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Dr hab. Agnieszka Korwin-Kossakowska, profesor IGBZ
Zaktad Genomiki 1 Biordznorodnosci Zwierzat

Instytut Genetyki 1 Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzebcu
ul. Postepu 36A, 05-552 Jastrzebiec

Recenzja pracy doktorskiej mgr Igora Jasielczuka
pt. "Wykorzystanie markerow SNP do identyfikacji przynaleznosci rasowej bydta”
pod kierunkiem

dr hab. Tomasza Zabka oraz dr hab. Artura Gurgula,

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczy 102 strony maszynopisu i posiada typowy uklad dla rozpraw
doktorskich. Rozpoczyna sie streszczeniami w jezyku polskim 1 angielskim oraz wykazem
stosowanych skrotow. Wstep (28 stron) zawiera 7 rozdziatow, ktore wprowadzaja czytelnika w
zakres badan opisanych w rozprawie. W dalszej kolejnosci, po przedstawieniu celow badan
rozpoczyna sie opis materiatu 1 metod (6 stron). Nastepny rozdziat ,,Wyniki” (41 stron) jest
podzielony na 5 rozdziatow 1 kilkanascie podrozdziatdow, po ktérych nastepuje dyskusja liczaca
17 stron. Rozprawa konczy sie przedstawieniem wnioskow oraz spisem literatury zawierajacym
127 pozycji. Praca uzupelniona jest przez 21 tabel 1 25 rysunkow. Do manuskryptu dotaczone
zostaly materialy uzupehiajace w formie elektroniczne;.

Podsumowanie rozprawy

Praca poswiecona jest poszukiwaniu metod selekcji markeréw oraz metod
statystycznych umozliwiajacych stworzenie panelu markerow typu SNP, dzigki ktoremu
mozliwe byloby przypisanie indywidualnego genotypu osobnika do konkretnej rasy bydta. Do
tej] pory opublikowano co najmniej kilkanascie prac na temat opracowania metod
umozliwiajacych rozréznienie ras w oparciu o markery molekularne. Glowny problem w
opracowaniu takich metod stanowit wybor odpowiednich zbioréw markeréw umozliwiajacych
efektywne rozroznianie ras, w tym spokrewnionych genetycznie ras lokalnych. W przedlozonej
mi do oceny pracy przebadano 1659 losowo wybranych osobnikéw przynaleznych do
dziesieciu ras bydta utrzymywanego w Polsce. Badane rasy to zarowno rasy lokalne, objete
programami ochrony zasobow genetycznych jak 1 rasy wysoko produkcyjne o
ogodlnoswiatowym zasiegu. Z materiatu biologicznego pobranego od tych osobnikdw np. krwi,
nasienia lub fragmentu ucha wyizolowano DNA, ktore poddano analizie z wykorzystaniem
dwoch rodzajow mikromacierzy: Illumina BovineSNP50v2Bead chip oraz Illumina
BovineSNP50v3. Nastepnie przefiltrowano dane otrzymane po skanowaniu, Wykorzystano
probki od zwierzat, dla ktérych ustalono wiecej niz 95% genotypdéw oraz wybrano SNP o
wspotczynnikach jakosci GenCall powyzej 0.7 1 GenTrain powyzej 0.4. Usunigto markery, dla
ktdrych procent poprawnych genotypow byt nizszy niz 90%, a frekwencja rzadszego allelu byta
nizsza niz 1% oraz te, dla ktorych stwierdzono odstepstwo od rownowagi Hardyego-
Weinberga. Przeprowadzono redukcje markerow sprzezonych. Ostateczne panel markeréw
wspolnych dla wszystkich badanych ras obejmowat genotypy dla 41276 markeréw SNP,
stanowiaca podstawe do dalszych obliczen. Do identyfikacji markeréw najbardziej
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roznicujgcych badane rasy wykorzystano trzy metody statystyczne: delta (D), wspotczynnik
Fsr (dystans genetyczny Wrighta) miedzy parami ras (F) oraz Fst pomiedzy jedng rasa
wzgledem pozostalych (G). Dodatkowo do wszystkich metod zastosowano dwa podejscia
metodyczne wyboru markerow. Dla kazdej zastosowane] metody selekcji stworzono 3 panele
o roznej wielkosci, liczace odpowiednio 96, 192, 288 markeréw. W ten sposob stworzono 18
roznych zbiorow markeréw najbardziej réznicujacych badane rasy. Sposrod wszystkich
markerow 10 bylo wspolnych dla wszystkich 18 paneli markerow. W pracy opisano ich nazwy,
lokalizacje chromosomowe 1 pozycje w genomie. Opracowane w niniejszej pracy podejscie
metodyczne doboru markeréw umozliwito identyfikacje SNP-ow o wiekszej sile dyskryminacji
analizowanych ras bydta niz w dotychczas stosowanych.

Ocena merytoryczna pracy

Wstep

W rozdziale tym Doktorant pomiescit skondensowana wiedze lezaca u podstaw
zagadnien bedacych przedmiotem rozprawy, podkreslajac tylko istotne problemy. Dzieki temu
czytelnik zostaje gltadko wprowadzony w dalsze czesci pracy. Te czes¢ oceniam bardzo
wysoko.

Hipoteza i Cele

Cele pracy zostaly sformutlowane w oparciu o przyjeta przez Doktoranta hipoteze
badawcza: ktora zaklada, ze wdrozenie do praktyki hodowlanej metody umozliwiajacej
okreslenie rasy osobnika w oparciu o markery SNP oraz jednoczesnie metody oceny
prawidlowosci parametrow genetycznych populacji, moze by¢ wykorzystane jako narzedzie
zrdwnowazone] pracy hodowlanej oraz ochrony bioréznorodnosci.

Autor wyznaczyt dwa gléwne cele przeprowadzonych badan:

Cytuje. ,.Celem niniejszych badan bylo wykorzystanie wybranych metod selekcji markerow oraz
metod statystycznych umozliwiajgeych przypisanie osobnika do rasy pochodzenia w oparciu o dane
genotypowe, w celu utworzenia panelu markerow SNP obejmujgcego jak najmniejszq liczbe SNP
zawartych na mikromacierzy Illumina BovineSNP30 niezbednych do efektywnego i pewnego
przypisania indywidualnych genotypow do wybranych ras bydla utrzymywanych w Polsce.
Dodatkowym aspektem badan bylo okreslenie przydatnosci stworzonego panelu markerow do
oceny struktury i zmiennosci genetycznej w obrebie analizowanych ras”.

Wedltug mnie zaréwno hipoteza na str. 23 jak i cel na str. 24 sa zle sformutowane 1 zbyt zawite.
Hipoteza jest jednym dlugim zdaniem, w trakcie czytania juz w potowie traci si¢ jego sens. Cel
podobnie - niepotrzebnie dtugie 1 skomplikowane zdania. Proponuje uproszczenie hipotezy jak
powyzej, a celu w nastepujacy sposob:

Celem niniejszych badan bylo:

1. utworzenie panelu markerow SNP obejmujacego jak najmniejsza liczbe markerow
zawartych na mikromacierzach Illumina BovineSNP50, niezbednych do efektywnego i
pewnego przypisania indywidualnych genotypéw osobnika do ras bydla
utrzymywanych w Polsce. W tym celu wykorzystano odpowiednie metody selekcji
markerow oraz metody statystyczne.

2. okreslenie przydatnosci stworzonego panelu do oceny struktury i zmiennosci
genetyczne] w obrebie analizowanych ras.
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Material i metody

Material do badan jest liczny 1 dobrze dobrany, réznorodnos$¢ dostepnych ras robi
wrazenie, rowniez wazne sa rowne liczebnosci w grupach rasowych. Zaproponowane metody
sa odpowiednie do zatozonych zadan.

Pragne jednak podkresli¢, ze przedstawiona praca doktorska obeymuje wyjatkowo
rozbudowany eksperyment 1 bardzo bogaty panel badanych parametrow. Tak rozbudowany
plan doswiadczenia stawia szczegolnie wysokie wymagania odno$nie sposobu jego prezentacji.
Bardzo waznym elementem w ocenie pracy doktorskiej jest ocena zakresu wykonanych analiz,
w tym liczby zwierzat, grup doswiadczalnych, zastosowanych metod selekcji markerow, metod
ich alokacji i ocena efektywnosci. Poniewaz autor nie przedstawil kompleksowego schematu
przeprowadzonych badan z wiaczeniem wszystkich watkow i1 procedur, zrozumienie ukfadu
doswiadczenia wymagato ode mnie kilkukrotnej analizy rozdziatu Materiat 1 Metody.

O ilez prostsze byloby zataczenie pogladowej ryciny lub cho¢by schematu w punktach.

Wyniki

Stworzone panele markerow wykorzystano do przyporzadkowywania wszystkich
czystorasowych osobnikéw do ras ich pochodzenia, za pomoca trzech réznych algorytméw
alokacji, a ich efektywnos¢ oceniono pod katem wskaznikow tj.; czutosé, srednie
prawdopodobienstwo przypisania, specyficznos¢. Z uwag szczegotowych do tego rozdziatu:
mam watpliwosci co metod szacowania efektywnosci metod alokacji. Z zastosowanych tu
trzech wskaznikow, zaproponowanych na podstawie literatury, Negrini 1 wsp. 2007, dwa
wydaja sie odzwierciedla¢ dokladnie to samo - wskaznik C, czyli czulos¢ wydaje sie
odzwierciedla¢ dokladnie to samo co wskaznik S, czyli specyficznos¢ a Nr to to samo co
Np+Nb. Zreszta autorzy w dyskusji przyznaja, ze sa to wskazniki ,,pokrewne”.

W dalszej czesci wynikow stwierdzono, ze w stosunku do polskich ras zachowawczych
rasy wysokoprodukcyjne byly sprawniej przydzielane do rasy pochodzenia i osiagaly wyzsze
wartosci wszystkich zastosowanych wskaznikéw oceny efektywnosci alokacji, a chromosom 6
bydta (BTA6) charakteryzowal sie¢ zdecydowanie najwigksza liczba markerow SNP o
najwiekszej sile dyskryminacji. Analiza wyselekcjonowanych paneli/zbioréw markerow do
okreslenia zroznicowania genetycznego populacji wskazata na ich wysoka przydatnosc.

To co napisano powyzej to krotkie podsumowanie wynikow, w rzeczywistosci rozdziat
ten jest ogromnie rozbudowany a mnogosc otrzymanych wynikow, w tym danych liczbowych
robi ogromne wrazenie. Z drugiej jednak strony jest to bardzo trudne do ogarnigcia i
zweryfikowania ich poprawnosci pomimo, ze wyniki te sa zestawione zgodnie z sekwencja
przeprowadzonych doswiadczen. Ten nadmiar ratuja uzyte do ilustracji wynikow tabele i
wykresy, ktore sa bardzo przejrzyste. Szczegdlnie podoba mi si¢ pomyst barwnego
podkreslania danych liczbowych w tabelach 4, 5, 8, 13-16, 18-21, co pozwala na szybsze
zorientowanie sie¢ w ogolnej tendencji wynikajacej z wartosct liczbowych. Nie wiem tylko
dlaczego w podpisie do tabeli 4 opisano kolory odwrotnie — zielony — najwyzsze wartoscl,
czerwony — najnizsze. To pomytka czy zabieg celowy ?

Dyskusja

Dyskusja obejmuje kilka zagadnien przedstawionych na tle literatury lub
wezesniejszych badan, mi.in. wybor metod selekcji markerow 1 ich efektywnos¢, wybdr metod
alokacji, ocena ich efektywnosci. Jest tez rzetelne omowienie znaczenia uzyskanych wynikow,
bardzo dobre, jasne i czytelne ich podsumowanie. Szczegolnie ciekawy rozdzial to oméwienie
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otrzymanych wynikéw na tle wczesniejszych badan, w tym podkreslenie trudnosci
przeprowadzenia  takich  poréwnan.  Szeroko  oméwiono  ocene  przydatnosei
wyselekcjonowanych paneli markerow do badan z zakresu genetyki populacyjnej, wymieniajac
takie parametry jak: zmiennos¢ genetyczna wewnatrz populacji, heterozygotycznose,
wspotezynnik inbredu, PCA, dystans genetyczny, analiza admiks;ji.

Whioski

Whioski sa wlasciwie podsumowaniem pracy (np. pkt 6,7,9 ). Rzeczywiste wnioski
powinny by¢ odpowiedzia na postawiony cel pracy. Dopiero punkt 10-y odnosi sie do
postawionego w celu pytania tzn. ktory z paneli bedzie najbardziej przydatny do rozréznienia
analizowanych ras 1 pkt 12-y, dajacy odpowiedz na druga czes¢ celu. Pozostale punkty sa wg
mnie podsumowaniem metod selekcji markerow 1 metod statystycznych zastosowanych aby
osiagnac w/w cele.

Ostatni wniosek jest zle sformulowany, trudno zrozumialy. Czy wyselekcjonowane zbiory
markerdw to nie to samo co zredukowane panele markerow ? Jesli tak, to sa tu powtdrzenia i
wyszto z tego tzw. masto maslane

Za oryginalny wklad ocenianej rozprawy uwazam :

1. zaproponowanie po raz pierwszy metody selekcji markerow G (dystans genetyczny
pomigdzy jedna rasa wzgledem pozostalych), dzieki czemu w stworzonych zbiorach
markerow znajduje si¢ pula SNP réznicujaca dana rase od wszystkich innych
analizowanych ras, nawet tych najbardziej podobnych genetycznie.

2. duza réznorodnos¢ ras, zaangazowanych do badan, zarbwno w zakresie ras rodzimych,
jak 1 wysokoprodukeyjnych.

3. zidentyfikowanie duzej liczby markerow przydatnych w wyselekcjonowanych zbiorach
umiejscowionych na chromosomie 6 (BTA6), co moze si¢ wiazaé, jak wspominaja
autorzy z umiejscowieniem na tym chromosomie wilasnie licznych QTL-i dla cech
produkcyjnych bydta, takich jak mlecznosc , miesnos¢, cechy produkeyjne.

Podsumowanie

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska
pana magistra Jasielczuka pt. ,,Wykorzystanie markerow SNP do identyfikacji przynaleznosci
rasowej bydfa” ma charakter nowatorski 1 w istotny sposob poszerza dotychczasowy stan
wiedzy na temat wykorzystania danych genotypowych do rozrozniania ras i analizy ich
struktury genetycznej. Imponujace spektrum badanych parametréw, zaawansowane procedury
badawcze oraz jakos¢ uzyskanych wynikow sprawiaja, ze bez watpienia beda one publikowane
w renomowanych czasopismach. Pomimo kilku krytycznych uwag, w tym m.in. dotyczacych
sposobu prezentowania uktadu do$wiadczalnego, czy zbyt mato skonkretyzowanych wnioskéw
uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca zawiera oryginalne dane weryfikujace postawione
hipotezy 1 catkowicie spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim w dyscyplinie zootechnika
1 rybactwo.

Zakonczenie

Biorac powyzsze pod uwage stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska
spelnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule
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naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz .595, z pdzn.
zm.) oraz przepisach wprowadzajacych ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U.
z 2018 r. poz.1669 z pdzn. zm.) 1 wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Zootechniki PIB w
Balicach o dopuszczenie mgr Igora Jasielczuka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ponadto biorac pod uwage bardzo szerokie ujecie tematu, mnogos¢ uzyskanych wynikow,
bardzo dobre ich przedstawienie oraz potencjal publikacyjny pracy wnioskuje do Wysokiej
Rady o jej wyroznienie.

oliconts.
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