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Ocena

rozprawy doktorskiej pani Natalii Sawki, zatytulowanej:

wMolekularne mechanizmy determinacji typow plciowych u wybranych gatunkow zespotu
Paramecium Aurelia” wykonanej pod opieka dr hab. Malgorzaty Prajer oraz promotora
pomocniczego dr hab. Sebastiana Tarcza, w Zakladzie Zoologii Doswiadczalne;j

Instytutu Systematyki i Ewolucji Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

Praca doktorska pani Natalii Sawki zwiazana jest z prowadzonymi od lat w Zakladzie
Zoologii Do$wiadczalnej Instytutu Systematyki i Ewolucji Zwierzat PAN w Krakowie
bardzo zaawansowanymi badaniami biologii orzeskéw oraz badaniami z zakresu genomiki
funkcjonalnej rozwijanymi w pracowni dr E. Meyera w Ecole Normale Souperieure w
Paryzu.

Tematem pracy sa genetyczne uwarunkowania determinacji typéw plciowych u
orzeskow z rodzaju Paramecium, zespotu Paramecium aurelia. W osobnikach pantofelkow
nalezacych do tego zespotu wystepuja dwa typy piciowe, okreslane jako ,,0” 1i,E”,
osobnikéw nie wykazujacych réznic morfologicznych, ale odgrywajace, jak to wykazat
Sonneborn decydujaca role w procesach ptciowych koniugacji osobnikow o przeciwnych,
komplementarnych typach ptciowych. Typy plciowe okazaty si¢ dziedzicznymi, a zatem
uwarunkowanymi genetycznie. Proces koniugacji, parowanie si¢ komplementarnych
osobnikow, zalezy natomiast od cech fenotypowych komorek orzqskéw. Cechy behawioralne
i fenotypowe pantofelkow okreslane sg przez specyficzne biatka receptorowe bton
komérkowych i rzesek oraz czynniki transkrypeyjne i RNA regulujace ekspresjg genow.
Celem badan pani Natalii Sawki byto okre$lenie zaangazowania gen6w w procesach
determinujacych typy plciowe osobnikéw dwu gatunkéw zespotu Paramecium aurelia: P.

biaurelia i P. tredecaurelia.



Tak okreslony cel pracy zashuguje na podkreslenie i nie budzi zastrzezen. Wiaze si¢ on
z podstawowym problemem wspélczesnej biologii molekularnej i komorkowej: jak genotyp
komorki eukariotycznej okresla fenotypowe i behawioralne cechy komorek, zarbwno
organizméw jednokomérkowych jak i komérek budujacych tkanki i organy zwierzat
wielokomérkowych. Wiemy dzisiaj, Ze np. genom czfowieka obejmuje okoto 28 tysigcy
genow. Ta ich niewielka stosunkowo liczba warunkuje syntezg okoto 200 tysigcy
rozmaitych biatek i w ostatecznym efekcie miliony cech genotypowych i behawioralnych
ztozonych organizméw. Podstawowym celem nowoczesnej biologii komérkowej i
molekularnej jest wyjasnienie, jak informacja zawarta w jednej komoree, zygocie, jest
pozniej wykorzystywana do wytworzenia rozmaitosci cech potomnych komorek budujacych
rozmaite tkanki, organy i osobniki . Poznanie tych procesow jest podobnie trudne jak
wyjasnienie jak ograniczona stosunkowo liczba stow jakiegos jezyka okazuje sie
wystarczajaca do tworzenia rozmaitych zdan i dziet literackich.

Zawezenie zadan badawczych do okreslenia jak dziatajg geny w determinacji typow
plciowych w dwu gatunkach Paramecium jest w petni uzasadnione. Badania ograniczone do
analizy procesow zachodzacych w obrgbie genomu pantofelka jednoznacznie wskazuja, jak
ztozone sq to zjawiska i jak trudnym zadaniem bedzie wyjasnienie mechanizmow
prowadzacych do zrozumienia wspotdziatania regulacji genetycznej i epigenetyczne]
ujawniania sie cech fenotypowych i behawioralnych w komorkach eukariotycznych.

Pani Natalia Sawka w swojej pracy doktorskiej skupita si¢ na badaniu trzech genow
determinujacych typy piciowe w P. tetraurelia : mt4, mtB, miC . Gen mtA koduje biatka
transbtonowe osobnikéw typu piciowego E (Even) zaangazowane w ich aglutynacj¢ z
osobnikami typu ptciowego O (Odd), za$ geny mtB i mt C koduja czynniki transkrypcyjne
uczestniczace w aktywacji ekspresji genu meA. W swoich badaniach wykorzystata wiele
nowoczesnych metod biologii molekularnej i komérkowe;. Opanowata i zastosowala takie
metody jak: izolacj¢ DNA z kultur Paramecium, reakcjg tahcuchowa polimerazy (PCR) i
amplifikacje fragmentéw DNA, sekwencjonowanie fragmentow DNA, metody
bioinformatyczne wykorzystania programéw do poréwnywania sekwencji i konstrukeji
drzew filogenetycznych, metody izolacji RNA, hybrydyzacji Northen, przygotowywania
insertow do transformacji komorek, metody elektroporacji bakterii, metody mikroiniekcji z
uzyciem mikromanipulatora, wyciszania gendw metoda Feeding z wykorzystaniem RNA. Na
szczegblne podkreslenie zastuguje opanowanie przez doktorantke metod nowoczesne;j

genetyki molekularnej sekwencjonowania i badania genow, wlacznie z analizg ich ekspresji 1



wyciszania. Wigkszo$¢ tych metod doktorantka poznata przebywajac na dtugoterminowych
stazach w pracowni dr E. Meyera w Ecole Normale Souperieure w Paryzu.

Przedstawione w rozprawie wyniki badan sa dobrze udokumentowane i wskazuja, ze
doktorantka zrealizowala zamierzone cele badawcze. Wigkszo$¢ badan pani Sawka wykonala
na dwu szczepach Paramecium tredecaurelia oznaczonych jako 209 i 321, Osobniki szczepu
321 wykazuja typ piciowy ,,E” a szczepu 209 typ ,0”, jak to wykazat Sonneborn juz w 1974
roku.. Okreslita sekwencje trzech genéw mtd, mtB i mtC wraz z rej onami flankujacymi
zaangazowanych w determinacje typow piciowych, wystepujace w tych genach modyfikacje,
transwersje i delecje oraz ich dziedziczenie i wplyw na produkty tych genow oraz na
determinacje typoéw plciowych. Potwierdzita hipotezg zakladajaca, ze determinacja typu
plciowego E jest zawsze zwiazana z ekspresjg genu miA kodujacego biatko transblonowe
zaangazowane w aglutynacje z komérkami typu piciowego ,0”. Wykazata, ze geny miB i
mtC nie sa konieczne w determinacji typéw ptciowych 1 zasugerowata, ze na aktywacj¢ genu
mtA ma wplyw inny, nie opisany jeszcze gen kodujacy czynnik transkrypeyjny, ktory w typie
,,0” nie dziata. Na podstawie analizy swoich badarn molekularnych i skonstruowanych drzew
filogenetycznych doktorantka wysuwa hipoteze, ze w zespole gatunkow Paramecium aurelia
doszto do ewolucji kilku wzajemnie niezaleznych mechanizméw determinacji typéw
plciowych.

Wstep pracy obejmujacy 21 stron maszynopisu i dyskusja wynikow obejmujaca wraz z
wnioskami 13 stron maszynopisu zostaly opracowane bardzo starannie w oparciu o dobrze
dobrang literature omawianych zagadnief. Autorka cytuje 47 prac publikowanych po 2005
roku, co wskazuje na aktualno$¢ tematyki badan przedstawionych w pracy doktorskiej. Nie
pomija jednak klasycznych prac, nawet publikowanych w latach 30 i 50. ubieglego wieku,
gdy zaczynano badag, chociaz nie na poziomie molekularnym, procesy piciowe u orzgskow.
Rozdziaty te $wiadcza o duzej kompetencji Autorki w dziedzinie genetyki molekularnej i
biologii orzeskéw. Réwniez sposob przedstawienia wynikéw badan nie budzi zastrzezen.

Tekst pracy zostal przez doktorantk¢ przygotowany stosunkowo starénnie. Nie
ustrzegla sie jednak kilku bledow i niedociagnie¢. Wykaz stosowanych w pracy skrétow
zamieszczony na stronie 24 jest niepelny. Na str. 7 Autorka uzywa terminu ,, egzony”
piszac o ,,eksonach”. Termin ten zostat wprowadzony po zastosowaniu enzymow
restrykcyjnych do ,, wycinania” fragmentow DNA i pochodzi od stowa angielskiego ,,excise”
— wycinaé. W oryginalnych pracach, gdy go wprowadzano, rysowano nozyczki tnace fancuch

DNA. Autorka wymiennie stosuje pisownig ,,injekcja” 1 poprawng ,iniekcja”. W pracy



czesto pisze niewltasciwie ,,przy pomocy rzeczy”, podczas gdy powinno sig pisa¢ ,,za
pomoca” rzeczy, a ,przy pomocy” ludzi.

Powazniejszym niedociagnieciem jest zbyt lakoniczny opis stosowanych w badaniach
niektérych metod. O ile metody genetyki opisane sg jednoznacznie, to opis niektérych innych
metod uzywanych w badaniach jest niewystarczajaco doktadny. Piszac o elektroporacji
komorek bakterii podaje nazwe uzytego przyrzadu, elektroporatora firmy BioRad, USA, nie
podajac ani amplitudy, ani dlugodci trwania, ksztattu i liczby stosowanych impulsoéw
clektrycznych wysokiego napigcia. Powoduje to, Ze doswiadczenia te staja si¢
niepowtarzalne przy uzyciu elektroporatorow innych firm. Na rynku obecnie mozna zakupic
rozmaite elektroporatory produkowane przez kilkanascie firm. Z lakonicznego opisu
elektroporacji nie wynika, jak pani Sawka wykonata swoje doswiadczenia. Nie mozna ich
sprawdzi¢ uzywajac elektroporatoréw innych firm. Rowniez moga by¢ niepowtarzalne
wyniki dotyczace mikroiniekcji, gdyz Autorka nie podata ani §rednicy uzytych mikropipet,
ani rodzaju szkta, z ktorego byty one zrobione. Sg to bardzo wazne informacje, niezbgdne do
powtdrzenia do§wiadczen opisanych w pracy, gdyz np. biatka roznie reaguja z rozmaitymi
rodzajami szkta, a mechaniczne cechy szkla sa decydujace, gdy pracuje si¢ z komorkami
Protista lub roglinnymi. Zapewne prowadzac swoje do$wiadczenia doktorantka korzystata z
metod juz sprawdzonych w pracowni, w ktorej pracowata, i wyniki jej badaf sa wiarygodne.
Jesli kto$ cheiatby jednak powtarza¢ i sprawdzac te doéwiadczenia w innej pracowni, bez
waznych informacji o stosowanej metodzie, napotkatby na trudnosci.

Chciatbym tutaj podkresli¢ koniecznos¢ szczegOlowego opisu stosowanych metod.
Opis taki jest niezbedny do potwierdzenia badan w innych pracowniach. Jest to szczegolnie
wazne w badaniach z zakresu biologii komérkowej i molekularnej oraz biotechnologii, gdyz
w tych waznych i szybko rozwijanych dziedzinach nauki wywierane sa najsilniejsze naciski
na badaczy przez firmy komercyjne, ktére czgsto polecaja btedne metody i testy do badan
biologicznych i ukrywaja wazne informacje.

Zamieszczone powyzej uwagi nie maja wplywu na bardzo wysoka oceng pracy
doktorskiej pani mgr Natalii Sawki. Jestem przekonany, ze jest Ona juz teraz bardzo dobrze
przygotowana do kontynuowania prac badawczych w zakresie genetyki molekularnej 1
biologii komérkowej z wykorzystaniem nowoczesnych metod wspolczesnej nauki.
Chciatbym tylko ostrzec przed bezkrytycznym stosowaniem metod badawczych i
wykorzystywaniem aparatury opierajac si¢ wylacznie na protokotach procedur zalecanych

przez dostawcow sprzetu i odezynnikow.



Podsumowujac uwazam, ze rozprawa doktorska pani mgr Natalii Sawki, zatytulowana
,Molekularne mechanizmy determinacji typéw plciowych u wybranych gatunkow
zespolu Paramecium aurelia” wykonana pod opieka dr hab. Matgorzaty Prajer oraz
promotora pomocniczego dr hab. Sebastiana Tarcza, w Zakladzie Zoologii Do$wiadczalne]
Instytutu Systematyki i Ewolucji Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Krakowie
spetnia wszelkie wymagania stawiane pracom doktorskim i zastuguje na wyrdznienie.

7 awiera ona wiele elementéw nowosci naukowej, cele pracy zostaly jasno okreslone, a
badania whasciwie wykonane. Wnosze przeto do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Systematyki i Ewolucji Zwierzat o dopuszczenie pani mgr Natalil Sawki do publicznej

obrony i dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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