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Ocena

pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Poniedzialek-Kempny pt. ,,Wplyw
zmodyfikowanych warunkéw dojrzewania in vitro oocytéw oraz jakosci i sposobu
przygotowania nasienia knura na pozaustrojowe zaplodnienie u swini”
wykonanej w Zakladzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji Instytutu Zootechniki
BIP
pod kierunkiem: prof. dr hab. Barbary Gajdy

promotor pomocniczy dr Monika Trzcinska

Pozaustrojowa produkcja zarodkéw u $win jest przedmiotem zainteresowania
srodowiska naukowego zajmujgcego si¢ naukami biologicznymi i biomedycznymi. Pomimo
prowadzenia badan w zakresie technik wspomaganego rozrodu u $win, jak dotychczas nie
opracowano optymalnych warunkéw hodowli oocytéw i zarodkéw w warunkach in vitro u
tego gatunku zwierzat. Osiggane wyniki w zakresie dojrzewania gamet i zaplodnienia w
warunkach pozaustrojowych s3 wcigz niezadowalajgce. Najwiekszymi problemami
obnizajacymi wydajnos$¢ stosowanych biotechnik sg u tego gatunku: jako$é oocytow po
dojrzewaniu w warunkach in vitro, jako$¢ nasienia po kapacytacji, sam proces zaptodnienia
pozaustrojowego, zjawisko polispermii oraz relatywnie niska jako$¢ uzyskanych in vitro
zarodkow. ‘

Biorgc powyzsze pod uwage, podjecie badan nad optymalizacjg procedur dojrzewania
i zaplodnienia in vitro w ramach prowadzonej pracy doktorskiej jest jak najbardziej
uzasadnione, trafia w zapotrzebowanie $rodowiska naukowego oraz stanowi interesujgce
wyzwanie. Ze wzgledu na fakt, iz podj¢ta tematyka znajduje si¢ w polu zainteresowania
osrodkow reprezentujgcych nauki biomedyczne, potencjal publikacyjny i aplikacyjny pracy
jest duzy. \

Praca Doktorantki znajduje si¢ w glownym nurcie realizowanych przez wiele lat
kierunkéw badawczych w wiodagcym w skali migdzynarodowej osrodku zajmujacym sie
biotechnikami rozrodu — w Zakladzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji Instytutu
Zootechniki BIP, w ramach uznanego zespotu naukowego prof. dr hab. Barbary Gajdy.

Podstawg formalng do wykonania recenzji pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny
Poniedzialek-Kempny jest uchwala Rady Naukowej Instytutu Zootechniki — Panstwowego
Instytutu Badawczego podjeta na 210 posiedzeniu w dniu 22 listopada 2018 r.
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Przedstawiona rozprawa doktorska jest monografig i liczy 82 strony. Zostata
zrealizowana w Zakladzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji Instytutu Zootechniki
BIP pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Gajdy. Promotorem pomocniczym jest dr
Monika Trzcinska.

Praca sktada si¢ ze spisu tresci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstgpu,
celu i zakresu badan, materiatu i metod, opisu schematu i uktadu doswiadczen, omoéwienia
uzyskanych wynikéw, dyskusji, podsumowania i wnioskéw, spisu tabel, rycin, fotografii i
wykazu pismiennictwa. Na ostatniej stronie zamieszczona jest informacja, ze praca zostata
wykonana w ramach dziatalnosci polegajacej na prowadzeniu dziatann naukowych lub prac
rozwojowych oraz zadan z nim zwigzanych, stuzgcych rozwojowi mlodych naukowcow
oraz uczestnikow studiéw doktoranckich pt. “Uwarunkowania indywidualnej zdolnosci do
prawidtowego zaptodnienia in vitro nasienia knura” oraz Funduszu Badan Wiasnych 1Z
PIB pt. “Okreslenie potencjatu rozwojowego in vitro 1 in vivo zarodkéw $wini uzyskanych

z oocytow dojrzatych w obecnosci tymozyny™.

Doktorantka w streszczeniu zredagowanym w jezyku polskim i angielskim opisata
zwiezle 1 jasno przeprowadzone eksperymenty oraz scharakteryzowala uzyskane wyniki.
Streszczenia napisane s3 w obu przypadkach poprawnym jezykiem naukowym.

We wstepie pracy Doktorantka przedstawia stan wiedzy dotyczacy technik
wspomagania rozrodu u gatunku bedacego przedmiotem opracowania. Opisuje
uwarunkowania dojrzewania oécytéw w warunkach in vitro oraz zagadnienia zwigzane z
kryteriami selekcji oocytow do hodowli. Nastepnie Doktorantka przedstawia niezwykle
ciekawe opracowanie czynnikow wplywajacych na dojrzewanie in vitro oocytow $wini, w
tym modyfikacji medidw poprzez dodatek surowicy bydlecej, ptynu pecherzykowego,
kwasu hialuronowego, hormonéw i tymozyny. Przytacza takze dane na temat mozliwosci
optymalizacji warunkow tej hodowli poprzez zastosowanie wysokiego cisnienia
hydrostatycznego. W dalszej koléjnos'ci Doktorantka opisuje warunki kapacytacji in vitro
plemnikow knura, zagadnienia zwigzane z reakcjag akrosomalng i standardowym
zaptodnieniem pozaustrojowym. Opisuje tez zjawisko zaplodnienia polispermicznego, do
ktérego u omawianego gatunku dochodzi relatywnie czgsto.

W nastgpnych podrozdziatach Autorka opisuje czynniki dotyczace samca,
wplywajace na efektywnos$¢ zaptodnienia in vitro oocytow swini, w tym wiek i ras¢ knura
oraz por¢ roku. Wstep zawiera takze opis metod oceny jakosci nasienia, technik
rozrzedzania i jego konserwacji, fizjologicznej roli osocza nasienia oraz jego wplywu na
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wilasciwosci plemnikéw i narzad ptciowy samicy. Niezwykle ciekawa czgscig omawianego
rozdziatu jest czg$¢ wstepu dotyczaca metod optymalizowania warunkéw in vitro hodowli
zarodkéw $wini np. w zakresie zmniejszania st¢zenia tlenu, zastgpowania bialek
zwierzecych biatkami roslinnymi - PP czy SSS - Synthetic Serum Substitute, dodatku
antyoksydantow - witaminy E, regulatoréw metabolizmu - fenazyny lub innych substancji
typu glicyna, laminaryna czy sorbitol.

Na zakonczenie przegladu pismiennictwa Autorka przytacza dane $wiadczace o
tym, ze w pracach dotyczacych omawianej tematyki odsetek blasycyst w hodowli
pozaustrojowej nie przekracza zwykle 50% a jako$¢ zarodkéw uzyskiwanych w warunkach
in vitro jest zdecydowanie gorsza od uzyskanych w warunkach in vivo.

Wstep jest bardzo dobrym opracowaniem przedstawiajgcym najwazniejsze dane
dotyczace zaawansowanych technik wspomagania rozrodu u $win. Jest tez doskonalym
opisem zjawisk fizjologiczncych dotyczacych czynnosci reprodukcyjnych $win oraz
przegladem literatury dotyczacej procedur in vitro prowadzonych u tego gatunku do etapu
uzyskania blasycysty. '

Przeglad piSmiennictwa zredagowany jest dobrym, przejrzystym jezykiem
naukowym. Napisany jest jasno, co $wiadczy o duzej znajomosci tematu przez Autorke.
Tekst czyta si¢ tatwo. Jest on bardzo dobrym wprowadzeniem do opisu do$wiadczenia.
Wstep pracy jest na tyle interesujgcym i catosciowym opracowaniem stanu wiedzy na
temat technik wspomagania rozrodu u $win, ze nalezaloby si¢ zastanowi¢ nad jego
publikacjg w formie pracy przeglqdowej W renomowanym czasopismie naukowym. Godne
podkreslenia jest, ze Autorka porusza si¢ swobodnie w opisywanych zagadnieniach, co
potwierdza doskonatg znajomos$¢ pismiennictwa.

Nadrzegdnym celem pracy byla modyfikacja warunkéw hodowli in vitro
niedojrzalych oocytéw $wini oraz ustalenie parametréw jakosci nasienia knura po
kapacytacji mogacych mie¢ wplyw na prawidlowe zaptodnienie in vitro u $wini. Cel ten
byt osiggnigty poprzez realizacje;\ 7 celow szczegdlowych, w tym: 1) Okreslenie wptywu
tymozyny na dojrzewanie in vitro oocytOw oraz na zaptodnienie in vitro; 2) Okreslenie
wplywu kwasu hialuronowego na dojrzewanie in vitro oocytow oraz na zaptodnienie in
vitro; 3) Ocene wplywu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego na dojrzewanie in vitro
oocytow oraz na zaplodnienie in vitro; 4) Oceng¢ jakosSci oraz podatnosci na kapacytacje
nasienia ejakulowanego, najagdrzowego i pozbawionego osocza; 5) Ocene efektywnosci

zaplodnienia poprzez okreslenie odsetka dzielacych si¢ zarodkéw oraz uzyskanych morul i




blastocyst; 6) Oceng jakosci blastocyst uzyskanych po zaptodnieniu in vitro; 7) Ocene
rozwoju in vivo zarodkéw $wini uzyskanych po zaptodnieniu iz vitro.

Badania prowadzono na ooytach pochodzacych od loszek po uboju dwoma
metodami: aspiracyjng oraz poprzez nacinanie powierzchni jajnika. Oocyty poddawano
ocenie morfologicznej, klasyfikowano do jednej z czterech grup jakosciowych a do badan
przeznaczano te zaklasyfikowne do grupy 1 i 2 tzn. oocyty o prawidlowej morfologii.
Dojrzewanie oocytéw nastepowato przez 42-44 godziny w zmodyfikowanym medium
opartym na TCM-199 (Tissue Culture Medium) uzupelnionym FCS, plynem
pecherzykowym oraz cysteing. Cze$¢ niedojrzatych oocytow poddawano przed hodowla
dziataniu wysokiego cisnienia hydrostatycznego 200 bar przez okres 60 min w specjalnej
komorze. Dojrzate oocyty po ocenie morfologicznej i usuni¢ciu chemicznym i
mechanicznym komorek wzgoérka jajonosnego poddawano zaptodnieniu in vitro. Nasienie
wykorzystane w badaniach pochodzito od knuréw 2 ras (pbz, wbp) i mieszancéw (duroc x
pietrain, Maxter, Hypor) w wieku 9 miesiecy do 3,5 lat. Nasienie po pobraniu poddawano
rozrzedzeniu rozrzedzalnikiem Biosolwens, transportowano do laboratorium oraz
poddawanmo ocenie CASA przy zastosowaniu systemu SCA z uwzglednieniem
najwazniejszych whasciwosci ruchowych plemnikow. W czesci badan dotyczacych nasienia
pozbawionego plazmy, przeprowadzano delikatne wirowanie ejakulatu i odrzucanie osocza
nasienia. W badaniu wykorzystano takze nasienie najgdrzowe, pozyskiwane po uboju
knuréw réznych ras, w réznym wieku. Nasienie aspirowano z ogondéw najadrzy przy
pomocy pipety automatycznej i‘rozrzedzano rozrzedzalnikiem Biosolwens.

Zmiany apoptotyczne plemnikéw oceniano za pomocg barwienia fluorescencyjnego
YO-PRO-1/PI w mikroskopie fluorescencyjnym. Kapacytacje plemnikéw indukowano w
zmodyfikowawanym medium mM199, przy inkubacji plemnikéw 1 godzine w
temperaturze 39°C.

Zaplodnienie in vifro prowadzono metodg standardowg w kroplach w pozywce
opartej na mM-199 przy koinkubacji z plemnikami o koncentraji 1 min/ml. Hodowle
zarodkéw do stadium blastocysty proWadzono w pozywce NCSU-23 przygotowywanej w
laboratorium. Potencjalne zygoty poddawano ocenie morfologicznej co 24 godziny w
mikroskopie stereoskopowym Oceniano liczbe dzielacych si¢ morul i blastocyst. Apoptoze
w blastocystach poddawano ocenie na podstawie analizy liczby jader apoptotycznych - z
zauwazalng fragmentacja DNA identyfikowang przy zastosowaniu barwienia TUNEL.

Ocenie poddawano réwniez catkowitg liczbe komérek w blastycystach po zabarwnieniu ich




za pomocg DAPL

Badania zostaly uzupelnione transferem zarodkéw przeprowadzonym u 6-cio
miesiecznych loszek o masie ciala 90 kg. Po synchonizacji cyklu jajnikowego zarodki
otrzymane po hodowli oocytéw z dodatkiem tymozyny i zarodki grupy kontrolnej byly
wprowadzane metodg chirurgiczng do narzadu ptciowego 2 dni po rui samic.

Do analizy statystycznej zastosowano test chi’, a przy analizie danych
parametrycznych test t-Studenta oraz analize wariancji. Zastosowano réwniez test LSM
najmniejszych srednich kwadratow.

Dobér zastosowanych metod badawczych oraz metod oceny materiatu nalezy uznaé
za trafny. Badania sg niezwykle komplementarne i wzajemnie sie uzupeliajg. Autorka
zajmuje sie bowiem postgpowaniem z nasieniem i poddaje je ocenie za pomocg bardzo
zaawansowanych metod. Przeprowadza rowniez procedury dojrzewania oocytow i poddaje
wszechstronnej ocenie ich rozwoj. Wreszcie przeprowadza procedure zaplodnienia
pozaustrojowego oraz hodowli zarodkéw, poddajac je kolejny raz zaawansowanym
metodom oceny. Wreszcie, aby w spsosob konsekwentny i catosciowy zamknagé projekt,
przeprowadzo proby biologiczne polegajgce na transferze uzyskanych zarokéw. Bylo to
zadanie ambitne, ale niezwykle podwyzszyto warto$é pracy, bowiem udany embriotransfer
dowodzi jednoznacznie trafno$ci dobranych metod hodowli w warunkach
pozaustrojowych.

Reasumujac, metodyka jest adekwatna do prowadzonych badan i nalezy jg uznaé za
atut pracy. Godne podkreélenié jest opanowanie bogatego warsztatu metodycznego przez
Autorke. Praca wymagata doskonatych umiejetnosci embriologa i androloga i nie bytaby
mozliwa do przeprowadzenia bez konsekwencji i pracowitosci Doktorantki. Nalezy dodaé,
ze w dobrze dobranej metodyce wida¢ tez reke promotoréw prowadzacych Doktorantke,
ktéra jest dobra kontynuatorkg uznanej i renomowanej szkoly biotechnik rozrodu w
Balicach.

Rodziat “Material i1 mefody” uzupeliono o czytelny schemat prowadzonych
doswiadczeen 1 szczegdtowy opis siedmiu doswiadczen zawartych w pracy a dotyczacych
oceny wplywu tymozyny, kwasu hialuronowego oraz wysokiego cisnienia
hydrostatycznego na dojrzewanie i zaplodnienie in vitro, oceny jakoSci nasienia,
podatnosci na kapacytacje i przydatnosci do zaptodnienia in vitro nasienia najadrzowego,
ejakulowanego i pozbawionego osocza, oceny jakosci blastycyst uzyskanych w wyniku

zaplodnienia pozaustrojowego trzema wspomnianymi rodzajami nasienia oraz oceny



wynikow proby biologicznej polegajacej na przeprowadzeniu embriotransferu.

Oméwienie wynikow zostato przeprowadzone przez Autorke bardzo czytelnie i jest
zilustrowane dodatkowo fotografiami, wykresami i tabelami. Rozdzial ten w sumie zawiera
5 fotografii, 11 tabel i 3 ryciny. Autorka szczeg6lowo opisuje wyniki uzyskane w kazdym z
kolejnych doswiadczen wskazujac, jakie warunki hodowli w warunkach pozaustrojowych
wplywaja na wihasciwosci oocytow, plemnikéw i na potencjal rozwojowy zarodkow.
Doktorantka opisata réwniez pozytywne wyniki embriotransferu wykonanego u samic, u
ktérych rozwingla si¢ cigza zakonczona urodzeniem kolejno 6 i 10 prosigt. Rozdzial ten
napisany jest bardzo poprawnym naukowo a jednoczesnie tatwym w odbiorze jezykiem.
Tekst jest starannie podzielony na podrozdzialy i logicznie posegregowany, a kolejnosé
prezentowanych wynikéw jest przejrzysta i zrozumiata. Wykresy sa poprawnie
skonstruowane.

Rozdziat ,Dyskusja” zostal podzielony orzez Autork¢ na podrozdzialy
przyporzadkowane kolejnym celom pracy. W tym rozdziale Doktorantka stara si¢ poglebié
opis wynikow oraz komentuje je, thumaczy i konfrontuje z rezultatami uzyskanymi przez
innych autoré6w. Oceniam ten rozdzial pozytywnie. Jest logicznie i madrze napisany. Autorka
porusza si¢ niewykle swobodnie w cytowanej literaturze. Stara sie wylumaczy¢ w sposob
logiczny odkryte zaleznosci, w tym dlaczego tymozyna wplyneta pozytywnie na uzyskane
wyniki 1 dlaczego nie zanotowano wplywu podwyzszonego cisnienia hydrostatycznego oraz
hialuronidazy na uzyskane rezultaty. Ciekawa jest rowniez cze$¢ traktujaca o zaleznoSci
pomiedzy czynnoscig plemnikéw a obecnoscia osocza nasienia.

W podsumowaniu i wnioskach Autorka syntetycznie przedstawia uzyskane wyniki
badan. Zastosowana modyfikacja warunkow dojrzewania oocytdéw $wini polegajgca na
suplementacji pozywki do hodowli hormonem grasicy- tymozyng umozliwita uzyskanie
wysokiego odestka oocytéw dojrzalych, wyzszego w stosunku do kontroli. Blastocysty $wini
uzyskane w wyniku zaplodnienia in vitro oocytow hodowanych z dodatkiem tymozyny
cechowaly si¢ wyzsza jakoscia w stosunku do blastocyst hodowanych bez tego dodatku.
Oocyty $wini dojrzewajace z dodatkiem kwasu hialuronowego i bez tego dodatku rozwijaty
si¢ na podobnym poziomie. Dzialanie wysokim cisnieniem hydrostatycznym nie wptynelo
pozytywnie zar6wno na dojrzewajace oocyty jak i na rozwijajace sie zarodki $wini. Nasienie
knura, niezaleznie od rodzaju (ejakulowane i najadrzowe), charakteryzowalo si¢ podobna
podatnoscia na kapacytacj¢ in vifro. Usuwanie osocza z nasienia knura nie wplynelo
korzystnie na jego zdolno$¢ do kapacytacji, jak réwniez do zaplodnienia in vitro.

Przeprowadzone badania potwierdzily koniecznos$¢ ostrej selekcji knurow, ktorych nasienie
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jest przeznaczone do zaplodnienia pozaustrojowego. Blastocysty $wini uzyskane w wyniku

zaptodnienia in vitro nasieniem ejakulowanym cechowaly si¢ najwyzsza jakoscig.

Opracowana metoda dojrzewania in vifro oocytow swini z dodatkiem tymozyny pozwolita na

uzyskanie kompetentnych oocytéw, zdolnych do zaptodnienia i rozwoju zarodkowego, a

takze doprowadzita do uzyskania potomstwa.

Opis prac stanowigcych rozprawe doktorskg uzupelniony jest o spis tabel, rycin,

fotografii i 206 pozycji piSmiennictwa.

Do szczegdlnych walordw przediozonej pracy zaliczam:

1.

Interesujaca tematyke badan mieszczacg si¢ w polu szczegdlnego zainteresowania
osrodkéw zajmujacych si¢ naukami biomedycznymi.

Dobrze zaprojektowane do$wiadczenie i ciekawy, przejrzysty oraz komplementarny
schemat wzajemnie uzupelniajagcych si¢ badan. Zaawansowana i1 nowoczesna
metodyka prac.

Rzetelny warsztat naukowy Doktorantki, zaawansowane metody hodowli in vitro oraz
oceny gamet i zarodkow

Uzupelnienie badan o proby biologiczne.

Niezwykla drobiazgowos¢ badan. Doktorantka zrealizowata ogrom pracy, ktory
powinien teraz zaowocowaé publikacjmi.

Bardzo dobrze zredagowany tekst pracy, co sprawia, ze opracowanie czyta si¢ z
tatwoscig. Bardzo dobrze napisany i interesujgcy rozdzial ,,Wstep” i ,,Dyskusja”.
Zdolno$¢ do syntetycznego i zrozumiatego opisu trudnych zaleznosci i umiejetnosé

prowadzenia dyskusji naukowe;j.

Na rozwazenie natomiast zastluguja nastepujgce zagadnienia:

1.

Autorka w kilku miejscach pisze o wartosciach mniejszych i wiekszych z
komentarzem, ze nie wykazano roznic istotnych statystycznie. Unikalbym tego

rodzaju sformutowan. Sugeruj¢ uzycie okreslen typu ,,tendencje, trend” itp.

. Nie doszukalem si¢ kryteriow doboru wartosci cisnienia hydrostatycznego lub

dlaczego zastosowanao okreslone stezenie kwasu hialuronowego. Nie ma tez w tym

zakresie wskazania pozycji piSmiennictwa, na ktore powolywataby sie Autorka.

. Nie znalazlem analizy statystycznej wptywu knura na uzyskane wlasciwosci

plemnikow. Taka analiza moglaby nieco wzbogaci¢ wyniki i doda¢ elementy

przydatne w dyskusji. Pozwolitaby przeanalizowaé, czy na uzyskane wyniki wptywaty
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wylgcznie zastosowane procedury, czy moze rOwnieZ réznice osobnicze i czy nie
maskowato to do pewnego stopnia uzyskanych zaleznosci.

4. W dyskusji sugerowatbym dodaé, ze wirowanie nasienia w celu odrzucenia osocza
moglo w pewien sposéb wplyna¢ na uzyskane wyniki, poprzez potencjalny wplyw
negatywny na wiasciwosci plemnikow. Innych rodzajéw nasienia bowiem nie
wirowano.

5. Nie znalaztem dokladnego opisu metodyki aspiracji nasienia z najadrzy. Czy pipeta
nakluwano najadrze, czy przecinano je uprzednio skalpelem, czy preparowano tkanke
taczng i naczynia krwionosne.

6. Zrezygnowalbym z wniosku méwigcego o tym, ze badania potwierdzity koniecznosé
ostrej selekcji knuréow, jako iz wniosek ten jest bardzo ogdélny i nie wynika

bezposrednio z prowadzonych badan.

Powyzsze uwagi sa jedynie forma konstruktywnych sugestii wyrazonych z obowigzku
recenzenta. Cato$¢ pracy odbieram bowiem niezwykle pozytywnie i uwazam, ze jest to
przyktad doktoratu pelnego i dopracowanego, gdzie na prézno szukaé stabych punktéow. Z
drugiej strony wyrazone wczesniej drobne uwagi i sugestie nie wpltywajg w zadnym razie na
warto$¢ merytoryczng pracy, majg charakter porzadkowy i sg formg konstruktywnych uwag i
komentarzy zainspirowanych pracg doktorskg w sytuacji dostrzegania jej wartosci.

Podsumowujgc, prace doktorskg mgr inz. Katarzyny Poniedzialek-Kempny oceniam
bardzo pozytywnie. Praca zostala solidnie zaplanowana, zrealizowana i wnosi nowe dane w
specjalno$¢ ,rozréd zwierzat”. Praca posiada warto§¢ poznawcza i duzy potencjat
aplikacyjny. Doktorantka udowodnila, ze posiada duze umiejetnosci w postugiwaniu sie
warsztatem naukowym.

Stwierdzam, Zze rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Poniedziatek-Kempny
odpowiada w pelni wymogom stawianym dysertacjom na stopien naukowy doktora,
okreslonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdzn
zm.). |

W oparciu o przedlozong ocen¢ przedktadam wniosek Radzie Naukowej Instytutu
Zootechniki — Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie mgr inz. Katarzyny
Poniedzialek-Kempny do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




Jednoczesnie biorgc pod uwage warsztat metodyczny Doktorantki oraz wklad
przedstawionych wynikoéw badan w rozwdj reprezentowanej dyscypliny skfadam wniosek o

wyrdznienie pracy stosowng nagroda.

Prof. dr hab. Wojciech Nizasiski
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