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Zmienno$¢ jest jednym z gtéwnych atrybutéw przyrody ozywionej, w tym $wiata
zwierzat. W przypadku stad zwierzat gospodarskich jest podstawowym wskaZnikiem
informujagcym o mozliwo$ciach prowadzenia efektywnej pracy hodowlanej. Przede
wszystkim jednak obrazuje bogactwo zréznicowania, co jest szczeg6lnie istotne w
unikalnych populacjach, objetych programami ochrony zasobéw genetycznych.

Znane s3 trzy gtdwne podejscia do oceny zmiennoS$ci genetycznej zwierzat, na
podstawie: rodowodow (a S$ci$lej: udziatu zatozycieli), zréznicowania danej cechy
osobnikéw spokrewnionych (wéwczas zwykle szacowane sg poszczegélne komponenty
wariancji fenotypowej) oraz analizie polimorfizmu wybranych loci. Pierwsze dwie
grupy metod bazujg na rachunku prawdopodobienstwa i statystyce matematycznej, co z
jednej strony tworzy poczucie biologicznych uproszczen, a z drugiej prowadzi¢ moze do
obcigzenia oszacowan btedem (szczegélnie w sytuacji niekompletnych badz ptytkich
rodowodow zwierzat z matych populacji). Ocena zmiennos$ci na podstawie polimorfizmu
loci markerowych dostarcza rzeczywistych informacji o zréznicowaniu genetycznym
osobnikéw. Wymaga jednak zastosowania zaawansowanych technik molekularnych, co

w przypadku zwierzat wolnozyjacych (w przeciwienstwie do wiekszosci gatunkow
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zwierzat gospodarskich) stanowi powazne wyzwanie. W nurt tych poszukiwan dobrze

wpisuje sie recenzowana dysertacja doktorska.

1. Charakterystyka rozprawy

Oceniana praca ma typowa strukture rozprawy naukowej: streszczenia w
jezykach polskim i angielskim (2 strony), spis tresci (2), wstep (1), przeglad literatury
(14), cel badan (1), materiat (2), metody (11), wyniki (16), dyskusja (10),
podsumowanie i wnioski (1), spis tabel, wykreséw i rycin (2), bibliografia (6) oraz
zatacznik (4). Ponadto, dotaczone s3 stosowne o$wiadczenia promotora oraz autora
pracy. Material biologiczny pobrano zgodnie z obowigzujagcymi procedurami, z

akceptacja Regionalnego Dyrektora Ochrony Srodowiska w Warszawie.

Generalnie, streszczenie zawiera najwazniejsze tezy rozprawy. Natomiast wstep
jest, moim zdaniem, zbyt lakoniczny. Przeglad literatury mozna postrzega¢ jako dobre
kompendium wiedzy z zakresu biologii Zubra. Ponadto, ta cze$¢ dysertacji zawiera
przekonywujgca motywacje celow badawczych. Autorka syntetycznie zaprezentowata
informacje na temat struktury genetycznej populacji zubra odwotujac sie do
realizowanych badan genetycznych z tego zakresu. Wpisuje sie to w ciag logicznych i
konsekwentnych dociekan naukowych prowadzonych przez zespo6t Katedry Genetyki i
Ogolnej Hodowli Zwierzat SGGW. Jak juz wspomniatem, na tym tle zostaty
sformutowane cele badawcze ukierunkowane na identyfikacje panelu sekwencji
pojedynczych polimorficznych nukleotydéw (SNP - Single Nucleotide Polymorphism),
przede wszystkim do klasyfikacji przynaleznosci zubréow do jednej z dwoch linii
(nizinnej i nizinno-kaukaskiej). Doktorantka podjeta sie tez zadania wskazania
markerow specyficznych, ktore umozliwiatyby identyfikacje osobnicza. Kolejnym celem
(chociaz niezbyt wyraziscie wyeksponowanym) byta weryfikacja przydatnosci dwaéch
podejs¢ metodycznych do identyfikacji polimorfizméw pojedynczych sekwencji.

Ponadto, dokonano analizy zmiennoS$ci genetycznej obydwu populaciji.

W rozdziale ,Materiat” Autorka zaprezentowata liczebnos$ci zgenotypowanych
osobnikéw z poszczegblnych grup, uzyte w analizach w ramach pierwszego etapu
badan (bazujacego na mikromacierzach: BovineSNP50 vZ2 BeadChip oraz BovineHD
BeadChip) i drugiego etapu (odwotujacego sie do techniki KASP). Zwierzeta pochodzity



z polskich i zagranicznych osrodkéw hodowlanych oraz z tzw. stad wolnoSciowych.
Analiza mikromacierzy objeto tgcznie 129 osobnikéw obu pici (z obydwu linii).
Natomiast w drugim podejSciu (allelospecyficznej reakcji PCR, przy wykorzystaniu
techniki KASP) wykorzystano informacje o genotypach 286 osobnikéw. Tak
kompleksowe podejscie do doboru materiatu badawczego stanowi dobra podstawe do

formutowania wiarygodnych wnioskow.

W  kolejnym rozdziale, Doktorantka szczegélowo omowita zastosowane
procedury molekularne, co z pewnos$cig pozwoli na uzycie tej metodyki potencjalnym
uzytkownikom. Podkres$lenia wymaga skrupulatnos¢ w weryfikacji danych i
uzyskiwanych wynikéw. Grupe ,kontrolng” stanowity préby pochodzace od bydta.
Zastosowano standardowe kryteria filtrowania wynikéw genotypowania, poszerzajac je
(ze wzgledu na specyfike populacji) o poprawno$¢ identyfikacji rodzic-potomek oraz
rodzic-rodzic-potomek). Natomiast zbyt lakonicznie zaprezentowano analize

statystyczng (patrz: uwagi i komentarze).

Rozdziat ,Wyniki” sktada sie z dobrze wyodrebnionych cze$ci, przyjaznych
czytelnikowi w lekturze tekstu. Najpierw szczegélowo i kompetentnie omdwiono
kwestie zwigzane z wyborem marker6w SNP w konteks$cie rozr6znienia obydwu linii
genetycznych. Bardzo przydatna okazata sie wizualizacja wynikow analizy sktadowych
gtownych (szczegbélnie na wykresie 1), ktéra wskazuje jednoznacznie na wiekszg
konsolidacje genetyczng linii nizinnej. W nastepnej czeSci dysertacji, Doktorantka
skomentowata markery SNP do identyfikacji osobniczej i kontroli pochodzenia. Sposrod
15062 markeréow SNP, na podstawie kontroli ich jakosci, wybrata 763. Waznym
wynikiem jest wskazanie liczby SNPow potrzebnych do wykluczenia rodzicielstwa.
Wykazano, ze do wykluczenia hipotetycznej pary rodzicow z prawdopodobienistwem 0.9
wystarczy tylko 7 markeréw, a dla prawdopodobienistwa 0.99 nalezy uzy¢ 15 SNPow.
Natomiast gdy nieznany jest genotyp drugiego z rodzicow do osiggniecia wyzej
wymienionych progéw prawdopodobienstwa potrzeba odpowiednio: 18% i 23%. S3 to
wazne wnioski nie tylko z poznawczego, lecz takze z aplikacyjnego punktu widzenia. W
nastepnej czesci tego rozdziatu dokonano analizy zmiennos$ci genetycznej obydwu linii
zubréw, bazujac na 499 polimorficznych sekwencjach nukleotydéw  zaréwno o
zréznicowanej liczebnosci (od 2 do 41) jak i rozmieszczeniu ($redni dystans wynosit od

1288 do 8231 kbp) na poszczegdlnych chromosomach. Dodatkowo, sze$¢ markeréw
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miato nieznane potozenie. WartoSciowym wynikiem jest identyfikacja unikatowych
alleli dla obydwu linii (niestety, w linii nizinnej byt tylko jeden taki allel w por6wnaniu z
51 dla drugiej linii). Dokonano tez analizy struktury genetycznej w obrebie linii nizinno-
kaukaskiej z uwzglednieniem miejsca pochodzenia, wykazujac duze zrdéznicowanie
miedzy poszczegbélnymi lokalizacjami, przy jednoczesnym mniejszym zrdéznicowaniu

wewnatrz nich.

W drugiej czesci rozdziatu ,Wyniki”, przeprowadzono wnioskowanie na podstawie
tzw. markeréw KASP. Zwazywszy na fakt, Ze jest to podejscie nie tylko tansze, lecz
réwniez szybsze, jego zastosowanie wydaje sie bardzo uzasadnione w tego typu
badaniach. W  przypadku obydwu metod otrzymano zblizony poziom
heterozygotycznosci obserwowanej i heterozygotycznosci oczekiwanej. W zasadzie
zblizone konkluzje nasuwajg sie tez po analizie gtdwnych sktadowych, potwierdzajacych
wiekszg konsolidacje genetyczna linii nizinnej. Nietrudno nie dostrzec jednak, ze wyniki
te nie s3 juz tak jednoznaczne jak w przypadku pierwszej metody. Takie poréwnanie
(przydatnosci dwoch typow markeréw) mogtoby by¢ bardziej wnikliwe, gdyby byta
podana informacja o powigzaniach miedzy grupami osobnikéw uzytych do obydwu

typow analiz.

Generalnie dyskusje wynikéw oceniam jako warto$ciowa, $wiadczaca o dobrym
poruszaniu sie przez Doktorantke po omawianych zagadnieniach. Umiejetnie
konfrontowane sg wyniki badan wtasnych z danymi literaturowymi, ukierunkowane na
ich szerszg interpretacje i poszukiwanie trafnych analogii, a nie sprowadzone do

kontynuacji przegladu literatury. Dyskusja zawiera tez watki medyczne.

Prace konczy sze$¢ wnioskdw zaréwno o charakterze poznawczym jak i utylitarnym,
korespondujgcych z uzyskanymi wynikami, a takze krotkie syntetyczne podsumowanie.
Nie dostrzegam natomiast celowoS$ci umieszczania ostatniego zdania, ktore nie jest

wnioskiem, lecz informacjg o prowadzonych badaniach.

Bibliografia obejmuje 66 pozycji, w tym 40 opublikowanych w ostatniej dekadzie.
Ostatnig czeScig pracy jest zalacznik obejmujacy charakterystyke zgenotypowanych
osobnikéw poddanych analizie bazujacej na mikromacierzach. Jest to z pewnosScia

warto$ciowy materiat Zrodtowy.



. Uwagi i komentarze

Niedosyt pozostawia opis zastosowanych metod statystycznych, w
przeciwienstwie do momentami nadmiernie szczeg6étowej (np. kolejne etapy
rutynowej analizy z wykorzystaniem mikromacierzy) prezentacji metod
molekularnych. O ile ta cze$¢ jest doskonatym przewodnikiem po metodach, tak
rozdzial 5.4. (Metody statystyczne) moze by¢ postrzegany jako zbiér stéw
kluczowych.  Jak rozumie¢ zwrot - ,poréwnanie genotypoéw badanych
osobnikow”? Zbyt ogélnikowe jest wyjasnienie parametru PI. Podobng narracje
Autorka zastosowata w opisie oceny struktury populacji, odwotujac sie do
pakietu komputerowego STRUCTURE. Program komputerowy nie jest metodg!
Nie kwestionuje poprawnosci zastosowanych metod, zwracam jednak uwage na
ich zbyt skrétowy opis.

W teksScie nie znalazlem informacji dotyczacej lat, z ktoérych pochodza
genotypowane osobniki.

W tabeli 1 brakuje odwotania do literatury.

W tabeli 4 potrzebne bytoby réwniez odwotanie do literatury, szczegélnie w
kontekscie informacji o powigzaniach z genami (niebedacych wynikiem badan).
Zwroty ,przeptyw gendéw” czy ,zestaw gendw” sg skrotami myslowymi.

Brakuje informacji, czy materiat badawczy uzyty w pierwszym i drugim etapie
badan jest roztaczny (str. 25-26). Niektore informacje podane w tabelach sg mato
przyjazne dla czytelnika. Przyktadowo, w tabelach 2-3 ta sama kolejnos¢
wymieniania krajow utatwiataby lekture tekstu. Przy okazji, jak traktowane byty
informacje o pojedynczych osobnikach z niektorych krajéw?

Przy omawianiu wynikéw struktury genetycznej linii nizinno-kaukaskiej z
uwzglednieniem miejsca pochodzenia préoby (str. 47-49) brakuje powigzania z
liczebnoScig poszczego6lnych grup, co nie jest z pewnos$cia bez wptywu na
formutowane wnioski.

Wystepuja uchybienia redakcyjne (np. zamiast Tokarska wraz zespotem (2009)
powinno by¢ Tokarska i in. (lub ,i wsp.”). Zdarzajg sie lapsusy jezykowe, (np. str.
16) zamiast ,badania Kaminskiego” powinno by¢ ,badania prowadzone przez

Kaminskiego”.



e W bibliografii brakuje odwotania do uzytych pakietow komputerowych, np. R.
Korekty wymagaja tez nazwy niektorych czasopism.

e Nie ma konieczno$ci wielokrotnego objasniania anglojezycznego znaczenia
terminéw/skrétow (np. PCoA) w tekscie, natomiast taka potrzeba zachodzi
zawsze w przypadku tabel i wykresow.

e Nie sposéb nie dostrzec jednak starannosci graficznego i  redakcyjnego

przygotowania dysertacji.

3. Najwazniejsze wyniki

Przeprowadzone badania dostarczyty wielu warto$ciowych wynikéw tak o
charakterze poznawczym jak i aplikacyjnym. Do najwazniejszych wynikéw uzyskanych
przez mgr Marlene Wojciechowska zaliczam oszacowanie parametréw zmiennosci (na
poziomie molekularnym) w obydwu liniach genetycznych zubréw. Parametry te zostaty
zweryfikowane dwoma metodami. Generalnie, §wiadczg one o efektywnie prowadzonej
pracy hodowlanej w badanych populacjach na przestrzeni ostatnich dziesiecioleci.
Wynikiem o wydzwieku aplikacyjnym jest pomysine uzycie mikromacierzy
zaprojektowanej dla bydta do identyfikacji markeréw w populacji zubra. Warto$ciowym
rezultatem jest wyznaczenie panelu marker6w SNP do identyfikacji linii genetycznych, a
takze kontroli pochodzenia osobnikéw. Doktorantka wskazata metode KASP jako
alternatywe do bardziej kosztochtonnych i czasochtonnych procedur opartych o

komercyjne mikromacierze.

Whniosek konncowy

Reasumujac stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny praca w pelni
odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim okreslonym w ustawie
z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595, ze zmianami Dz. U. z 2005 roku nr
164, poz. 1385 oraz Dz.U. z 2011 roku nr 84, poz. 455, Dz. U. z 2014 roku poz.,
1852, z 2015 roku poz. 249, 1767). Majac powyzsze na uwadze, z pelnym
przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk o Zwierzetach
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o dopuszczenie

mgr inz. Marleny Wojciechowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



Recenzowana rozprawa doktorska ma cenne walory poznawcze i utylitarne.
Autorka podjela sie ambitnych zadan, z ktérych znakomicie wywiagzala sie.
Opanowala warsztat badawczy zaréwno z zakresu technik molekularnych jak i
metod statystycznych. Nade wszystko jednak przeprowadzone badania dobrze
wpisuja sie aktualne trendy w nauce Swiatowej z zakresu genomiki. Przedkladam

wiec wniosek o wyrdznienie tej dysertacji doktorskie;j.



