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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr PAULINY DANUTY PUCKOWSKIEJ

wykonanej w Katedrze Genetyki Zwierzat
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie,
pod kierunkiem prof. dr. hab. Stanislawa Kaminskiego
oraz promotora pomocniczego dr. Pawla Brym

at. "Polimorfizm genéw IGFL1, PGLYRPI, SIGLECS5 a wartos¢

wybranych cech uzytkowych bydla rasy polskiej holsztyfnsko-
fryzyjskiej”

Recenzja =zostala wykonana na podstawie Uchwaly Rady Wydzialu
Bioinzynierii Zwierzat UWM w Olsztynie, zgodnie z wymogami Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (tj. Dz.U. z 2014 r. pozycja 1852 z po6zn. zmianami).

Identyfikacja genow warunkujacych fenotypowe przejawianie sie cech
ilosciowych jest trudna wzgledu na duza liczbe genow zaangazowanych
w powstanie cechy, co w efekcie daje niewielki efekt addytywny. W ciagu
ostatnich lat wiele uwagi poswigcono na identyfikacje w obrebie catego
genomu bydta loci cech ilosciowych (QTL - ang. Quantitative Trait Loci),
istotnych z ekonomicznego punktu widzenia. QTL to dajace sie¢ tatwo
zlokalizowaé markery genetyczne, ktore sa najczesciej jedynie scisle
sprzezone z genami kontrolujacymi interesujace nas cechy. W idealnych
warunkach QTL moga by¢ wlaczane do programow selekcji wspomaganych
markerami genetycznymi (MAS - ang. Marker Assisted Selection), jednakze

wiekszoséé QTL ma bardzo niewielki, stad trudny do oszacowania wptyw. Do
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kofica 2016 zdeponowano ponad 99,7 miliona SNP u Bos Taurus. Szanse
na urzeczywistnienie w/w koncepcji daja tzw. mikromacierze (chipy DNA),
ktére pozwalaja na genotypowanie osobnikéw jednoczeSnie w tysiacach
miejsc polimorficznych danego genomu. Za przyklad moze postuzyc
mikromacierz BovineSNP50 v3 BeadChip obejmujaca okolo 53,7 K SNP
zebranych na podstawie wieloletnich badan asocjacyjnych bydia mlecznego
i miesnego Umozliwito to szybki rozwdj wiodacego obecnie prym kierunku
badan polegajacym na wskazywaniu catych regionéw genomu istotnie
zwigzanych z dana cecha. Technike, ktéra umozliwia rownoczesna
identyfikacje tysiecy SNP oraz okreslenie ich zwiazku z dana cechg okresla
sie badaniem asocjacyjnym calego genomu (genome-wide association study).
Poszukiwanie loci cech ilosciowych jest kosztowne i jak dotad nie przyniosio
spektakularnych rezultatéw u bydla mlecznego. Dotychczas potwierdzono
jedynie znaczenie kilkunastu genéw, przy czym powtarzalne wyniki dla
biosyntezy thuszczu w mleku opisuje sie dla substytucji aminokwasu K232A
warunkowanej mutacja w genie kodujacym Acyl CoA acylotranferaze
diacylglycerolowa 1 (DGAT1 na BTA14), zas dla wydajnos$ci mlecznej i biatka
wskazywana jest najczescie] substytucja aminokwasu w pozycji F279Y
w wyniku mutacji w genie kodujacym receptor hormonu wzrostu (GHR)
zlokalizowanym na BTA20. Pomimo wielu niekwestionowanych zalet,
technika GWAS daje tylko orientacyjne wskazowki co do potencjalnych QTL,
lecz nie wyjasnia mechanizmu przyczynowo-skutkowego danego procesu
biologicznego. Liczba znanych genéw, majacych wplyw na poszczegolne
cechy ilosciowe nie jest do korca ustal-ona, stad konieczne jest ciagle
powtarzanie szacowania ewentualnych zwiazkéw pomiedzy polimorfizmem
potencjalnych genow a cechami uzytkowosci. Wazne jest genotypowanie
zwierzat w oparciu o nowo odkryte SNP, polaczone z gromadzeniem
informacji umozliwiajacych ich powiazanie z uzytkowoscia. Stanowi
to element strategii okreslanej jako poszukiwanie genow kandydujacych
(ang. candidate genes) danej cechy ilosciowej. Podejscie to opiera si¢

na wyborze genéw, ktérych produkty bialkowe biora bezposredni udziat
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w konkretnych procesach fizjologicznych



Recenzowana rozprawa wpisuje sie dokladnie w ten witasnie obszar
badann i uwazam, ze Autorka podjeta sie niezwykle ambitnego zadania
wymagajacego ogromnej pracy zwiazanej z przeprowadzonym badaniem,
generujacymi wiele danych wymagajacych 2mudnej obrobki zwiazane;
z analiza. Rozprawa liczy 72 strony, zawiera 11 tabel, 15 rysunkow.
Na poczatku zamieszczony jest wykaz jednostek, wzorow odczynnikow
i niektoérych skrotow, dzieki czemu praca jest bardziej czytelna.

Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera wszelkie elementy, ktore
z formalnego punktu widzenia powinny by¢ uwzglednione w rozprawie
doktorskiej w tym wstep polaczony z przegladem literatury zakonczony celem
pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz streszczenie
w jezyku polskim i angielskim. Rozprawe przedstawiono w formie ksiazkowej,

w zawartym maszynopisie.
WSTEP i PRZEGLAD LITERATURY

We wstepie i przegladzie piSmiennictwa, opartym na najnowszych
pracach autoréw, zaréwno krajowych jak i swiatowych, omoéwione zostaly
najwazniejsze zagadnienia zwiazane z uzytkowoscia opasowa 1 rzezna
oraz jakoscia miesa wolowego. W dalszych czesciach znajdujemy bogaty
przeglad na temat markeréw SNP zlokalizowanych w chromosomie 18 i ich
zwiazku z cechami funkcjonalnymi (ptodnosg, liczba komérek somatycznych)
oraz cechami produkcyjnymi. W dalszej czes$ci Autorka bardzo szczegolowo

omawia badane geny i polimorfizmy.

CEL

Cel pracy jest jasny i przejrzyscie napisany. Celem bylo ustalenie
zaleznosci pomiedzy polimorfizmem genu IGFLI, PGLYRP1, SIGLECS
na cechy uzytkowosci mlecznej krow phf oraz okreslenie zwiazku pomiedzy
polimorfizmem tych genéw a wartoscia hodowlana buhajow rasy phf

odmiany czarno-bialej.



MATERIAL i METODY

Dobrze opracowany rozdzial, opisujacy zaréwno rejestracje cech
fenotypowych oraz metody molekularne. Przyjeta metodyka jest poprawna
i wlasciwa dla tego rodzaju badan. Badaniami objeto 876 krow i buhajow
rasy phf odmiany czarno-bialej. Nalezy podkresli¢, ze jest to bardzo liczny,
w niewielkim stopniu spokrewniony material badawczy, gwarantujacy
osiagniecie zamierzen naukowych sformulowanych w celu pracy. Badane
krowy byly objete systematyczna kontrola uzytkowosci mlecznej prowadzona
przez PFHBiPM. Dane potrzebne do badan zostaly udostepnione
przez wlasciciela stada. W tym przypadku niezbyt trafne jest okreslenie
,analizujgc karte jatéwki-krowy” raczej powinno by¢ analizujac dane
dotyczace uzytkowosci. Czy badaniami objeto tylko krowy-pierwiastki? Tak
wynika z rozdzialu 3.3.2 (Badania asocjacyjne).

W opisie materiatu i metod badawczych sa jednak pewne niejasnosci:
w badaniach Autorka ograniczyta sie¢ do techniki RFLP -LP zastanawiam sig,
dlaczego np. nie wykorzystano metody HRM: High Resolution Melt” czyli
dyskryminacji roznych alleli za pomoca réznic we wzorze krzywej topnienia
matrycy po reakcji PCR.

W przypadku analiz statystycznych wdalo si¢ pewne zamieszanie w opis
analizy statystycznej danych mozna bylo opracowa¢ wykorzystujac
procedure ANOWA lub MIX pakietu statystycznego SAS. Procedura
UNIVARIATE stuzy miedzy innymi do badania czy badane cechy maja
rozkltad normalny. Autorka pisze, ze w przypadku odrzucenia hipotezy
o zgodnosci rozkladow zastosowano testy hieparametryczne. Ktore cechy nie
miaty rozktadu normalnego? oraz co mozna bylo zrobi¢, aby cechy te mialy
zblizony rozklad do normalnego? Czy wtedy mozna zastosowac testy
parametryczne? Czy genotyp ma wplyw staly czy losowy na badane cechy?
Czy w modelu uwzgledniono tylko czynniki Srodowiskowe?

Brakuje takze informacji na temat spokrewnienia badanej populacji.
W modelu uwzgledniono losowy wplyw ojca, zatem rodzi sie pytanie ilu bylo
0jcoOw?

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze ten rozdzial rozprawy zostal




dobrze i logicznie zaplanowany.
WYNIKI |

W rozdziale WYNIKI szczegolowo przedstawiono uzyskane rezultaty
zamieszczajac je w przejrzystych i prawidlowo opisanych tabelach, ulatwiajac
interpretacje uzyskanych wynikéw. Sposéb omoéwienia i prezentacji wynikow
jest przejrzysty i kompletny. Po zakonczeniu analiz Autorka drobiazgowo
przedyskutowata zaobserwowane prawidlowosci starajac sie za kazdym
razem dotrze¢ do mechanizmu thumaczacego omawiane zjawiska. Wykazala
sie tym samym umiejetnoscia interpretacji wynikow, ale takze erudycja
nieodzownag do tak doglebnej analizy.

Niewatpliwie najciekawsza czescia wynikow byla analiza wplywu
badanych polimorfizméw na wybrane cechy uzytkowosci mlecznej i cechy
funkcjonalne. W tabeli nr 6 podano ogolna charakterystyke zmiennosci
badanych cech. Jak Doktorantka odnosi si¢ do informacji, ze minimalny
wiek pierwszego wycielenia wynosi 359 dni? Czy taka sytuacja jest w ogole
mozliwa?

Doktorantka stwierdza, ze przeprowadzone analizy statystyczne
dowiodly, ze wytypowane polimorfizmy badanych genéw wykazuja staby
zwiazek z cechami uzytkowymi krow.

Interesujacym bylo wykazanie przez Autorke istotnego zwigzku
pomiedzy polimorfizmem genéw PGLYRPI i SIGLECS a wartoscia hodowlang
buhajéow. W przypadku genu PGLYRPI stwierdzono, ze allel T a w przypadku
genu SIGLECS allel G sa istotnie powigzane z wartoscia hodowlanag
wydajnosci biatka.

Moja drobna uwaga dotyczy tabel z wynikami, proponuje podawac
skorygowac przy opublikowaniu pracy. Wyniki zwiazan.e dniami jak np. wiek
pierwszego ocielenia bez miejsc po przecinku np. 847 dni podobnie
w przypadku liczby inseminacji, gdzie autorka podaje wyniki z doktadnoscia
do 4 miejsc po przecinku (1,8002).

Czy w tabela z wynikami (8, 9, 10) podane wartosci to wartosci srednie,

czy jak by wynikato z tytulu to LSM (Srednie najmniejszych kwadratow)?
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DYSKUSJA

Dyskusja  wynikéw  zostala  przeprowadzona bardzo dobrze
i przekonywujaco. W zakonczeniu tego rozdzialu autorka jeszcze raz
umotywowala podjecie wybrane] tematyki badawczej oraz narzedzi
metodycznych. Po zakonczeniu analiz Autorka drobiazgowo przedyskutowata
zaobserwowane prawidlowosci starajac si¢ za kazdym razem dotrzec
do mechanizmu tlumaczacego omawiane zjawiska. Wykazala si¢ tym samym
umiejetnoscia interpretacji wynikow, ale takze erudycja nieodzowna do tak

doglebnej analizy.

WNIOSKI

Zakonczeniem pracy bylo sformulowanie przez Autorke oSmiu
wnioskoéw, wynikajacych bezposrednio z przeprowadzonych analiz. Nie
cytujac ich w pelnym brzmieniu chcialabym zwroci¢ uwage na jeden z nich,
bowiem reszte traktuje raczej, jako podsumowanie. Bardzo wartosciowym
wnioskiem z przeprowadzonych badan jest ostatni, w ktérym Autorka
stwierdza, ze badane polimorfizmy wykazuja zwiazek z cechami plodnosci.
Aw zwiazku z ich niska odziedziczalnoscia moze znalezé praktyczne
zastosowanie w selekcji bydla mlecznego.

W podsumowaniu autorka jeszcze raz podkresla, ze liczebnosc
zbadanych genotypéw pozwala na przeprowadzenie tego typu badan
i wyciagniecie prawidlowych wnioskow

Moim  zdaniem  praca powinna by¢ zakonczona  dzialem
PODSUMOWANIE I WNIOSKI, poniewaz wigekszo$¢ punktow odnosi sie
do podsumowania wynikow.

W przedstawionej do oceny pracy odniesiono sie do 89 publikacji

z aktualnego $wiatowego pismiennictwa.

REASUMUJAC
Uklad pracy jest prawidlowy i1 przejrzysty, numeracja rozdzialow
logiczna a calo§¢ jest napisana przejrzyscie i z zachowaniem dobrego stylu

i poprawnego jezyka. Praca charakteryzuje si¢ duza potencjalna wartoscia
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aplikacyjna. Nieliczne niejasnosci, na jakie natknelam sie w tresci
opracowania w niczym nie umniejszaja wartosci tej pracy i traktuje je,
jako dyskusyjne lub redakcyjne i nie maja znaczenia dla oceny pracy.
Drobne uwagi natury redakcyjnej, moga byé pomocne w przygotowaniu
pracy do druku.

Zakres badan, bedacych podstawa recenzowanej rozprawy,
opracowanie 1 wlasciwa interpretacja uzyskanych wynikéw oraz ich
znaczenie dla nauki i hodowli, upowazniaja mnie do stwierdzenia, ze
omawiana praca spetnia warunki stawiane rozprawie doktorskiej okreslone
w art. 13 Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach
Naukowych i Tytule w Zakresie Sztuki z 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr
65,poz. 595). Wnosze wiec do Rady Wydziatlu Bioinzynierii Zwierzat
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr inz.

Pauliny Danuty Puckowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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