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Mitochondria, jako jedna z organelli powstatych w wyniku symbiozy,
posiadajg wiasny genom, wprawdzie niewielki, lecz pelnigcy w komorce wazne
funkcje. Ewoluuje on szybciej niz genom jadrowy, i u niemal wszystkich
zwierzat dziedziczony jest uniparentalnie, w linii matecznej. Pozwala to na
stosunkowo proste rekonstruowanie pokrewienstw — jak dlugo czas vdywegencji
nie jest zbyt odlegly — a ponadto umozliwia na rekonstrukcje pokrewienstw, w
formie hierarchicznego drzewa, od poziomu wewngtrzpopulacyjnego po niezbyt
odlegle od siebie gatunki, czym zajmuje sie stworzona przez Avise’a
filogeografia. U niektorych matzy jest jednak inaczej: oprocz ,,typowego”
matczynego genomu, przekazywanego potomstwu obu pici, wystepuje tez
genom meski, przekazywany jedynie meskiej czgsci potomstwa. Wynikiem jest

heteroplazmia, ktérej odmienno$¢ siega nawet kilkudziesieciu procent. Nie



potrafimy wciaz zrozumieé¢ ani mechanizmu, ani funkeji tego podwdjnie
uniparentalnego dziedziczenia. Zarazem obecno$¢ dwoch wyraznie odmiennych
genoméw stwarza mozliwosci lepszego poznania dziedziczenia
mitochondrialnego DNA — cho¢by zaskakujgca dla badaczy rekombinacja
mtDNA, wykazana wiasnie na tych matzach. Najczescie]j obiektem badan sa
omutki z rodzaju Mytilus, matze o $wiatowym zasiggu, zapewne jedyni
przedstawiciele zoobentosu osiagajacy biomasg kilku kilogramdw na metr
kwadratowy dna, hodowane i jadane przez cztowieka.

Recenzowana praca doktorska dotyczy wtasnie genomow
mitochondrialnych matzy. Przedstawia wyniki badan, przeprowadzonych
rzetelnie i nowoczesnymi technikami, nad trzema zagadnieniami z tego zakresu.
Praca liczy 84 strony, zawiera 20 rycin i 6 tabel. Literatura liczy 145 pozyciji,
prawidtowo zestawionych. Wyniki poprzedza bardzo rozbudowany wstep, ktory
oczywiscie nie znajdzie miejsca w wersji przeznaczonej do publikacji. Na 37
stronach miesci sie streszczenie, abstract, wykaz skrotow, ,,wlasciwy” wstep
omawiajacy rodzaj Mytilus, mitochondrialne DNA, hermafrodytyzm, podwojnie
uniparentalny system dziedziczenia mitochondriow, ORF u matzy i postulowany
brak afp8 u matzy. Dalej opisano NGS, czyli sekwencjonowanie nowe;j
generacji. Cze$¢ ta dowodzi dobrej orientacji Doktoranta w temacie, ale
oczywiscie jest zbedna. Nienajlepszg praktyka jest niepodanie, za wyjatkiem
ryciny pierwszej, Zrodet rycin. Ponadto, zgodnie z ICZN, diuga lista gatunkow
matzy, u ktérych wykazano podwojnie uniparentalne dziedziczenie mtDNA, a
takze wszelkie nazwy gatunkow uzyte w tekscie po raz pierwszy, powinny by¢
kompletne, czyli zawiera¢ nazwiska autorow i daty opisu. Dalej nastepuja cztery
strony opisu technik (zbedne), po czym dwie strony opisu programow
komputerowych (niepotrzebne). Nastgpne dziewig¢ stron to kolejne opisy
kolejnych technik — niepotrzebnie szczegotowe. Znow trzy ilustracje, bez
podania Zrédel. Przeciez nie sg to oryginalne wyniki Autora, a gdyby byly, to tez

powinno by¢ zaznaczone, a zresztg wowczas musiatoby to trafi¢ do wynikow.
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Pierwszym z postawionych przez Doktoranta pytan dotyczyto mozliwosci
wykazania, technikg NGS RNAseq, ewentualnego podwojnie uniparentalnego
dziedziczenia mitochondrialnego DNA u pacyficznego matza Eurhomalea rufa.
Wystepowania tego zjawiska mozna si¢ byto spodziewa¢, bowiem E. rufa
nalezy do rodziny Veneridae, gdzie dotychczas wykazano je o trzech
przedstawicieli (nota bene, zgodnie z ICZN, Meretrix lamarckii, nie
Lamarckii”). Ta czg$¢ rozprawy zostala juz czesciowo opublikowana w Marine
Genomics. Zastosowana technika powinna umozliwi¢ wyroznienie dwoch
genomow mitochondrialnych, zwlaszcza ze mozna by sig spodziewac
dywergencji na poziomie co najmniej 10%. Takiego zréznicowania nie
znaleziono, a wiec podwojnie uniparentalnego dziedziczenia u tego matza
wykazad sie nie da.

Niejako przy okazji wykorzystano uzyskane sekwencje oksydazy
cytochromowej do wnioskowania o pokrewiefistwach tego gatunku. Tu jednak,
a zwlaszcza dla zamieszczonego na s. 55 drzewa majacego obrazowac
pokrewienstwa pomiedzy wybranymi gatunkami rodziny Mytilidae, nasuwaja
sic powazne zastrzezeni. Po pierwsze: podstawa tego typu rekonstrukcji
pokrewienstw jest zalozenie, ze obserwowane zréznicowanie odzwierciedla
liczbe zmian w badanej sekwencji, czyli odzwierciedla, lepiej lub gorzej,
dlugo$¢ czasu od ostatniego wspolnego przodka. Takie zatozenie nie da si¢
zaakceptowaé dla odleglosci p rownych 0,3 czy nawet 0,1. Zwyczajnie przy tak
duzej dywergencji obserwowana réznica nie odzwierciedla poziomu zmian,
ktore zaszly w trakcie ewolucji, niewatpliwie wiele byto mutacji wielokrotnych,
wstecznych, itd. Nalezatoby wiec estymowa¢ model ewolucji, a nastepnie uzy¢
odpowiedniej odlegtosci. To zresztg i tak specjalnego sensu nie ma, bowiem
programy oparte na odlegtosciach to juz raczej anachronizm. Neighbor-joining,
zaproponowane przez Nei, jest wciaz znakomite i szeroko wykorzystywane do
wstepnej estymacji drzewa, gdy taksondw jest wiele. Byto tez niezastapione w

czasach kalkulatorow. Obecnie nalezatoby uzy¢ techniki maksymalizacji



wiarygodnosci (maximum likelihood), odpowiednio dobierajgc model. Nawet
MEGA na to pozwala, cho¢ nie wyobrazam sobie publikowania drzew
obliczonych tym pakietem, nadajgcym sie jedynie do wstepnych, roboczych
analiz. Ponadto — w odréznieniu od neighbor joining — mozna by wtedy
wyliczy¢ (a raczej koniecznie trzeba by bylo) poziomy wiarygodnosci kolejnych
kladow, technikg bootstrap. Inaczej wnioski o pokrewienstwach sg zwyczajnie
nieuprawnione.

Drugie z postawionych pytan dotyczyto obecnosci w genomie
mitochondrialnym omutkéw Mytilus dodatkowej, czternastej ramki odczytu —
czy koduje ona biatko moggce bra¢ udziat w mechanizmie dziedziczenia
mitochondriow u matzy, u ktérych wykazano DUI. Zwazywszy, ze 0
mechanizmie takiego dziedziczenia mitochondriow wiemy bardzo niewiele, taka
mozliwosé jest szczegolnie interesujgca. Tym bardziej, ze obecnos¢ tej
dodatkowej ramki wydaje sie skorelowana z wystepowaniem podwdjnie
uniparentalnego dziedziczenie mtDNA. Doktorant wykorzystal caly szereg
nowoczesnych i pracochtonnych technik, uzyskujac wyniki nie do konca
jednoznaczne. Rzeczywiscie wykazano obecno$¢ biatka, choc o dos¢ dziwacznej
strukturze, ale mozliwego do uzyskania jedynie na drodze transkrypcji tej ramki
mtDNA z uzyciem kodu jgdrowego, nie mitochondrialnego. Tak wigc
mitochondrialny zapis musiatby by¢ przepisywany na biatko z wykorzystaniem
jadrowego RNA. Intuicyjnie wydaje si¢ to zrozumiate — segregacja
mitochondriéw w zygocie zachodzi przeciez w cytoplazmie i tam wiasnie
takiego biatka, majacego udziat w tym procesie, nalezy si¢ spodziewac. W
sumie przedstawione przez Doktoranta wyniki poszerzajg nasza wiedze w tym
temacie i ograniczaja zakres niepewnosci, chod, jak to podkresla sam Doktorant,
dalsze badania sg niezbedne.

Trzecie pytanie dotyczyto obecnosci u Mytilus edulis mitochondrialnego
biatka ATP8, ktérego brak wskazywano dla tych i wielu innych matzy.

Technika immunodetekeji wykazano meska wersje tego biatka, lecz jedynie w
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plaszczu (tan lezg gonady) samcow. Zenska wersja wystgpowata natomiast we
wszystkich tkankach samic, a takze samc6w, lecz u tych ostatnich w paszczu
byto jej niewiele. Potwierdzono tez obecno$¢ ATP innymi metodami. Wyniki

tej czesci rozprawy zostaty juz opublikowane.

Przedstawiona rozprawa doktorska niewatpliwie wydatnie poszerza naszg
wiedze dotyczaca genomdw mitochondrialnych i spetnia wymogi Ustawy o
stopniach naukowych u tytule naukowym (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z dnia 14
marca 2003 r.), z pdzniejszymi zmianami (Dz. U. Nr 164, poz. 1365 22005 r.;
Dziennik Ustaw z 21 kwietnia 2011 Nr 84 poz. 455), oraz Ustawy z dnia 21
kwietnia 2017 r. (Dz. U. z 2017, poz. 859) o zmianie ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz
niektérych innych ustaw, stawiane rozprawom doktorskim, i moze stanowic

podstawe do ubiegania si¢ przez Kandydata o stopien doktora.

W zwiazku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr inz. Marka Lubosnego do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whnosze rowniez o nagrodzenie ocenianej rozprawy.

Krakow, 9.08.2019

prof. dr hab. Andrzej Falniowski



