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Recenzja
pracy doktorskiej mgr inz. Doroty Marii Hering pt. ,ldentyfikacja markeréw
genetycznych i polimorfizmu genéw zwigzanych z koncentracjg i ruchliwoscig
plemnikéw u buhajéw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej” wykonanej w Katedrze
Genetyki Zwierzat Wydzialu Bioinzynierii Zwierzat Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem prof. dr hab. Stanislawa Kaminskiego
i dr inz. Marka Lecewicza, jako promotora pomocniczego

Osiagnicty postep w hodowli bydla byl mozliwy dzieki wdrozonym programom
hodowlanym, opartych mi¢dzy innymi na wykorzystaniu inseminacji kréw konserwowanym
nasieniem najlepszych buhajow. Sprzyjal temu zapewne fakt duzej podatnosci nasienia
samcow tego gatunku zwierzat, w poréwnaniu z samcami innych gatunkéw, na proces
konserwacji w niskich temperaturach.

Wiasciwa ocena i selekcja pobranych ejakulatéw ma w praktyce inseminacyjnej duze
znaczenie, a prognozowanie zdolnosci zapladniajacej plemnikdéw jest ciagle aktualnym
problemem. Opracowane w ostatnich latach nowoczesne metody z zakresu biologii
molekularnej pozwalaja na dos¢ dokfadng analize stanu funkcjonalnego i strukturalnego
gamet, nie rozwiazujg jednak wszystkich probleméw w tym wzgledzie, zwiaszcza
w odniesieniu do plemnikéw, ktére mozna byloby okresli¢ jako ,suboptymalne”,
klasyfikowane w ocenie jako prawidtowe, a charakteryzujace si¢ gorszymi wlasciwosciami
zaptadniajacymi. W tym kontekécie istotne znaczenie moze mie¢ blizsze poznanie
genetycznego ~ uwarunkowania  cech  nasienia.  Oszacowanie wspotczynnikow
odziedziczalnodci dla podstawowych cech branych pod uwage przy okreslaniu jakosci
nasienia i podjecie prob selekeji w tym kierunku nie przyniosto spodziewanych rezultatow.
Trudno tez o jednoznaczng interpretacje znaczenia dotychczasowych prac nad
wykorzystaniem markeréw genetycznych. Pomimo przeanalizowania wielu gendw, dla
stosunkowo nielicznych polimorfizméw stwierdzono istotne zwiazki z cechami nasienia.
Dlatego za obiecujace nalezy uznaé badania nad wykorzystaniem tzw. mikromacierzy SNP

(chipéw DNA) pozwalajacych na genotypowanie osobnikow jednoczesnie w tysigcach miejsc




polimorficznych danego genomu, a nastgpnie wykorzystanie techniki genomowej analizy
asocjacji (GWAS) do okreslenia ich zwigzkéow z dang cechg. W nurt tych badan
z powodzeniem wlaczyl si¢ Zespot Katedry Genetyki Zwierzat Uniwersytetu Warmifisko-
Mazurskiego w Olsztynie, realizujacy we wspdipracy z SHiIUZ w Bydgoszczy pod
kierunkiem Pana Profesora Stanistawa Kaminskiego nowatorski projekt w naszym kraju
dotyczacy selekcji genomowej buhajow.

Dostep do materialu badawezego w ramach powyzszej wspolpracy umozliwit Autorce
niniejszej pracy przeprowadzenie interesujacych badan o duzym znaczeniu poznawczym
i praktycznym, ktorych efekty zamiedcita w przedtozonej rozprawie. Dysertacja ta zostata
opracowana na podstawie trzech oryginalnych prac tworczych spdjnych tematycznie
opublikowanych w czasopismach naukowych o miedzynarodowym zasiggu: Animal
Reproduction Science (2014, IF = 1,511), Reproduction in Domestic Animals (2014, IF =
1,515 ) i Polish Journal of Veterinary Science (2016, IF = 0,719 ). Czasopisma te w wykazie
czasopism naukowy MNiSW w danym roku wydania posiadajg odpowiednio 30, 25 i 20 pkt.
7 zamieszczonych danych w bazie Web of Science wynika, ze liczba cytowan dla dwoch
pierwszych prac wydanych w 2014 roku wynosi 23, co wskazuje na duze zainteresowanie
badaczy i aktualno$é podjetej problematyki badawczej. We wszystkich trzech publikacjach
Doktorantka jest pierwszym autorem. Swdj udziat w ujeciu wskaznikowym szacuje kolejno
na 50%, 50% i 70%. Wskazuje to na Jej duze zaangazowanie w caly proces powstania
{ wydania publikacji. Udziat ten polegal na wyborze osobnikéw do badaf, przeprowadzeniu
znacznej czesei analiz laboratoryjnych, interpretacji wynikéw i opracowania redakcyjnego
pracy. Pelnienie znaczacej roli w procesie powstawania prac $wiadezy o posiadanych
zdolnogciach organizacyjnych przez Doktorantke i umiejgtnosciach wspétpracy z innymi
Cztonkami Zespolu, co jest bardzo pozytywna cecha, zwazywszy znaczenie wspolnie
podejmowanych dziatan i mysli koncepeyjnej w tworczej dziatalnosci naukowe;.

Przyjeta forma przygotowania dysertacji na podstawie opublikowanych juz prac
naukowych w uznanych czasopismach migdzynarodowych, ufatwia w znacznym stopniu
wykonanie zadania postawionego przed recenzentem w zakresie merytorycznej oceny pracy.
Prace te bowiem uzyskaly pozytywne opinie niezaleznych ekspertow zwigzanych z dana
problematyka co $wiadczy o ich rzetelnodei i duzej wartosci naukowej. Rola oceniajacego
powinna wigc skupia¢ si¢ bardziej na ocenie komplementarnosci i spdjnosei prac, ich
znaczenia dla rozwoju wiedzy w danym kierunku oraz polemice z Autorkg na temat

uzyskanych wynikow.




Powyzsze wyniki zamieszczone w trzech publikacjach Autorka zaprezentowala
w pracy przygotowanej wedlug obowigzujacych wymogoéw dla tego typu opracowan
naukowych. W pracy tej poza zalaczonymi publikacjami 1 oswiadczeniami zawarta
nastepujace rozdzialy: wstep, hipoteza badawcza i cele pracy, materiat i metody, wyniki,
dyskusja, wnioski. Na koncu pracy zamieszczono wykaz pismiennictwa oraz streszczenia
w jezyku polskim 1 angielskim, a na jej poczatku wykaz stosowanych skrotow.

We wstepie, bedacym zarazem przegladem literatury, Autorka na samym poczatku

zaznacza, ze poprawa ptodnosei jest jednym z najwigkszych wyzwan hodowli bydia rasy
holsztyfisko-fryzyjskiej, a zrdédtem obnizonej ptodnosci moga by¢ niekorzystne zmiany cech
jakosci nasienia buhajow. Stwierdza, iz standardowe procedury oceny jakosci nasienia nie
eliminuja buhajéw z obnizona ptodnoscig, od ktérych pobrane nasienie klasyfikowane jest
jako normalne. Stad tez stwarza to potrzebe podjgecia badan nad genetycznym
uwarunkowaniem cech jaskodci nasienia, a nastgpnie na ich podstawie brakacji buhajow
z obnizong ptodnoscig. Tym samym wskazuje na celowo$¢ podjecia niniejszych badar.
W dalszej czesci pracy Doktorantka dokonuje ogoélnej charakterystyki nasienia buhajow
i przedstawia uwarunkowania zréznicowanej koncentracji i ruchliwosci plemnikow, a wige
dwoéch gtéwnych wskaznikow analizowanych w  swoich badaniach. Po  krétkiej
charakterystyce najwazniejszych czynnikow srodowiskowych wptywajacych na wiasciwosci
nasienia, wiecej uwagi poswieca czynnikom genetycznym. Cytujac aktualne prace, autor6w
z kraju i zagranicy, przedstawia geneze i kierunki badan zmierzajacych do blizszego poznania
genetycznego uwarunkowania cech nasienia. Odnoszac sie do dwoch analizowanych przez
siebie cech, tzn. koncentracji i ruchliwosci plemnikéw zaznacza, ze okreSlono dla nich
wspoltezynniki odziedziczalnosci oraz przeanalizowano szereg genéw. Nieliczne jednak tylko
polimorfizmy wykazywaty istotne zwiazki z tymi cechami nasienia. Zsekwencjonowanie
dopiero genomu bydta rozpoczgto Jej zdaniem nowy etap w poszukiwaniach genetycznego
podioza wielu cech istotnych w hodowli zwierzat. Dostepne w tej mierze metody, najpierw
ograniczaly sie do cech produkcyjnych, pozniej zaczgly by¢ rowniez przydatne
w doskonaleniu cech ptodnosci. W dalszej czedei rozdziatu Doktorantka przytacza badania
autoréw z kraju i zagranicy wskazujace na duze mozliwosci wykorzystania mikromacierzy
SNP i analizy GWAS w celu ustalenia powigzan migdzy markerami genetycznymi a cechami
nasienia czy tez eliminacji zaburzen plodnosci.

Przedstawiony rozdzial, w krétkiej ale tresciwej i przysigpnej formie jest dobrze
dokonanym przeglgdem literatury, zwlaszcza w odniesieniu do genetycznego uwarunkowania

cech nasienia. Autorka wykorzystata aktualne materialy Zrédlowe, odpowiednio  je




zinterpretowala, dostarczajqc  najnowszych informacji dotyczqcych podjetego  tematu.
Swiadczy to o znajomosci przez Nig problematyki badawczej i posiadanych umiejetnosciach
analizy, interpretacji wynikéw badat i wyciqgania na ich podstawie wnioskow.

W nastepnym rozdziale Doktorantka przedstawia zatozona hipotezg i cel pracy jaki
zamierzala osiagna¢ wykonujac badania, ktorych wyniki zamiedcila w trzech oryginalnych
publikacjach.

Przyjeta hipoteza jest poprawnie sformutowana w kontekscie dokonanego przegladu wynikow
prac innych autoréw, jak rowniez dodwiadczen wihasnych i posiadanych mozliwosci
wykonania badan. Poprawnie wyznaczono takze cele pracy.

W materiale i metodach, Autorka dokonata zbiorczego opisu metod, szczegotowo
zaprezentowanych w kazdej pracy. Przyjecie takiej formy jest dobrym rozwigzaniem,
pozwalajacym lepiej zapozna¢ si¢ z tokiem postgpowania metodycznego na poszczegolnych
etapach prac badawczych zmierzajacych do osiagnigcia danego celu. Jak zaznaczylem
wezesniej, od strony merytorycznej, w tym doboru materiatu i metod badawczych, praca byta
poddana juz ocenie. Nalezy jednak podkresli¢ trafno$¢ doboru tych metod i wskazaé na
posiadane mozliwosci wykonania specjalistycznych badaf, jak réwniez mozliwosé
skorzystania z wynikow jakie zostaly uzyskane na potrzeby selekcji genomowej w ramach
wspolpracy z SHIUZ w Bydgoszezy. Nalezy takze podkresli¢, ze bez tej wspotpracy
wykonanie powyzszej pracy byloby raczej niemozliwe. Jest to wzorcowy przyklad
wspolpracy miedzy nauka i praktyka. Na bazie dociekaf naukowych Zespot realizujacy
badania uzyskal wyniki, ktére moga by¢ wykorzystane w praktyce hodowlane;.

Powyzsze wyniki Autorka przedstawita w kolejnym rozdziale ,,Wyniki”.
Wyniki te potwierdzaja zarazem osiagnigciec w peni celéw badawczych, jakie w pracy
zatozono, gdyz:

1. Wskazano 34 markery SNP zwiazane ze zréznicowaniem ruchliwosci plemnikow,
sposréd ktérych 18 zlokalizowanych bylo w obrebie genow funkcjonalnych. Podobnie
w przypadku koncentracji plemnikéw, wskazano 13 markeréw SNP zwiazanych z ta
cecha, a 7 zlokalizowanych bylo w obrebie genéw funkcjonalnych.

2. Opracowano test PCR dla genu kandydujacego SOX5, co pozwolilo na
zidentyfikowanie jednonukleotydowego polimorfizmu powodujacego mutacje zmiany
sensu. W wyniku zastosowania metody PCR-RFLP oznaczono trzy genotypy: ce.cl
i, TT.

3. Wykazano statystycznie istotne zwigzki pomigdzy powyzszym polimorfizmem genu

SOXS5 a ruchliwoscig i koncentracja plemnikow.




Otrzymane wyniki Autorka omawia w nastepnym rozdziale, pordwnuje je z pracami
innych badaczy, przedstawia wlasne spostrzezenia i poglady w wielu kwestiach. Na samym
poczatku uzasadnia wybor buhajéw rasy holsztynsko-fryzyjskiej jako modelu do badan,
podajac trzy powody. W jednym z nich stwierdza, ze u buhajéw tych wystepuje znaczne
zrdznicowanie parametrdw nasienia, co jest migdzy innymi powodem wystgpowania
obnizonej plodnosci. Zaznacza, ze poznanie genéw zaangazowanych w ksztaltowanie cech
nasienia moze by¢ pomocne w ograniczeniu tego zjawiska, poprzez eliminacje buhajow —
nosicieli niekorzystnych alleli. Na kanwie takiego stwierdzenia nasuwa si¢ pytanie,
o ewentualne skutki takiego postgpowania i jego znaczenia dla hodowli w kontekscie
stosowanej selekcji genomowe;j. Jakie jest zdanie Autorki w tym wzgledzie?

Prowadzac rozwazania o analizach GWAS Doktorantka podkresla, ze pozwolily one
zidentyfikowaé markery typu SNP istotnie zwigzane z dwoma najwazniejszymi cechami
nasienia $wiezego, tj. koncentracja i ruchliwoscig plemnikdéw zaznaczajac, ze sa wazne
z punktu widzenia zaktadéw produkcji nasienia, gdyz okreslaja zaréwno wydajnos$¢ produkcji
nasienia do celéw inseminacji jak i jego jakosé¢. Szkoda, ze nie rozwinigto tego zagadnienia
i nie wspomniano réwniez o objetosci ejakulatu, ktéra to cecha razem z dwiema
wymienionymi decyduje o wielkosci produkcji nasienia, okreslanej liczbg dawek
inseminacyjnych otrzymanych z ejakulatu. Genetyczne podioze objgtosci ejakulatu byto
przedmiotem badan Zespohu, a Doktorantka jest pierwszym autorem pracy opublikowane] na
ten temat. Przedstawiono w niej rowniez interesujace wyniki, zidentyfikowano markery
zwigzane z powyzsza cecha, co wskazuje na mozliwosé wykorzystania badan w selekcji
buhajow i doskonalenia ich ptodnosci. Dlatego tez wydaje sig, ze przedstawienie tych
wynikéw, na tle zaprezentowanych w niniejszej pracy, byto by dobrym ich uzupeknieniem
i bardziej podkresliloby niewatpliwe osiggnigcia Zespolu, stosujacego nowatorskie metody
w ustaleniu genetycznego podtoza cech nasienia oraz podejmujacego proby wykorzystania
wynikéw w praktyce. Za interesujace nalezy uzna¢ podjgte przez pracownikow Katedry
Genetyki Zwierzat oraz Katedry Biochemii i Biotechnologii Zwierzat UWM badania nad
genetyczna determinacja niektorych cech nasienia kriokonserwowanego. Wykonane badania,
w ktorych uwzgledniane sa nowe metody oceny z zakresu biologii molekularnej, powinny
pozwolié na blizsze poznanie genetycznego podioza cech tego nasienia, co moze mie¢ duze
znaczenie dla praktyki inseminacyjnej. Trafnym wigc wydaja sig¢ sugestie Doktorantki,
zawarte w ostatnim zdaniu, dotyczace wartosci aplikacyjnej realizowanych badan na nasieniu

kriokonserwowanym.




Opracowanie omawianego rozdziatu dyskusja Swiadczy o bardzo dobrej znajomosci tematu
przez Dokiorantke. W rozdziale tym poprawnie zinterpretowala uzyskane wyniki na tle
osiggnie¢ innych badaczy, wskazujgc zarazem dalsze kierunki badan jakie zamierza
z Zespolem podjqé oraz co nalezaloby zrobi¢ aby dany problem wyjasnic. Swiadczy to
o rozeznaniu w aktualnych trendach badawczych, dostrzeganiu znaczenia realizowanych prac
dla praktyki oraz checi rozwijania swoich zainteresowan naukowych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka wyciagneta 6 wnioskow. Jak zaznaczono
wezesnie] przy omawianiu rozdzialu wyniki, otrzymane rezultaty pozwolily Jej na osiagnigcie
postawionych celéw, a sformutowane wnioski to odzwierciedlaja. Waznym w kontekscie
doskonalenia cech wyrazajacych sprawno$é reprodukcyjnag samca, wydaje si¢ wniosek 5- ty,
w ktorym wskazano, iz dzieki znajomo$ci uwarunkowan genetycznych cech nasienia,
wystepuje mozliwosé ich uwzgledniania w preselekcji buhajow dokonywanej w ramach
programéw selekcji genomowej. Moze to mie¢ znaczenie dla doskonalenia cech zwiazanych
z rozrodem, ktérym w programach hodowlanych nadaje si¢ coraz wigksza wage.

W toku realizacji pracy, Autorka uzyskata wiele danych o charakterze poznawczym
oraz aplikacyjnym, mogacych by¢ wykorzystanych w doskonaleniu cech rozrodezych
buhajéw. Na podkreslenie zastuguje:

1. Wskazanie markerdéw warunkujacych zroznicowanie ruchliwodci 1 koncentracji
plemnikow.

2. Wskazanie na 11 genow potencjalnie zwigzanych z ruchliwoscia plemnikow 1 2 gendéw
bezposrednio zwiazanych z ich koncentracja oraz wiele innych zwiazanych posrednio
z tymi cechami.

3. Zasugerowanie poligenowego uwarunkowania badanych cech zwiazanych z produkeja
nasienia.

4. Przeprowadzenie mapowania genéw kandydujacych metoda genomowej analizy
asocjacji (GWAS), wskazanie na zalety tej metody oraz zasad postgpowania przy
wyborze genu kandydujacego.

Praca, stanowigca podsumowanie wynikéw zamieszczonych w trzech oryginalnych
pracach tworczych, napisana jest poprawnym jezykiem pod wzgledem stylistycznym
i gramatycznym. Autorka w przystepnej i zrozumiatej formie zaprezentowata najwazniejsze
wyniki, opisujac tok postepowania i metody jakimi je osiggnela. Poddala je nastgpnie
rzetelnej dyskusji, wskazujac zarazem na potrzebg kontynuacji prac w wybranych kierunkach.

Powyzsze, jak rowniez posiadany juz znaczacy dorobek naukowy wyrazony wskaznikami



bibliometrycznymi, wskazuje na posiadane do$wiadczenie, umiejetnosci i kompetencje
naukowe w zakresie obranej problematyki badawczej przez Doktorantke.

W maszynopisie na str. 14 (wiersz 25) w zdaniu: Badaniami objgto takie cechy jak

poziom hormonow ... wéréd LH i IGF1 jest ,,IN”. Co to oznacza?

Whiosek koncowy

Przygotowana rozprawa doktorska ma zardowno znaczenie poznawcze jak
aplikacyjne. Na podkreslenie zastuguje dobre przygotowanie pracy od strony metodycznej.
Wykorzystane metody badawcze, ktore pozwolily Doktorantce uzyskaé interesujgce wyniki,
a na ich podstawie przygotowac trzy oryginalne prace tworcze, zebrata i w przystepny
sposéb objasnita w maszynopisie. Wyniki te przedstawila na tle osiggnie¢ innych badaczy,
wskazujgc dalsze mozliwosci realizacji badan w obranym kierunku. Swiadczy to o dobrym
rozeznaniu w aktualnych trendach badawczych, posiadanej wiedzy i kompetencjach
naukowych. Autorka w peni wykonala postawione zadania, osiqgnela postawione cele
i potwierdzita przyjeta hipoteze. Praca niewqipliwie wnosi nowe wartosci i przyczynia sie do
rozwoju badan w uprawianej dyscyplinie

Majqc powyisze na uwadze stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Doroty Marii
Hering pt. ,Jdentyfikacja markeréw genetycznych i polimorfizmu genéw zwigzanych
z koncentracja i ruchliwoscia plemnikéw u buhajéw rasy polskiej holsztyhnsko-
fryzyjskiej” odpowiada wymaganiom okreslonym w Ustawie o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U.
Nr 65, poz. 595 z poin.zm., t.j. Dz.U. 7 2014 r. poz. 1852).

Przedkladam zatem Wysokiej Radzie Wydzialu BioinZynierii Zwierzqt Uniwersytetu
Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o dopusiczenie mgr inz Doroty Marii
Hering do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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