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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Marleny Wojciechowskiej
»Analiza zmienno$ci genetycznej Zubra Bison bonasus na podstawie markeréw SNP

(Single Nucleotide Polymorphism)”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zaczyna si¢ od stow »Zubr — krél puszczy,
najwiekszy ssak ladowy Europy, w swej historii, jak na kréla przystatlo miewal burzliwe lata.
Gatunek ten na poczatku XX wieku stanat na skraju zaglady.” Tak mogla by si¢ zacza¢ niejedna
basn napisana przez Mari¢ Konopnicka lub Hansa Christiana Andersena. Jednakze
recenzowana rozprawa doktorska to nie basf. To wyniki niezwykle skomplikowanych badan w
ktérych podjeto probe znalezienia markeréw genetycznych stuzacych wykrywaniu
(potwierdzaniu lub zaprzeczeniu) zmiennosci genetycznej. Jest to szczegllnie wazne w
przypadku zubréw Bison bonasus, ktérych populacja wynosi aktualnie 7130 osobnikow.
Nalezy jednak pamigta¢ Ze obecnie w obrebie gatunku wyrdznia si¢ dwie linie genetyczne:
nizinng, zwang tez bialowieska (LB), ktora wywodzi si¢ od 7 zubréow podgatunku nizinnego
Bison bonasus bonasus oraz nizinno-kaukaskg (biatowiesko-kaukaska), oznaczang symbolem
LC, ktorej poczatek dali przedstawiciele dwoch podgatunkow, w tym ostatni przedstawiciel
podgatunku kaukaskiego B. b. caucasicus. Niezwykle istotnym jest, ze ta mala liczba
zalozycieli ma ogromny wplyw na obserwowany wysoki poziom inbredu oraz znaczng utrata
zmiennos$ci genetycznej gatunku.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska obejmuje 75 stron i zostala podzielona na
11 gléwnych rozdziatéw: wstep; przeglad literatury; cele badan; material; metody; wyniki;

dyskusja, podsumowanie i wnioski; spis tabel, wykresow i rycin; bibliografia i zalaczniki, ktore



chociaz przedstawione oddzielnie stanowig integralng czg$é rozdzialu ,,Wyniki”. Rozprawa
doktorska zawiera réwniez streszczenia: w jezyku polskim i angielskim, 7 Tabel, 14
Wykresow, 5 Rycin oraz 1 Zalacznik stanowigcy wykaz wszystkich prob badanych z
wykorzystaniem mikromacierzy bydlecych.

Rozdzial zatytulowany ,,Wstep” (str. 8) w sposOb syntetyczny przedstawia znaczenie
podjetego problemu badawczego.

Rozdzial zatytulowany ,,Przeglad literatury” obejmuje czternascie stron (str. 9-22). W
pierwszym podrozdziale zatytulowanym ,,Zubr” Doktorantka przedstawita charakterystyke,
historie i strukture genetyczna gatunku. Kolejny podrozdzial omawia ,,Badania genetyczne
zubrow” ze szczegdlnym uwzglednieniem tych ktore skupialy si¢ przede wszystkim na

znalezieniu réznic mi¢dzy zubrami. Byly to badania polimorfizmu allozyméw, genow
gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej MHC (np. genéw DQB i DRB), genéw: TSPY, SRY,
ZFY czy fragmentu genu amelogeniny AMEL. Doktorantka oméwita réwniez analizy tzw.
markeréw neutralnych, nie podlegajagcych selekcji jak np. sekwencji mikrosatelitarnych oraz
wykorzystywanie mikromacierzy do analizy marker6w SNP. Ta ostania metoda wydaje si¢ by¢
niezwykle przydatna poniewaz umozliwia analizowanie setek tysiecy markerow jednoczesnie.
Wykorzystanie ww. metod zostalo poparte danymi literaturowymi. Ostatni podrozdziat w tej
czgsei rozprawy pt.: ,,Polimorfizm jednonukleotydowy — charakterystyka i wybrane metody
analiz markeré6w SNP” przedstawia informacje o rodzajach mikromacierzy, ktore zostaly
stworzone z mys$lg o analizach genomu cziowieka i zwierzat gospodarskich; a od niedawna ich
potencjal jest rowniez skutecznie wykorzystywany w badaniach populacji zwierzat dziko
zyjacych, a szczegllnie tych spokrewnionych filogenetycznie. Omawia rdéwniez zasady

wykonywania badan na specjalnie wyznakowane;j silikonowej plytce.

Cel badan (str. 22) zawiera 2 wyraznie sprecyzowane punkty: (¢) poszukiwanie markerow
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) mogacych postuzyé do identyfikacji osobniczej i
rozréznienia dwoch linii genetycznych zubréw: nizinnej i nizinno-kaukaskiej oraz (ee)
zweryfikowanie dokonanego wyboru markerow oraz analiza zmiennosci genetycznej gatunku.
W mojej opinii drugi punkt zostal sformutowany niekonwencjonalnie, dlatego prosze o jego

wyjasnienie co Doktorantka rozumie pod pojeciem ,,zweryfikowanie”?

Rozdzial zatytulowany ,,Material” obejmuje 2 strony pracy (str. 24-25) zawiera ogdlng

charakterystyke materialu badawczego i szczegélows charakterystyke prob wykorzystanych w
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dwoch etapach wykonanych analiz. Materiat do badan stanowity proby krwi obwodowej oraz
tkanki miekkie pozyskane od zubréw z polskich i zagranicznych os$rodkéw hodowli, ale
réwniez od osobnikéw ze stad wolnosciowych. W Etapie I — Analiza z wykorzystaniem
mikromacierzy SNP badano préby DNA pochodzace od 144 zubréw, a w Etapie I — Analiza z
wykorzystaniem KASP badano proby od 300 osobnikow.

Rozdzial 5 ,Metody” (str. 23-36) zostal podzielony na trzy podrozdziaty: ,,Przygotowanie
materialu biologicznego do badan” ze szczegdlnym uwzglednieniem zasad pobrania i
przechowywanie materiatu biologicznego; ,,Procedury laboratoryjne” zawierajacy szczegdtowe
schematy I i IT Etapu prowadzonych badan. Szczegdlng uwage w omawianym rozdziale zwraca
podrozdziat ,,Odczyt, kontrola jakosci i interpretacja wynikow,, w konteks$cie obu Etapéw
badan. Zawiera on informacje nie tylko o konieczno$ci utworzenia specjalistycznych plikéw
wymaganych do interpretacji wynikow, ale rdwniez opisy podejmowanych kolejnych krokéw w
celu przeprowadzenia prawidtowej analizy uzyskanych wynikéw. Po zaimportowaniu
zaprojektowanych i utworzonych plikow do programu tworzono klastry odpowiadajace
genotypom prob dla kazdego markera SNP; dokonano filtrowania wynikéw na podstawie
frekwencji; a w przypadku odchylen od wyznaczonych obszaré6w wykonywano powtdrne
klastrowanie. W koficowym etapie generowano szereg raportéw: raport DNA, podsumowujacy
markery SNP, koncowy i raport bledéw, ktére poddawano dalszej analizie. W II Etapie badan
Zwracano uwagg na intensywnos¢ §wiecenia tla fluorochroméw, poniewaz miata ona znaczenie
dla analizy uzyskanych wynikéw.

W podrozdziale 5.4 znajdujemy opis wykorzystanych metod statystycznych (str. 36). Do
analizy statystycznej uzyskanych wynikoéw zastosowano program GenAlEx 6.5 (Peakall i
Smouse 2012) oraz STRUCTURE 2.3.4. Wykorzystanie tak rozbudowanych programow
statystycznych  umozliwito przeprowadzenie wielowagtkowej analizy wynikow z
uwzglednieniem wszystkich analizowanych zaleznosci.

Na str. 24 (Material) czytamy ,,We wstgpnym etapie badan (Wojciechowska i wsp. 2017)
poddano analizie facznie 144 préby DNA pochodzace od zubréw.”. Natomiast na str. 27
(Metody) znajdujemy informacj¢ ,,Do genotypowania 91 préb wykorzystano mikromacierze
BovineSNP50 v2 BeadChip, natomiast przy uzyciu BovineHD BeadChip (Illumina)
przebadano 46 prob, uwzgledniajac 8 prob przeanalizowanych na obu platformach, w celu
weryfikacji powtarzalnosci wynikow’ co daje sume 145 . Skad ta drobna réznica?

W 1 Etapie badan analiza z wykorzystaniem mikromacierzy SNP ,pozytywny efekt
genotypowania uzyskano dla 129 osobnikow” ze 144 (str. 24). Co moglo by¢ przyczyng takiego
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wyniku? Podobna informacje znajduje w przypadku II Etapu analiz z wykorzystaniem KASP
(str. 25): ,,W przypadku 14 osobnikow nie udalo sie uzyskac¢ satysfakcjonujacych wynikow i
zostaly one usuniete z dalszych analiz”. Jaka mogta by¢ tego przyczyna?

Rozdzial Wyniki zawarty na 16 stronach (str. 37-52) zostal skonstruowany zgodnie z
celami naukowymi rozprawy. Jako pierwsze przedstawiono wyniki dotyczace wyboru
marker6w SNP dedykowanych dla badanego gatunku, a nastgpnie wyniki ktére dotyczyly
analizy zmiennosci genetycznej zubrow przeprowadzonej w dwoch etapach.

Prawidlowy wybor markerow byt niezwykle istotny. Byt bowiem $cisle zwigzane z ich
pézniejszym wykorzystaniem/zastosowaniem do rozrdzniania linii genetycznych, identyfikacji
osobniczej 1 kontroli pochodzenia. Wychodzac z pierwotnej liczby 54609 sond zawartych w
mikromacierzy BovineSNP50 v2 BeadChip i 777962 sond zawartych w mikromacierzy
BovineHD BeadChip wykonujac kolejne analizy Doktorantka sukcesywnie zawezala liczbg
markeréw moggcych spetnia¢ zaktadane kryteria przydatnosci. W wyniku kolejnych analiz ze
1536 SNP wybrano 321 markeréow, ktore mogly poshuzyé do potwierdzania/wykluczenia
przynaleznosci zubréw do jednej z dwoch linii genetycznych. Wyniki analizy PCoA pozwolity
na zgrupowanie linii nizinnej w jeden zwarty klaster, wyraZnie oddalony od linii
nizinno-kaukaskiej. W wyniku kolejnych analiz markeréw SNP Doktorantka wykazata, ze juz
kombinacja 5 markeréw pozwala na znaczace wykluczenie mozliwosci wystapienia
identycznego genotypu, a 10 markeréw jeszcze to prawdopodobienistwo zmniejsza. Natomiast
do wykluczenia rodzicielstwa z prawdopodobienstwem 90% wystarczy kombinacja 7, z
prawdopodobienstwem 99% 15 SNP.

Jak wynika z kilkakrotnych informacji zawartych w recenzowanej rozprawie doktorskiej wybor
markerow stanowil badania wstepne do dalszych analiz. Chociaz wyniki te zostaly
opublikowane (Wojciechowska i wsp. 2017) to znaczna ich cze$¢ znajduje swoje
odzwierciedlenie w rozprawie. W mojej opinii nie byloby uchybieniem dolgczenie ww.
publikacji jako integralnej cze¢sci rozprawy.

W drugiej czesci rozdzialu ,,Wyniki” Doktoranta prezentuje wyniki analiz zmiennosci
genetycznej dwoch linii genetycznej zubrow. Analiza z wykorzystaniem mikromacierzy SNP
wykazala migdzy innymi ze:

e Obserwowana heterozygotycznos$¢ dla wszystkich badanych zwierzat wynosita 0,237.

Wartos¢ ta jest duzo nizsza, niz Ho otrzymana na podstawie panelu markerow SNP

wybranych w celu identyfikacji osobniczej. Co to oznacza?



e Analiza frekwencji alleli, wykazata, Ze obie linie r6znily si¢ istotnie dla 253 markerow,
natomiast dla 215 markeréw byly to réznice wysoko istotne.

e Odnotowano allele unikatowe wystgpujace tylko w jednej z badanych linii
genetycznych: 51 SNP dla linii nizinno-kaukaskiej i jeden allel dla linii nizinne;j.

e Wytypowane markery pozwolily na zgrupowanie osobnikow z linii nizinnej w jeden zwarty
klaster, co wskazuje na maly stopien zréznicowania genetycznego w poréwnaniu z linig
nizinno-kaukaskg. Wyniki uzyskane dla osobnikow linii nizinno-kaukaskiej byly bardziej
rozproszone i wyraznie oddzielone od linii nizinnej (Wykres 4).

e Wryniki klastrowania w korelacji z miejscem bytowania zubrow wskazaly/potwierdzily
pokrewienstwo genetyczne zwierzat w hodowlach.

Wyniki badafi uzyskane na podstawie wytypowanych markerow SNP sa perspektywiczne, a jak

pisze Doktorantka (str. 49) ,,w przysztosci moze to stanowié cenne narz¢dzie wspomagajace

obecne metody zarzadzania gatunkiem, np. w wyborze osobnikéw, ktore nalezy przewiez¢ do
innych osrodkow w celu wzbogacenia genetycznego™.

Analizujgc wyniki uzyskane podczas analiz z wykorzystaniem KASP Doktorantka zwraca

szczegOlng uwage na trzy markery: KASP064, KASP502 i KASP759 charakteryzujace sig

znaczaco rozng heterozygotyczno$cig (Ho) w obu liniach genetycznych zubrow. Markery

KASP064, KASP502 cechowala najwyzsza wartos¢ Ho w linii nizinnej, a marker KASP759

osiaggngl najwyzsza wartos¢ Ho dla linii nizinno-kaukaskiej. Dla pozostalych markeréw

uzyskane wyniki byly zgodne z uzyskanymi w Etapie L.

Dodatkowo wyniki uzyskane w Etapie II badan byly zgodne z uzyskanymi w Etapie I w

zakresie:

¢ malejgcego prawdopodobienistwa wystgpienia identycznego genotypu wraz z zwigkszajaca
si¢ liczbg zastosowanych markerow,

e znacznego zréznicowania genetycznego w obrebie linii nizinno-kaukaskiej.

Natomiast wyniki uzyskane w II Etapie (PCoA) nie pozwalaja na jednoznacznego przypisanie

osobnikéw do konkretnej linii genetycznej, co wydaje si¢ by¢ dos¢ znaczng niedogodnoscia

metody. Czy zatem KASP jest metoda przydatng skoro nie mozna jednoznacznie przypisac
osobnikéw do jednej z dwdch linii genetycznych? Czy brak takiej mozliwosci nie jest znaczaca

a wrgez wykluczajaca wada metody?

Oprocz wynikoéw podrozdzial ten zawiera rowniez informacje dotyczace samej metody, jej

zalet i stosowanej aparatury (str. 49). Moim zdaniem dane to powinny si¢ znalezé w Metodach

lub Dyskusji.



Rozdzial Dyskusja zostal zawarty na 10 stronach (str. 53-62) i podzielony na dwie
czedci: ,,Wybér markerow” oraz ,,Analiza zmiennoéci genetycznej zubréw dwoch linii
genetycznych”. W pierwszej czesci Doktorantka  analizuje aspekty kontroli jakosci
genotypowania; kontroli czystosci gatunkowej, badz linii genetycznej; identyfikacje osobniczg
i kontrole rodzicielska oraz ,,Przeniesienie” wybranych markeréw SNP na inng metod¢ np.
RFLP, KASP 59 w odniesieniu do innym badan naukowych. Doktorantka zwraca uwagg na
fakt, ze zaadaptowanie znanej metody na nowy gatunek jest bardziej efektywne i mniej
kosztochtonne, niz szukanie nowych markeréw, czy opracowywanie metod de novo; jednakze
wymaga skomplikowanych procedur optymalizacji. Podkresla rowniez, ze nie wszystkie, a
jedynie cze$é markerow SNP z zastosowanych mikromacierzy bydlecych przeszla pozytywna
kontrole jakos$ci i mogla by¢ zastosowana w badaniach genetycznych zubrow. Analizuje
znaczenie marker6w SNP i mozliwosci ich wykorzystania w badaniach genetycznych w
kontekscie przynaleznosci do linii genetycznej, czystosci gatunkowej, kontroli pochodzenia,
krzyzowania z innymi gatunkami, wykluczenia lub potwierdzenia rodzicielstwa. Doktorantka
przedstawia réwniez zalety i wady wykorzystywania markeréw SNP w innych niz
mikromacierze metodach badawczych.

W drugiej czgsci dyskusji ,,Analiza zmiennosci genetycznej zubroéw dwoch linii genetycznych”
Doktorantka dyskutuje wyniki wlasne z wynikami innych badan prowadzonych na zubrach, a
takze z wynikami badan prowadzonych na bydle azjatyckim i europejskim, kilku gatunkach
jeleni i dwoch gatunkach  dzikich owiec. Podkres$la znaczacg role nielicznych grup

zalozycielskich na aktualne zréznicowanie genetyczne obu linii zubréw.

Rozdzial ,,Podsumowanie i wnioski” (str.63) zawiera 5 dobrze sformutowanych wnioskow.
Natomiast wniosek 4 ,Linia nizinna charakteryzuje sie nizszg zmiennoscig genetyczng
wzgledem linii nizinno-kaukaskiej” mozna uzna¢ za wniosek ale i wynik jednocze$nie. We
wniosku 3 stowo ,,uzyskaé” sugeruje zamienié na ,,wytypowaé” co sprawi ze wniosek bedzie
bardziej ,,stanowczy”. Proponuj¢ rowniez zastapi¢ stowo ,,Sprawdzono” (5 rzad od dotu) na
stowo ,,Potwierdzono”. Poniewaz w rozdziale najpierw przedstawione sg wnioski a potem

podsumowanie tytul rozdziatu powinien brzmie¢ ,, Wnioski i podsumowanie”, a nie odwrotnie.

Bibliografia na ktérg powoluje si¢ Doktorantka w rozprawie stanowi 66 pozycji.
Najstarsza z nich pochodzi z 1991 r. i jest to publikacja metodyczna. Najnowsza cytowana

praca zostata opublikowana w 2019 r. i dotyczy markeréw genetycznego réznicowania u bydta.
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Moze wydawac sie ze 66 pozycji literaturowych nie jest liczbg imponujaca, jednak ze wzgledu
na specyfike badan, podobna tematyka nie jest czesto podejmowana. Nalezaloby jednak
zmieni¢ nagléwek tego rozdziahu na ,,Biobliografia”, a nie ,,Spis tabel, wykresow i rycin”.
Wskazane przeze mnie wczesniej uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy.
Uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowig Jej oryginalne osiagnigcie i w tym zakresie
poszerzajg wiedze w zakresie wieloplaszczyznowych badan nad zmiennoscig genetyczna zubra.
W mojej opinii uzyskane wyniki uzyskajg akceptacje¢ szerszego grona recenzentow i szybko

zostang opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozpraw doktorska mgr
Marleny Wojciechowskiej pt.: ,,Analiza zmiennoSci genetycznej zubra Bison bonasus na
podstawie marker6w SNP (Single Nucleotide Polymorphism)” spelnia warunki okreslone
w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz.Ustaw nr 65, poz 595 z p6zn. zm).

Majac powyzsze na uwadze przedkladam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk o
Zwierz¢gtach SGGW w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr Marleny

Wojciechowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Warszawa, 12 czerwiec 2019r. Prof. dr hab. Bozena Moskwa



