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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Judyckiej pt.

»Wykorzystanie nowoczesnych metod oceny jako$ci nasienia w celu zrozumienia

mechanizméw kriouszkodzen plemnikéw ryb jesiotrowatych i lososiowatych”

wykonanej w Instytucie Rybactwa Srédladowego im. Stanistawa Sakowicza w Olsztynie
pod kierunkiem Promotora dr hab. inz. Miroslawa Szczepkowskiego oraz Promotora

pomocniczego dr inz. Grzegorza Dietricha.

Kriokonserwacja nasienia jest postgpowaniem biotechnologicznym stosowanym od
wielu lat w rozrodzie r6znych gatunkéw zwierzat. Takze w przypadku nasienia ryb opracowano
wiele skutecznych metod zamrazania-rozmrazania nasienia, a pierwsze doniesienia naukowe z
tego zakresu opublikowano w latach 50 XX wieku. Specyficzne warunki rozrodu tej gromady
kregowcow wymusily koniecznos¢ opracowania odmiennych w poréwnaniu do ssakéw metod
kriokonserwacji nasienia. Dodatkowo, réznice w morfologii gamet ryb warunkuja koniecznogé

gatunkowego dostosowania procedur w celu uzyskania dobrych efektow zaptodnienia.

Rozprawa doktorska Pani mgr Sylwii Judyckiej pt. ,,Wykorzystanie nowoczesnych
metod oceny jakosci nasienia w celu zrozumienia mechanizméw kriouszkodzen plemnikéw ryb
Jesiotrowatych i tososiowatych” zostata przedstawiona do recenzji w formie ztozonej z czterech
oryginalnych prac naukowych oraz poprzedzajgcego je opracowania o charakterze
wprowadzajgco-przegladowym. Prace zostaly opublikowane w wysoko indeksowanych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym i uznanej renomie: Journal of Applied Ichthyology
(IF — 1,034; MNiSW- 20 pkt), Cryobiology (IF — 2,214; MNiSW- 25 pkt.), Aquaculture ((IF —
3,256; MNISW- 35 pkt.), General and Comparative Endocrinology (IF — 2,660; MNiSW — 25).
Laczny Impact Factor dla publikacji to 9,164 a liczba punktow MNiSW wg punktacji za rok
wydania wynosi 105. Dobdr publikacji, jako podstawy dla rozprawy doktorskiej nie budzi
zastrzezen. We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem. Stosowne

oswiadczenia wspélautoréw potwierdzajace wiodgcy udzial Doktorantki w planowaniu i



realizacji badan oraz przygotowaniu manuskryptu zostaly przedstawione Recenzentowi lacznie
z egzemplarzem rozprawy doktorskiej. Doktorantka nie pelnila obowigzkéw autora
korespondencyjnego w Zadnej z prac stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej. Praca
doktorska przediozona do recenzji liczy 64 strony, z czego 34 stanowi polskojezyczna czesé
wstepna pracy obejmujgca wprowadzenie oraz syntetyczny opis wynikoéw opublikowanych w
kolejnych artykutach naukowych. Wiodacym tematem publikacji stanowiacych podstawe
rozprawy doktorskiej jest doskonalenie metod kriokonserwacji nasienia ryb jesiotrowatych i

tososiowatych z wykorzystaniem nowoczesnych metod oceny jakosci nasienia.

Prace stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane w
czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej, zostaly zatem juz ocenione przez recenzentow. W
zwigzku z tym ich ponowna ocena merytoryczna jest w mojej opinii zbedna. Opublikowanie
wynikow badan w uznanych czasopismach naukowych jest mozliwe tylko pod warunkiem
pozytywnej oceny redaktoréw oraz recenzentéw, co $wiadczy o ich wysokiej jakosci. Mozna
zatem przyja¢, ze najistotniejsza czg$¢ rozprawy zostala zweryfikowana merytorycznie. W
pierwszej czgsci mojej recenzji skupie si¢ na podkresleniu tego, co w kolejnych publikacjach
jest moim zdaniem szczegélnie cenne i warte odnotowania. Zanim jednak do tego przejde
pozwol¢ sobie na pewne uogolnienie, wedlug mnie bardzo istotne dla rzetelnej recenzji
ocenianej pracy doktorskiej. Odnosz¢ wrazenie po lekturze prac wchodzacych w sklad
rozprawy doktorskiej, ze jednym z najistotniejszych celéw jakie stawiali sobie Doktorantka
oraz zespoly autorskie bylo doskonalenie metod kriokonserwacji w takim kierunku, aby w
mozliwie  najwigkszym  stopniu  usprawni¢ i  zracjonalizowaé¢  wykorzystanie
kriokonserwowanego nasienia jesiotra syberyjskiego i pstragga teczowego w warunkach
praktyki produkcyjnej. Jest to moim zdaniem bardzo cenne podejécie do tematu, szczegdlnie w
przypadku waznych z punktu widzenia gospodarczego gatunkéw ryb. Odnosze jednak
wrazenie, ze te bardzo istotne osiggnigcia praktyczne nie zostaly w wystarczajacy sposGb
wyeksponowane w czgdci wstepnej przedstawionej do oceny rozprawy zaréwno podczas
formutowania ogélnego celu pracy doktorskiej jak i w formutowaniu ogélnych wnioskow

wynikajacych z dysertacji.

W pierwszej z prac ,,Characterization of siberian sturgeon (Acipenser baerii, Brandt
1869) sperm obtained out of season” (Journal of Applied Ichthyology 31; 34-40, 2015) autorzy
podjeli si¢ zadania oceny wybranych parametréw jakosci nasienia jesiotra syberyjskiego
pozyskanego poza sezonem rozrodczym. Podjeto takze prébe kriokonserwacji nasienia oraz

okreSlenia zdolnosci zaptadniajgcej plemnikéw po zamrozeniu-rozmrozeniu. W omawianej
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pracy, po raz pierwszy dokonano analizy wybranych wyznacznikéw jakosci nasienia,
pozyskanego poza sezonem rozrodezym od samcéw jesiotra syberyjskiego (koncentracja i
ruchliwos$¢ plemnikéw, cisnienie osmotyczne, pH i zawartos¢ biatka w plazmie nasienia).
Wskazano na niska przydatnos¢ takiego nasienia do krétkookresowego przechowywania w
stanie ptynnym przy dobrej zdolnosci zaptadniajgcej plemnikéw poddanych kriokonserwacii.
W badaniach wykazano, Zze nasienie pobrane po stymulacji hormonalnej w grudniu rézni si¢
pod wzgledem wielu parametré6w od nasienia pobranego w kwietniu. Cecha, ktora szczegélnie
wyrézniala nasienie pobrane w grudniu byla wysoka, spontaniczna ruchliwos$¢ plemnikéw w
$rodowisku plazmy nasienia. Wynika to prawdopodobnie z niepelnej dojrzatosci nasienia
powstajgcego w gonadach. Tym niemniej, pozytywne wyniki uzyskane po kriokonserwacji
nasienia pobranego poza sezonem rozrodczym dajg nowe mozliwosci prowadzenia rozrodu

jesiotréw w warunkach chowu na duzg skale.

W pracy pt. ,, New extender for cryopreservation of Siberian sturgeon (Acipenser baeri)
semen” (Cryobiology 70, 184-189, 2015) celem bylo opracowanie prostego rozcieficzalnika do
kriokonserwacji nasienia jesiotra syberyjskiego, opartego na glukozie i metanolu. Autorzy
wykazali, ze rozcienczalnik zawierajacy 0,1 M glukoze w 15 % metanolu pozwala na uzyskanie
dobrych wynikéw zaplodnienia ikry. Co wigcej, 30 minutowa inkubacja przed zamrozeniem
ani 30- minutowy okres przechowywania po rozmrozeniu nie wplywa znaczaco na jakos¢
nasienia 1 uzyskiwane efekty zaplodnienia ikry. Daje to mozliwo$é usprawnienia organizacji
pracy w warunkach produkcyjnych poprzez nowe mozliwosci wykorzystania nasienia w

zakresie postepowan prowadzonych na skale produkcyjng.

W kolejnej pracy pt. “The effect of supplementation of a trehalose-based extender with
KCl on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) sperm freezability and post-thaw motility
(Aquaculture 465, 303-310, 2016) autorzy opracowali sklad rozcienczalnika do
kriokonserwacji nasienia pstraga teczowego oparty na trehalozie oraz metanolu. Dodatkowo
przeprowadzono analizy dotyczace wplywu dodatku jonéw potasowych oraz Tris-HCl na
ruchliwo$¢ 1 zywotno$¢ plemnikéw po rozmrozeniu oraz ich zdolnos¢ zaptadniajgca. Najlepsza
ruchliwos$¢ plemnikow uzyskano w przypadku zastosowania 175 mM trehalozy oraz 175 mM
trehalozy z dodatkiem 40 mM KCI. Uwzglednienie dodatku jonéw potasowych w skladzie
rozcienczalnika pozwalalo na utrzymanie ruchliwos$ci plemnikow przez 60 minut inkubacji po
rozmrozeniu. Dodatek Tris-HCl oraz zmiana pH do 7,5 oraz 8,5 powodowala obnizenie

ruchliwosci plemnikéw. Zastosowanie opracowanego rozcienczalnika z dodatkiem jonow



potasowych pozwala na przedluzenie czasu na wykorzystanie nasienia po rozmrozeniu w

warunkach produkcyjnych.

W pracy ,,Effect of dilution in sperm maturation media and time of storage on sperm
motility and fertilizing capacity of cryopreserved semen of sex-reversed female rainbow trout”
(General and Comparative Endocrinology 245, 89-93, 2017) przeprowadzano kriokonserwacje
nasienia neosamcOw pstraga teczowego oraz analizowano wplyw roéznych plynéw do
dojrzewania nasienia na ruchliwo$é plemnikéw oraz dfugos$¢ przechowywania nasienia po
zamrozeniu-rozmrozeniu. Wykazano, ze ruchliwo$¢ plemnikéw jest hamowana bezposrednio
po rozrzedzeniu nasienia, ale w miare uplywu czasu dochodzi do wzrostu ruchliwosci
plemnikéw. Opisywana zmiana jest charakterystyczna dla nasienia w trakcie okolo godziny
przechowywania po rozmrozeniu. Nie wykazano istotnego wplywu rodzaju zastosowanego
ptynu na zdolno$¢ zapladniajaca plemnikéw po kriokonserwacji. We wszystkich

analizowanych przypadkach pozostawala ona na stalym, wysokim poziomie.

W drugiej czesci recenzji przedstawi¢ swoje uwagi do czesci wprowadzajaco -
przegladowej rozprawy doktorskiej. Mam do niej kilka watpliwosci i z obowigzku wskaze je w

swojej recenzji.

1. Watpliwosci moje jako Recenzenta wzbudza sposéb sformutowania celu pracy. Na stronie
4 w czesci ,,Streszcezenie”, Doktorantka pisze: ,,Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto
wykorzystanie nowoczesnych metod oceny jakosci nasienia (CASA — komputerowa analiza
ruchu plemnik6éw oraz cytometria przeptywowa) jako narzedzi umozliwiajacych poznanie
mechanizm6éw lezacych u podstaw kriouszkodzen plemnikéw ryb lososiowatych oraz
jesiotrowatych podczas przechowywania, na temat ktérych brak lub sg dostepne bardzo
ograniczone dane”. Moim zdaniem, wykorzystanie nowoczesnych metod nie powinno byé
celem, lecz raczej droga do osiagnigcia celu. Metody laboratoryjne s3 z reguty narzedziami
do osiggania celéw naukowych. Moim zdaniem, lepszym byloby sformutowanie celu jako
np. ,Analiza mechanizméw kriouszkodzei plemnikéw ryb lososiowatych oraz
jesiotrowatych z wykorzystaniem nowoczesnych metod oceny jakosci nasienia”. Poza tym,
o ile analizy z wykorzystaniem systemu CASA byly przeprowadzane w przypadku
wszystkich prac stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, to analizy cytometryczne
przeprowadzono w dwdch z czterech przedstawionych prac stosujac jeden typ barwienia
fluorescencyjnego. W zwiazku z tym prosz¢ o wyjasnienie dlaczego analiz cytometrycznych
nie przeprowadzono w pracy II i IV chociaz wydaje sie, ze w $wietle postawionego celu

pracy nalezaloby je rowniez w tych pracach wykonaé.



2. Doktorantka na stronie 4 formuluje jeszcze jedno stwierdzenie, ktore moim zdaniem nie do
korica znajduje odzwierciedlenie w wynikach. Jest to cyt. ,,W niniejszej rozprawie
doktorskiej skupiono si¢ na poszukiwaniu wyznacznikéw jakosci nasienia ryb
jesiotrowatych oraz lososiowatych, ktére mogg zosta¢ wykorzystane do prognozowania
sukcesu kriokonserwacji”. Czy jest to dodatkowy cel pracy, ktérego nie udalo sie
zrealizowac? Wsréd wnioskow nie udalo mi sig takich wyznacznikéw odnalezé. Jedynym
zidentyfikowanym wydaje si¢ by¢ koficowa koncentracja plemnikdw pstraga teczowego na
poziomie 1,2 - 1,3 mld/ml w przypadku kriokonserwacji w rozcieficzalniku trehaloza-
metanol-KCl. Z drugiej strony, na stronie 15 w podrozdziale ,,1.6 Wyznaczniki jakosci
nasienia” opisujgc czynniki wplywajace na przydatno$¢ plemnikéw do kriokonserwacji
Doktorantka pisze: ,Niestety, na podstawie zadnego z tych parametrow potraktowanych
indywidualnie nie mozna dokladnie oraz powtarzalnie okresli¢ zdolnosci plemnikéw do
kriokonserwacji”. Bardzo prosze o wyjasnienie rozbiezno$ci polegajgcej na tym, ze z jednej
strony poszukiwanie wyznacznikéw przydatnosci do zamrazania jest wskazane jako jeden z
gltéwnych problemoéw na ktérych skupia si¢ praca doktorska, a w dalszej czesci opracowania
pojawia si¢ stwierdzenie ze takich parametréw nie da sie ustalié, a jedynym wiarygodnym
jest zdolnos¢ plemnikéw do zaplodnienia oocytow.

3. Prosze o przedstawienie w mozliwie krotkiej i treSciwej formie (np. w punktach)
mechanizmow kriouszkodzen plemnikow ryb jesiotrowatych i fososiowatych, ktéfe udalo
si¢ Doktorantce pozna¢ i zrozumie¢ w efekcie realizacji rozprawy doktorskiej. Takiego
krétkiego opisu porzadkujacego uzyskane efekty w bezposrednim odniesieniu do tematu

pracy moim zdaniem brakuje w polskojezycznej czesci opracowania.

Przedstawione powyzej uwagi, obok innych drobnych (edytorskich) nie wplywaja w zaden
sposob na wysoka ocene rozprawy doktorskiej przedstawionej do recenzji. Na szczegdlne
podkreslenie moim zdaniem zashuguje praktyczne podejscie do analizowanych zagadnief,
pozwalajgce na wykorzystanie wynikow rozprawy doktorskiej w praktyce produkcyjnej. Na
postawie sporzgdzonej recenzji rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze praca mgr Sylwii
Judyckiej wnosi wiele nowych danych z zakresu metod kriokonserwacji nasienia ryb
jesiotrowatych i lososiowatych (pstrag teczowy i jesiotr syberyjski) szczegolnie istotnych z
gospodarczego punktu widzenia. Doktorantka catkowicie spelnia wymagania stawiane
kandydatom ubiegajgcym si¢ o nadanie stopnia doktora. Przemyslane podejscie do tematu oraz

badania ukierunkowane na wdrozenie wynikéw w praktyce produkcyjnej wskazujg na duza



wiedzg Doktorantki oraz $§wiadcza o bardzo dobrym przygotowaniu mgr Sylwii Judyckiej do
efektywnej pracy naukowe;j.

V. Whniosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Sylwii Judyckiej pt.:
» Wykorzystanie nowoczesnych metod oceny jakosci nasienia w celu zrozumienia
mechanizmow kriouszkodzen plemnikéw ryb jesiotrowatych i tososiowatych” uzupehia i
poszerza znacznie wiedz¢ z zakresu kriokonserwacji nasienia ryb jesiotrowatych i
lososiowatych. Stanowi dobra podstawe do ubiegania si¢ Kandydatki o stopien naukowy
doktora. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia w pelni wymogi zawarte
w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz. 882, ze zm.). W zwigzku z
powyzszym wnosze¢ do Rady Naukowej Instytutu Rybactwa Srédladowego im. Stanislawa
Sakowicza w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr Sylwii Judyckiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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