podanie informacji jaki bufor stanowit srodowisko w komorze
wilgotne;.

W rozdziale pt. ,,Wyniki” Doktorantka przedstawita, w uporzadkowany sposéb, na 31
stronach, uzyskane rezultaty. Rozdziat ten stusznie zostat podzielony na 7 podrozdziatéw.
Taka konstrukcja czyni prace czytelna, pomimo zamieszczenia duzej liczby rezultatow.
Wyniki zestawiono na 33 rycinach obrazujacych zdjecia mikroskopowe, 12 tabelach oraz 12
wykresach. Uklad rycin, tabel i wykreséw jest przejrzysty i komunikatywny. Na uwagg
zastuguje jakos¢ przedstawionych plytek metafazowych, z rozproszonymi chromosomami o
wyraznej morfologii. Jako$¢ ta jest gwarancjg rzetelnosci wykonanych pomiaréw. Ryciny 13-
25 przedstawiajg wyniki dla technik cytogenetyki molekularnej, FISH oraz PRINS. Niestety
w tej czgSci doswiadczenia nie udalo si¢ Doktorantce uzyskaé planowanych rezultatow,
otrzymujgc niespecyficzne sygnaly lub ich brak. W przypadku przedstawionych wynikéw
reakcji PRINS ze starterami dla genow SRY i PRL, dla ktérych opisano otrzymanie w jadrach
interfazowych odpowiednio jeden i dwa sygnaly, nie jest mozliwa ich weryfikacja na
zamieszczonych w  pracy zdjeciach, na ktérych te sygnaly nie sg widoczne.
Najprawdopodobniej jest to wynikiem samego wydruku, ale wnosze te uwage z obowiazku
funkcji recenzenta. Wyrazne, czytelne sygnaty hybrydyzacji sond malujacych chromosomy
plci przedstawiono na fotografiach 37 i 38.

Wyniki ~ dotyczace pomiar6w chromosoméw przygotowane na podstawie
dokumentacji fotograficznej chromosoméw z wybarwionymi prazkami C przeprowadzono i
przedstawiono dla parametréw takich jak dlugo$é wzgledna chromosomu Y oraz dhugos¢
rzeczywista chromosomu Y dla trzech analizowanych gatunkéw oraz odrebnie dla osobnikéw
z linii nizinnej i nizinno-kaukaskiej. Dodatkowo Doktorantka wykonata pomiar powierzchni

prazka C w chromosomie Y oraz okreslila poziom obszaru heterochromatyny zajmowany w



chromosomie Y. Wyniki tej czgsci dysertacji uwazam za pionierskie i niezmiernie cenne dla
poszerzenia wiedzy o morfologii i polimorfizmie chromosomu Y w obrebie gatunku Bison
bonasus jak réwniez dla badan poréwnawczych do gatunkéw Bison bison i Bos taurus w
aspekcie wymienionego heterosomu.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka podjela si¢ skonfrontowania otrzymanych
wynikow z rezultatami innych badaczy. Rozdzial ten liczy jedynie 8 stron i omawia
poczatkowo problem uzyskiwania dobrej jakosci chromosoméw metafazowych po hodowlach
z wykorzystaniem krwi pobranej od osobnikéw poddanych $rodkom anestetycznym, by
nastgpnie przedyskutowac¢ lokalizacj¢ prazka C na chromosomie Y, uwzgledniajac réznice
morfologiczne tego heterosomu w rodzinie Bovidae. Nastgpnie Autorka rozwaza przyczyny
niepowodzenia w czeéci pracy dotyczacej lokalizacji wybranych genéw w chromosomie Y
zubra. Zalicza do nich: dhugo$¢ sondy, stezenie sondy, dodatek COT-DNA, pozostalosé
cytoplazmy, temperature hybrydyzacji czy zbyt restrykcyjne warunki przy serii phukan.
Zabraklo mi w tym miejscu zwrécenia uwagi na etap denaturacji sondy, jego temperatury i
czasu, jak rowniez postgpowania z sondg po denaturacji (przelozenie na 16d czy
preamplifikacja w cieplarce). Sg to dwa bardzo wazne punkty podczas techniki FISH, ktére
znaczgco wplywaja na uzyskiwane rezultaty, zwlaszcza w aspekcie sond niekomercyjnych.

Poniewaz wyniki dotyczace poréwnania morfologii chromosomu Y w obrebie trzech
gatunkow rodziny Bovidae oraz wariantow polimorficznych tego chromosomu w obrebie
gatunku Bison bonasus, byly pionierskie, autorka przedyskutowala je z wynikami badan
przeprowadzanych dla innych gatunkéw. T¢ czg$¢ dyskusji uwazam za ciekawg i
przeprowadzong prawidtowo.

W swietle mojej wiedzy wazne pozycje pismiennictwa nie zostaly pominiete, a uzycie
wszystkich cytowan bylo uzasadnione. Oceniajagc tresé merytoryczna tego rozdziatu
stwierdzam, ze Pani mgr Marta Kloch wykazala sic dobrg orientacja w pismiennictwie
naukowym dotyczacym problematyki badaf oraz umiejetnoscia wykorzystania jej przy
dyskusji wlasnych rezultatow.

Rozprawg konczy rozdzial ,,Wnioski” w ktérym Doktorantka przedstawita az 14
sformulowan. W mojej opinii, jedynie dwa pierwsze punkty mozna uznaé za wnioski,
pozostate sa wynikami. Uwaga ta, jak i wszelkie uwagi zawarte w recenzji powinny poméc
w przeredagowaniu wyszczeg6lnionych fragmentéw tekstu przy przygotowywaniu pracy do

publikacji.



Moja ogdlna ocena wartosci merytorycznej pracy jest pozytywna. Uzasadniajac te
oceng podkresli¢ nalezy oryginalno$¢ badan, ich pracochtonnosé oraz fakt, ze praca wnosi

nowe wartosci poznawcze.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marty Kloch pt.: ,,Analiza
sekwencji sprzg¢zonych z chromosomem Y gatunku Bison bonasus” spelnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dn. 14. marca 2003 1. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, ze zm. w Dz.
U. z 2005 r. Nr 164, poz. 1365). Dlatego tez sktadam do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk o
Zwierzgtach SGGW, wniosek o dopuszczenie Pani mgr Marty Kloch do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.



