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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Oliwii Michalik

» Wykorzystanie procesu androgenezy do indukeji rozwoju haploidéow i podwojonych

haploidéw u wybranych gatunkéw ryb lososiowatych (Salmonide)”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala przygotowana w Katedrze
Ewolucji Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego, pod kierunkiem prof. nadzw. UG dr hab.
inz. Konrada Ocalewicza oraz prof. dr hab. Marka Zientary. Rozprawe stanowig spojne
tematycznie 4 artykuly, opublikowane w latach 2013-2017 w czasopismach o zasiegu
mi¢dzynarodowym o sumarycznym IF wynoszacym 5,367 znajdujacych sie w bazie Journal
Citation Reports. Dwie publikacje opublikowano w Reproduction in Domestic Animals (IF =
1,4; MNiSzW 30), jedng w Theriogenology (IF = 1,986; MNiSzW 35) oraz jedna w Folia
Biologia Krakéw (IF = 0,581; MNiSzW 20). Doktorantka jest zaréwno pierwszym autorem,
jak i autorem korespondencyjnym we wszystkich przedstawionych publikacjach. Wszystkie
publikacje sq wieloautorskie, niemniej jednak z o§wiadczen doktorantki oraz wspotautoréw
jasno wynika, jaka byla jej rola w powstawaniu tych prac. Wkitad pracy doktorantki w
wigkszosci przeprowadzonych do$wiadczen polegat na czynnym udziale w przeprowadzeniu
procesu indukowanej androgenezy, liczeniu zarodkéw i larw oraz pobieraniu préb do analiz

cytogenetycznych i molekularnych. Ponadto doktorantka wykonata wszystkie analizy



molekularne, cze$¢ analiz cytogenetycznych oraz analizg statystyczng przezywalnosci
androgenetycznego potomstwa. Trzeba przyzna¢, ze doktorantka miala nieco utrudnione
zadanie, jesli chodzi o planowanie doswiadczen, wchodzac w nurt badan prowadzonych od
ponad 10 lat przez zespol promotora prof. nadzw. UG dr hab. inz. Konrada Ocalewicza.
Jednakze dziwi fakt, ograniczonego udzialu doktorantki w interpretacji wynikow (1
publikacja) oraz pisaniu i przygotowaniu manuskryptéw (2 publikacje). Zywie nadzieje, ze to
jedynie niedopatrzenie w przygotowaniu o$wiadczen o wspolautorstwie. Przedstawione w

rozprawie badania byly finansowane z dwoch projektow Narodowego Centrum Nauki.

W sklad przedstawionej rozprawy doktorskiej mgr Oliwii Michalik wchodzi
streszezenie w jezyku polskim i angielskim towarzyszace publikacjom stanowigcym podstawe
tejze rozprawy. Streszczenia te nie wyodrgbniajg jedynie wkiadu pracy doktorantki, ale
przedstawiaja wyniki badan w $wietle wszystkich uzyskanych wynikow, Niestety streszczenie
w jezyku polskim jest przygotowane dos¢ niestarannie. Na uwage zastuguje fakt, ze w
streszczeniu nie ma wszystkich odnoénikow literaturowych a doktorantka zarowno
wprowadzajgc w temat jak i dyskutujac wyniki, przytacza szereg danych literaturowych
niebgdacych jej autorstwa. W zwigzku z tym w czesci podsumowujgcej trudno jest ocenié,
ktore wnioski sg autorstwa doktorantki i wynikaja bezposdrednio z prowadzonych badan, a
ktore sq tylko przypuszczeniami wynikajacymi z badan innych naukowcéw. W streszczeniu w
Jezyku polskim, doktorantka uzywa potocznej terminologii stosowanej w hodowli ryb nie za$
prawidlowego mianownictwa biologicznego dla przykladu; jaja, wyleg ptywajacy. Ponadto
doktorantka uzywa okreslen ,androgenoty” i ,,gynogenoty” bez wyjasnienia na poczatku
streszczenia znaczenia tych okreslen. Pewien niedosyt, w przedstawionym streszczeniu,

pozostawia brak plandéw na przyszlosé zwigzanych z poprawa skutecznosci tej metody.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zastosowanie procesu androgenezy w
indukeji rozwoju haploidow i podwojonych haploidéw u wybranych gatunkéw ryb
lososiowatych. W celu uzyskania Zywotnego androgenetycznego potomstwa wykorzystano
gamety pochodzace od blisko spokrewnionych gatunkéw tososiowatych, pstraga zrédlanego
(Salvelinus fontinalis) i palii alpejskiej (Salvelinus alpinus) oraz ich hybryd. Przeprowadzenie
androgenezy migdzygatunkowej, gdzie enukleowana ikra jednego gatunku jest zaptadniana
nasieniem innego gatunku, ciagle przysparza wiele trudnosci z powodu niskiej wydajnosci
procesu i stanowi nie lada wyzwanie dla badaczy. Aby zwigkszy¢ skutecznosé tego procesu
zdecydowano si¢ réwniez na wykorzystanie ikry pochodzacej od hybryd gatunkéw

rodzicielskich. Inaktywacj¢ genomu jadrowego przeprowadzono naswietlajac ikre



promieniowaniem X przy uzyciu akceleratora liniowego. Nastgpnie, ikr¢ naswietlong oraz
ikre kontrolna (niepoddana naswietlaniu) inseminowano, aby uzyska¢ haploidalne
androgenetyczne potomstwo oraz normalne, diploidalne osobniki potomne. Po inseminacji
cze$¢ naswietlonej ikry poddawano szokowi ci$nieniowemu w celu odtworzenia
diploidalnego stanu zarodkéw. Analize przezywalnosci potomstwa przeprowadzano w
czterech etapach; 24 godziny po inseminacji, aby oszacowaé wspoélczynnik zaplodnienia a
potem na etapie pojawienia si¢ pigmentu w oczach zarodkow ryb, na etapie wylegu larw oraz
po calkowitej resorpcji woreczka zoltkowego. Analiza odpowiednich —markeréw
mikrosatelitarnego DNA pozwolila na potwierdzenie dziedziczenia ojcowskiego jadrowego
DNA oraz homozygotycznosci osobnikéw androgenetycznych. Natomiast skutecznosé
inaktywacji matczynego jadrowego DNA oraz ploidalno$¢ komoérek badano za pomoca
diagnostyki cytogenetycznej. Wyniki tych badan doktorantka przedstawita w publikacji ,,Use
of eggs derived from the interspecific charr hybrids to induce androgenetic development of
the Brook charr (Salvelinus fontinalis Mitchill 1814)”. Okazalo si¢, ze prawie wszystkie
zarodki powstale w wyniku androgenezy miedzygatunkowej obumarty na wezesnym etapie
embriogenezy. Odnotowano jeden przypadek pstraga zrodlanego rozwijajacego si¢ w
enukleowanej ikrze palii alpejskiej, ktory przezyl stadium pojawienia si¢ pigmentu w oczach
zarodkow ryb. Prawidlowy rozwdj osiagnely natomiast androgenetyczne pstragi zrodlane w
enukleowanej ikrze tego samego gatunku oraz hybryd gatunkéw rodzicielskich, ktére nie
tylko wykluly sie, ale dozyly do stadium resorpcji woreczka zéltkowego i samodzielnego
pobierania pokarmu. W dyskusji, doktorantka wskazata na to, ze rozwdj androgenicznych
hybryd migdzygatunkowych zostal zahamowany na etapie pojawienia si¢ pigmentu w oczach
zarodkdw ryb, co moze dowodzi¢, ze matczyny material cytoplazmatyczny jednego gatunku
moze aktywowaé genom zygoty innego gatunku. Jednakze, istnieje prawdopodobienstwo, ze
inne elementy cytoplazmatyczne dziatajace podczas kolejnych etapow morfogenezy
prowadza do zamierania migdzygatunkowych androgenetycznych zarodkéw przed
wykluciem. Doktorantka sugeruje takze, ze duza $Smiertelnos¢ mozna czgsciowo wytlumaczy¢
ujawnieniem si¢ recesywnych alleli. Ponadto wedtug doktorantki odpowiedzialne za taki stan
rzeczy mogg by¢ takze zbyt niskie dawki promieniowania jonizujgcego uzyte do catkowitej
inaktywacji matczynego genomu, na co moze wskazywaé pojawianie si¢ fragmentow
chromosomoéw. Obecnod¢ takich fragmentdw chromosoméw moze byé zrodtem wysoce
zmutowanej informacji genetycznej, moze opdézni¢ lub nawet zablokowaé podziaty
mitotyczne, zdestabilizowa¢ genom androgenetyczny poprzez niekontrolowane wiaczenie ich

do chromosoméw ojcowskich, wywola¢ ich rearanzacje i w konsekwencji wpltywaé na rozwéj



ontogenetyczny nosicieli takich fragmentéw. Z drugiej jednak strony doktorantka wskazuje,
ze nizsza dawka promieniowania zapewnilaby wyzsza przezywalnosé zarodkow, podczas gdy
wyzsza dawka moze by¢ szkodliwa dla matczynych czynnikéw cytoplazmatycznych

niezbgdnych do wezesnego rozwoju zarodka.

Z powodu niskiej wydajnosci zastosowanej metody sprobowano okresli¢, w jakim
stopniu zastosowane promieniowanie jonizujace oraz szok ci$nieniowy wptywaja na
smiertelno$¢ osobnikéw androgenetycznych na przykladzie pstraga potokowego (Salmo trutta
m. fario). Poréwnano wyniki indukowanej androgenezy i gynogenezy pstraga potokowego,
aby okreslié, w jakim stopniu nagwietlanie promieniowaniem jonizujacym wplywa na
skutecznos¢ androgenezy. Inaktywacje matczynego genomu jadrowego w przebiegu procesu
androgenezy uzyskano naswietlajac ikre promieniowaniem X, natomiast inaktywacje
ojcowskiego genomu jadrowego w procesie gynogenezy osiagnigto poddajgc nasienie
promieniowaniu UV. Z kolei, poréwnujac przezywalnosé uzyskanych haploidéw i diploidéw
oceniono wplyw szoku cisnieniowego. Po inseminaciji ikr¢ z ,.grupy androgenetycznej i
gynogentycznej” poddawano szokowi ciénieniowemu. Wyniki tych badan doktorantka
przedstawila w kolejnej publikacji pt. ,,Induction of gynogenetic and androgenetic haploid
and doubled haploid development in the Brown trout (Salmo trutta Linnaeus 1758)”.
Wykazano wyzsza $miertelno$¢ haploidalnych zygot androgenetycznych w poréwnaniu do
gynogenetycznych.  Ponadto  nizszy wskaznik przezycia zaobserwowano  wérod
androgenetycznego potomstwa z diploidalnych grup poza kilkoma tylko osobnikami, ktére
przezyly do etapu samodzielnego pobierania pokarmu. Zaobserwowano rowniez wigkszg
zywotnos¢ larw haploidalnych w poréwnaniu do diploidalnych na etapie pojawienia sie
pigmentu w oczach zarodkéw ryb. Analiza ploidalnosci osobnikdw androgenetcznych z
diploidalnych wariantéw badar eksponowanych na dziatanie szoku cisnieniowego, wykazata
obecno$¢ wielu haploidalnych zarodkéw. Doktorantka upatruje przyczyn uzyskanych
wynikéw w  indukowanych promieniowaniem Jjonizujacym modyfikacjach matczynego
mRNA w cytoplazmie enukleowanej ikry, ktére moga uposledzaé wezesny rozwoj i obnizaéd
przezywalnos¢ zarodkéw androgenetycznych. W zwigzku z tym pojawienie sie haploidow
wsrdd zarodkow z diploidalnych wariantow androgenetycznych wskazuje, ze promieniowanie
jonizujace oprécz inaktywaci matczynego genomu jadrowego rozregulowuje mechanizm
kontrolujacy podzial komoérkowy, prowadzac do opdznienia I podzialu mitotycznego
zarodkéw. Z kolei opdznienie mitotyczne wywolane promieniowaniem, jak wnioskuje

doktorantka, moze spowodowaé, ze szok cisnieniowy bedzie mato skuteczny. Ponadto



doktorantka wnioskuje, ze wysoka $miertelnoé podwojonych haploidéw moze byé
spowodowana szokiem cisnieniowym, ktory wywoluje zmiany w strukturze mikrotubul
wrzeciona uposledzajac wezesny rozwdj osobnikéw gynogenetycznych i androgenetycznych.

Doktorantka przytacza rowniez wnioskowania opisane w poprzedniej publikacji.

W dalszym ciagu badan nad niska skutecznodcia androgenezy sprawdzono, jaki jest
wplyw chromosoméw plei na przezywalnosé haploidalnych i diploidalnych osobnikéw
androgenetycznych pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss) oraz przeprowadzono ocene
procesu dyferencjacji plei i rozwoju gonad u androgenetycznych samic (XX) i samcow (YY)
pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss). Ikre enukleowano z uzyciem promieniowania X, a
nastgpnie zaplodniono nasieniem pochodzacym od zwyktych, heterogametycznych samcow
(XY) oraz od homogametycznych ,,neosamcow”, czyli zmaskulinizowanych samic (XX) w
celu uzyskania osobnikéw haplidalnych. Z kolei, aby uzyskaé diploidalne osobniki
androgenetyczne zastosowano szok ci$nieniowy. Uzyskane w ten spos6b androgenetyczne
linie pstraga teczowego sktadaly sie z samcow (YY) i samic (XX) oraz samych samic (XX).
Wyniki badan doktorantka przedstawita w publikacjach ,,Androgenetic development of X-
and Y-chromosome bearing haploid rainbow trout embryos” oraz ,Application of
spermatozoa from neo-males (XX) to induce androgenetic development in rainbow trout
(Oncorhynchus  mykiss)”.  Doktorantka wykazata, ze wskazniki przezywalnosci
androgenetycznego potomstwa normalnych samecéw i tzw. »neosamcow” badanych podczas
embriogenezy i wylggu nie réznily sie istotnie. Jednak wszystkie haploidy zginety w ciagu
kilku dni po wykluciu. Podobnie, rzecz si¢ miala u osobnikow diploidalnych, gdzie
Smiertelno$¢ w tym okresie tez byla wysoka. Analiza molekularna ojcowskiego DNA
potwierdzita brak chromosomu typu Y u androgenetycznego potomstwa tzw. »neosamecow”,
Podobnie jak w poprzednich badaniach cytogenetycznych zaobserwowano pofragmentowane
chromosomy. Doktorantka podobnie jak w pozostatych publikacjach upatruje przyczyny w
dawce promieniowania jonizujgcego. Jednakze tym razem, wskazuje przypuszezalne
rozwigzanie w postaci metody Morishimy i wsp. (2011) wykorzystujacej szok termiczny w
celu uzyskania androgenetycznych haploidéw u piskorza amurskiego  (Misgurnus
anguillicaudatus). W  podsumowaniu, doktorantka zaznacza, ze roznice miedzy
chromosomami typu X i Y pstraga tgczowego nie wplywaja na przezycie potomstwa
androgenetycznego, a procesy dyferencjacji plci i formowania gonad przebiegaja u tych ryb
prawidlowo, bez wzgledu na ich ple¢ genetyczng. Ponadto, doktorantka widzi w zastosowaniu

plemnikéw tzw. ,neosamcéw” do indukowania rozwoju androgenicznego pewien potencjal



do wykorzystania w akwakulturze pstraga teczowego do produkcji homozygotycznych samic,

ktore moga by¢ stosowane w programach hodowlanych oraz do uzyskania linii klonalnych.

W swietle tak niskiej skutecznosci indukowanej androgenezy u ryb tososiowatych
pozostaje otwartym pytanie, co jeszcze mozemy zrobié dla zwiekszenia wydajnosci tej
metody? Wyniki badaf nie sa na tyle jednoznaczne a wnioskowanie rozmywa sie w sferze
przypuszczen, aby z cala pewnoscia stwierdzi¢, ze zastosowane dawki promieniowania
jonizujacego w tym wypadku promieniowania X sg zbyt wysokie lub zbyt niskie. W zwiagzku
z tym wybranie skutecznej dawki promieniowania do enukleacji ikry przy zachowaniu
matczynego materialu  cytoplazmatycznego wydaje sie by¢ kluczowe. Z danych
literaturowych wynika, ze w pierwszych (np. Purdon, 1968) jak i wigkszosci dalszych badan
nad indukowang androgeneza u ryb, stosowano promieniowanie gamma pochodzace ze Zrodla
kobaltowego. Nalezy zaznaczy¢, ze promieniowanie X generowane przez akceleratory
liniowe w poréwnaniu do promieniowania gamma nie jest jednorodne. Zastosowanie
promieniowania X do badaf z uzyciem akceleratora liniowego, powinno by¢ zwigzanie z
obliczeniem skutecznej dawki catkowitej tego promieniowania i wyznaczeniem czasu, w
ktérym dawka jest dostarczana do organizmu, czyli mocy dawki promieniowania. Istotne jest
rowniez wyznaczenie nie tylko dawki calkowitej, ale takze dawki pochlonigtej oraz ocena
stopnia jednorodnosci dawki poprzez monitorowane pomiary dozymetryczne w trakcie
napromieniania materialu. W celu wyznaczenia rozkladu dawki nalezy okresli¢ warto$é
spadku procentowych dawek zaleznych od glebokosei w napromieniowanym $rodowisku
(warstwie ziaren ikry) tzw. PDD (ang. Procentage Dose Depth), wydajnosé akceleratora
liniowego oraz profil wiazki promieniowania. Oczywiscie zawsze pozostaje powrét do
stosowania promieniowania gamma lub wybranie innej metody enukleacji ikry tak jak to
przytoczyla doktorantka w ostatniej z omawianych publikacji. Ponadto, przyczyny niskiego
wskaznika przezywalnosci zarodkéw androgenetycznych migdzygatunkowych upatruje sie w
same] aktywacji genomu zygoty, roznicach miedzygatunkowych w  zakresie cyklu
rozwojowego i interakcji migdzy genomem jadrowym a elementami cytoplazmatycznymi
(specyficzne gatunkowo biatka, matczyne mRNA i mitochondrialne DNA). W zwigzku z tym
wydaje si¢, Ze analiza mitochondrialnego DNA wynioslaby nowe $wiatlo do calosci badan

nad indukowang androgeneza u ryb.

Podsumowujae, uwazam spektrum zastosowanych w rozprawie doktorskiej mgr
Oliwii Michalik metod i analiz jak réwniez przedstawione wnioskowania za prawidlowe, w

istotny sposob poglebiajace nasza wiedze o indukowanej androgenezie oraz problemach



zwigzanych z jej zastosowaniem u ryb tososiowatych. Opublikowanie wynikéw badan w
czasopismach z listy filadelfijskiej wskazuje, ze weszly one na stale do literatury przedmiotu i
moga stanowi¢ podstawe do dalszych badan. Rozprawa doktorska mgr Oliwii Michalik
spetnia warunki okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 1. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity Dz.U. z 2017 poz. 1789
z zmianami Dz.U z 2017 poz. 1530) . W zawiazku z tym wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Oliwii Michalik do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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