Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Kloch
pt.: ,,Analiza sekwencji sprzgzonych z chromosomem Y gatunku Bison bonasus”, w zwiazku z
powierzeniem obowigzku recenzenta przez Rade Wydziatu Nauk o Zwierzetach

Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Rozprawa doktorska mgr inz. Marty Kloch zostala przygotowana w Instytucie Nauk o
Zwierzetach Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie pod kierunkiem prof. dr
hab. Wandy Olech oraz promotor pomocniczej dr inz. Zuzanny Nowak-Zyczynskiej, w formie
monografii. Problematyka rozprawy doktorskiej jest mi bardzo dobrze znana, poniewaz od lat
Sledzg¢ badania molekularne i cytogenetyczne zwierzat, w tym zubréw, ktére naleza obecnie do
gatunkow bliskich zagrozenia wyginigciem. Szczegdlnie cenna jest dzialalno$é Pani Promotor
w zakresie ochrony zubrow.

W zwigzku z wystgpieniem wsréd zubréw momentu zagrozenia wyginieciem i
odtworzenia populacji poprzez krzyzowanie ocalatych osobnikéw, doszlo tez do ograniczenia
liczby wyjsciowych chromosoméw Y. Doktorantka podjeta sie analizy sekwencji sprzezonych
z chromosomem Y, co jest kontynuacjg dziatalnosci Promotor prof. Wandy Olech w zakresie
szeroko pojetej opicki nad zubrami.

Rozprawe rozpoczyna Streszczenie w jezyku polskim i angielskim wraz ze stowami
kluczowymi oraz Spis tresci, ktore Doktorantka zamiescila na fgcznie 3 stronach.

Jednostronicowy Wstep wprowadzajacy w przedstawione w rozprawie zagadnienia
poprzedza Przeglad literatury obejmujacy 33 strony. Ta cze$¢ podzielona zostata na dwie
gléwne czesei, poswigcone badaniom cytogenetycznym oraz wybranym do badan gatunkom
zwierzat. Doktorantka wprowadza czytelnika w badania cytogenetyczne, poczawszy od hodowli
komoérkowych poprzez analizy chromosoméw z zastosowaniem klasycznych technik barwienia
az do metod cytogenetyki molekularnej. Nastepnie charakteryzuje wybrane do badan gatunki
zwierzat obejmujgce Zubra Bison bonasus, bizona amerykanskiego Bison bison oraz bydlo
domowe Bos taurus. Przechodzi do charakterystyki rodziny Bovidae ze szczegdlnym
uwzgl¢dnieniem znaczenia chromosomu Y, ktérym zajmuje si¢ w ramach rozprawy. W ostatniej
czgsci przedstawia dostgpne badania cytogenetyczne wybranych gatunkéw Bovidae. W ocenie
recenzenta wstgp zostal przygotowany poprawnie i zawiera niezb¢dne informacje zwiazane z
przygotowaniem do badan molekularnych. Problematyka okreslenia liczby chromosoméw jest
obecnie juz historyczna, jednakze nalezy pamigtad, ze okreslenie liczby chromosoméw u
czlowieka okazalo si¢ trudne i przez wiele lat dyskutowano w przesztosci czy u czlowieka

wystepuje 46 czy 48 chromosomow. Jeszcze w latach 70.tych ta kwestia byla szeroko



dyskutowana i pamigtam wizyt¢ w Poznaniu prof. Torbjérna Casperssona z Instytutu Karolinska
w Sztokholmie, poswigcona temu zagadnieniu.

Cel pracy przedstawiono w formie trzech zadan szczegbélowych, obejmujacych
lokalizacje wybranych gendéw sprzezonych z chromosomem Y u Zzubra, pordwnanie jego
morfologii z bizonem i bydtem domowym oraz charakterystyke réznic w obrebie gatunku Bisorn
bonasus. Zatozone cele uwazam za ambitne i trudne do realizacji ze wzgledu na koniecznos¢
przebadania duzej liczby osobnikdw.

Rozdzial Material obejmujacy trzy strony przedstawia zestawienie osobnikow zubrow z
polskich osrodkéw hodowlanych i stad wolno$ciowych, od ktérych pobrano krew. Sposréd 124
prébek, 78 pochodzito od samcow, gtdéwnie potomkow Plebejera (rasa nizinna) oraz Kaukasusa
(rasa nizinno-kaukaska). Doktorantka ponadto uzyskata dwie probki krwi samcoéw bizondw
amerykariskich oraz 6 probek krwi pobranych przedubojowo od buhajéw bydta domowego.

Metody przedstawiono na 10 stronach. Doktorantka opisuje prowadzone hodowle
komérkowe, przechodzi nastgpnie do przygotowania preparatdéw mikroskopowych, barwien
konwencjonalnych, poprzez barwienie réznicujace — prazki C az do cytogenetyki molekularnej.
W tej czesci przedstawia izolacje DNA na potrzeby przygotowania sond molekularnych do
reakcji FISH, reakcje PCR, przygotowanie sond molekularnych oraz reakcje FISH, PRINS,
TSA-FISH az do FISH z sondg malujacg chromosomy bydla domowego. Wazng czgécia tego
rozdzialu jest z pewnoscia metodyka analizy preparatéow mikroskopowych, pomiaréw
chromosomu Y oraz analiza statystyczna.

Rozdziat Wyniki Autorka przedstawila na 32 stronach, obejmujacych takze liczne
ryciny, tabele i wykresy. Doktorantka wyréznia siedem gléwnych czgsci odnoszac si¢ do
hodowli komérkowych oraz konwencjonalnych barwien. Opisuje nastepnie dane zwigzane z
zastosowaniem barwienia rdznicujgcego opartego o prazki C. Przechodzi nastepnie do wynikow
z zastosowaniem FISH, PRINS, TSA-FISH i FISH z sonda malujacg chromosomy pici bydta
domowego. W ostatniej cz¢éci przedstawia pomiary chromosomow.

Sposréd 124 wyjéciowych hodowli komérkowych z krwi obwodowej zubrow,
Doktorantka uzyskala wedlug swojej oceny ,,zadowalajace” wyniki dla wszystkich probek
pochodzacych od samcéw (78 hodowli) oraz 25 na 46 probek pochodzacych od samic.
Uprzejmie prosze o wyjasnienie, co nalezy rozumieé¢ pod pojeciem ,,zadowalajace” wyniki
hodowli. Ze wzgledu na pobieranie materiatu wyjsciowego i koniecznos¢ transportu w ré6znych
warunkach do laboratorium, uwazam, ze uzyskanie hodowli komérkowych stanowi bardzo
trudne i wymagajgce do§wiadczenia i cierpliwosci zadanie. Dla prébek bydta i bizonéw nie byto

probleméw z wyprowadzeniem hodowli. Wszystkie hodowle poddano barwieniu barwnikiem



Giemsy. Nastgpnie Doktorantka wykorzystata barwienie réznicujgce prazkéw C uwidaczniajac
bloki heterochromatyny konstytutywnej dla wszystkich chromosoméw autosomalnych i
chromosoméw Y badanych gatunkéw. W przypadku chromosomu X nie zaobserwowano
heterochromatyny konstytutywnej. Doktorantka zaobserwowala r6zng lokalizacje prazkéw C u
zubra i bizona, u ktérych wystepuja na koricu dhugiego ramienia chromosomu wobec potozenia
na ramieniu krétkim chromosomu u bydla. Ciekawe jest rowniez wskazanie jasniejszego
wybarwienia chromosomu Y zubra i bizona wobec pozostatych chromosoméw.

Metodg FISH z zastosowaniem sond znakowanych metodg posrednig analizowata geny
TSPY, SRY, PRL oraz Iacznie geny TSPY i USPY9, Doktorantce nie udalo si¢ jednak uzyskaé
informacji o lokalizacji badanych gendéw. W przypadku sond znakowanych metoda bezposrednia
analizowano geny SRY, PRL oraz lacznie geny TSPY i USPYY, rowniez nie uzyskujac
jednoznacznego sygnatu hybrydyzacji. Doktorantka wskazywala na rozproszenie sygnatu
fluorescencyjnego sondy oraz nadmiar cytoplazmy. Metodg PRINS Doktorantka zaobserwowata
sygnaly hybrydyzacyjne dla genéw SRY i PRL wylacznie w jadrach interfazowych, a w
przypadku reakcji TSA-FISH dla tych genéw nie uzyskala wyraznych sygnatow
hybrydyzacyjnych, a ponadto w niektérych przypadkach sygnat byt rozproszony. Z kolei FISH
z sondg malujgcg chromosomy bydta domowego umozliwit otrzymanie wyraznych sygnatow
hybrydyzacyjnych dla chromosoméw X i Y, zaréwno dla chromosoméw metafazowych jak i w
Jadrach interfazowych. Wyniki sa bogato ilustrowane, jednak nie zamieszczono danych dla
bizona amerykarskiego i bydta domowego, przy czym w szczegdlnosci bydlo domowe mogloby
stanowi¢ wewngtrzng pozytywng kontrolg prowadzonych badan cytogenetycznych.

Doktorantka przeprowadzita szczegdtowe pomiary chromosomu Y wykazujac, ze
chromosom Y zubra ma najwigksza powierzchnia wzgledng w poréwnaniu z bizonem i bydlem
domowym. Zaobserwowalta ponadto réznice pomiedzy linig nizinng a linia kaukaska w
odniesieniu do powierzchni rzeczywistej i wzglednej.

Ze wzgledu na konieczno$¢ wyprowadzenia hodowli komérkowych z pobranych prébek
krwi i stosowanie réznych badafn cytogenetycznych, rozdziat ten nalezy oceni¢ wysoko.
Rozdzial pozostawia jednak pewien niedosyt zwigzany z brakiem wyraznych sygnatow
hybrydyzacyjnych umozliwiajacych mapowanie badanych gendw.

Dyskusja zostala przedstawiona na 10 stronach, a Doktorantka odnosi swoje wyniki do
dostgpnych danych, poczawszy od wskazania probleméw 2z prowadzeniem hodowli
komorkowych po dzialaniu substancjami anestetycznymi, ale tylko w odniesieniu do samic,
poprzez morfologiczne uzasadnienie przynaleznosci systematycznej i nowe systematyki.

Nastgpnie szeroko dyskutuje problemy zwigzane z lokalizacja metodami cytogenetycznymi



wybranych genéw chromosomu Y oraz ocen¢ morfologiczna chromosomu Y. Ta czg$¢ rozprawy
jest w pelni satysfakcjonujgca. W latach 90.tych Thomas Cremer opracowal z uzyciem sond
malujacych charakterystyczne terytoria zajmowane przez poszczegdlne chromosomy w stanach
prawidtowych i patologicznych. Czy mozliwe bylo wykonanie badan okreslajagcych obszar
zajmowany przez chromosom Y u zubra?

Doktorantka sformutowata 14 wnioskéw dotyczacych lokalizacji wybranych genéw na
chromosomie Y, mapowania sondg malujgca chromosom Y, dtugosci i powierzchni wzgledne;j i
rzeczywiste] chromosomu Y, powierzchni pragzka C oraz poziomu heterochromatyny
konstytutywnej w chromosomach Y u zubréw i innych gatunkéw oraz pomigdzy liniami zubra.
Whioski mozna bylo przedstawi¢ w sposdb bardziej zwarty. W obecnej formie stanowig one
streszczenie i podsumowanie poszczegdlnych etapow badan. Przedstawione wnioski uwazam za
wartosciowe.

Doktorantka zamiescita w rozprawie Spis tabel, wykreséw i rycin, Bibliografi¢
obejmujaca 262 artykuly i zestawienie Zrodel internetowych. Doktorantka koficzy rozprawe
trzema Zalgcznikami dotyczacymi przygotowania sond molekularnych, opisu przygotowania
reakcji FISH oraz reakcji PRINS.

W swojej recenzji nie skupilem sie na drobnych niedociagnigciach, poniewaz wartosci
merytoryczne przewyzszajg niewielkie usterki.

Whiosek koncowy. Zwracam sie do Rady Wydzialu Nauk o Zwierzgtach Szkoly
Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo mgr inz. Marcie Kloch. Rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. Ustaw nr 65, poz. 595 z p6zn.
zm.).

Ze wzgledu na szeroko zakrojone badania z zakresu cytogenetyki molekularnej oraz
morfologii chromosomu Y zubra i opublikowanie cze$ci wynikow, zglaszam wniosek
o wyréznienie rozprawy. Wyréznienie uzasadniam uzyskaniem bardzo wartosciowych
wynikow.

Poznan, 23.05.2023 r.

Prof. dr hab. n. med. Ryszard Stomski



