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Molik jako promotora pomocniczego

W Polsce wieprzowina jest wcigz preferowanym rodzajem spozywanego migsa, w
poréwnaniu z migsem drobiowym i wolowina. [lo$¢ konsumowane; wieprzowiny wynosi ok.
40 kg rocznie na mieszkanca, co stanowi okoto 60-70 % ogélnego spozycia migsa wg GUS.

Tradycje kulturowe oraz preferencje kulinarne, stanowia ze wieprzowina zapewne
przez diugie lata pozostanie bardzo waznym skladnikiem naszej diety. Od lat panuje
powszechne przekonanie o niekorzystnym wplywie migsa wieprzowego na zdrowie
czlowieka. Wciaz rozpowszechnione sg opinie, ze jego udzial w diecie powinien by¢
ograniczony, bowiem przyczynia si¢ m.in. do zwiekszenia wystepowania choréb uktadu
krazenia, ze wzgledu na wzrost poziomu tzw. ,,ztego cholesterolu” (frakcja LDL).

Systematyczna praca hodowlana spowodowala zwigkszenie zawartosci miesa w tuszy
1 znaczace obnizenie jej othuszczenia. Dlatego tez obecnie argument, dotyczacy nadmiernej
zawartosci thuszczu w migsie wieprzowym jest juz wlasciwie przestarzaly. Zwraca sie jednak
tez uwage na poprawe jakosci migsa wieprzowego. Ukierunkowana selekcja z
wykorzystaniem narz¢dzi molekularnych pozwala w zdecydowanym stopniu wyeliminowaé z
populacji trzody chlewnej niepozadane warianty genéw obnizajacych jako$é miesa.
Typowym przykladem jest eliminacja wariantu genu decydujacego o zwiekszonej podatnosci
na stres (RYR/). Intensywna selekcja w znacznym stopniu zmniejszyla czestosé
wystepowania migsa wadliwego typu PSE. Cechy jakosci migsa s3 nisko odziedziczalne co
stanowi trudnos¢ w dokladnym charakteryzowaniu genetycznego podtoza i wytypowaniu
marker6w genetycznych uzytecznych w selekcji. Doskonalenie $win czystorasowych w

Polsce, uwzglednia parametry jakosci migsa, decydujace o wartosci wieprzowiny w procesach



przetworczych i walorach kulinarnych, takich jak: kwasowosé, wodochtonnos¢, barwa i
przewodnosc¢ elektryczng oraz zawarto$¢ thuszezu $rédmiesniowego.

Sposrdd wymienionych cech jakosci miesa zawartos¢ thuszezu srodmiesniowego jest
jedng z tych cech, ktéra decyduje w duzej mierze o walorach smakowych migsa wieprzowego
oraz jego przydatnosci technologicznej. Na wartos¢ tej cechy i oprocz genetycznego podioza
istotny wplyw majg czynniki srodowiskowe w tym zywienie. Sklad diety wplywa na poziom
IMF. Istotng rol¢ odgrywa tu metabolizm kwaséw thuszczowych, ktory tez jest tez Scisle
zwigzany z syntezg triacylogliceroli. Kwasy tluszczowe oprocz funkeji strukturalnych
odgrywaja w komorce takze bardzo wazna role w regulacji proliferacji i ro6znicowania
komorek, aktywacji enzymow regulujacych biosynteze biatek. Nadmiar lub niedobér kwaséw
nienasyconych n-3 i n-6, a szczegélnie ich nieodpowiedni stosunek w diecie moze wplywaé
na nieprawidtowe funkcjonowanie catego organizmu. Obserwowany korzystny efekt WNKT,
a szczegoblnie kwasow n-3, jest prawdopodobnie spowodowany ich bezposrednim wplywem
na aktywnos¢ jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych, a w konsekwencji zmianami w
ekspresji wielu genow.Oddziatywanie WNKT na organizmie odbywa si¢ w duzym stopniu za
posrednictwem ich pochodnych - eikozanoidow. Eikozanoidy wplywaja na regulacje
czynnosci uktadu sercowo-naczyniowego, cisnienie krwi, procesy zapalne oraz stezenie
triacylogliceroli w osoczu. Wielonienasycone kwasy thuszczowe (WNKT) podobnie jak inne
bioaktywne sktadniki diety moga w znacznym stopniu wptywaé na funkcjonowanie i zdrowie
organizmu. Zwlaszcza kwasy omega-3 wykazuja pozytywne dzialanie w redukowaniu
stgzenia triacylogliceroli w osoczu krwi poprzez hamowanie ich resyntezy w Scianie jelit i
watrobie nawet 0 30 %.

Coraz czgsciej podejmowane badania nutrigenetyczne i nutrigenomiczne
charakteryzujace interakcje zywienia i genotypu, wymagaja kompleksowej wiedzy dotyczace;j
polimorfizmu wybranych kluczowych genéw uczestniczacych w przemianach
metabolicznych.

Pani mgr Ilona Mitka w prezentowanej rozprawie podijela sie szczegolowej analizy
zwigzku gendw kodujacych enzymy acylotransferazy glicerolo-3-fosforanu GAPT 11 2
zaangazowanych w szlak biosyntezy triacylogriceroli z cechami jako$ci miesa wieprzowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest monografia, w sktad ktérej wehodzi
5 rodzialéw : Wstep, Cel Pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja, Stwierdzenia i
wnioski.

Praca liczy 164 strony tekstu, 167 pozycji literaturowych, 17 stron wprowadzenia

obejmujgcego przeglad literaturowy, 1 stronicowy szczegétowo opisany cel pracy, 19 stron



opisu materiatu i zastosowanych metod badawczych, 57 stron opisu uzyskanych wynikéw, 11
stron dyskusji oraz 2 strony wnioskdw, 2 stronicowe Streszczenia w jezyku polskim i
angielskim. Ponadto do pracy dotgczone s dodatkowe informacje uzupehiajace w postaci
obszernego suplementu (27 stron) zawierajacego ryciny przedstawiajace wyniki analiz
identyfikacji polimorfizmu wymienionych genéw. |

Przedstawiona praca jest zgodna z wymogami stawianymi rozprawie doktorskiej,
zawiera wlasciwie sprecyzowane cele badawcze. Prezentowane badania, metody i uzyskane
wyniki zostaty oméwione wnikliwie, uwzgledniajac najnowsze dane literaturowe obejmujace
dany obszar wiedzy.

Ocena Merytoryczna
1. Oryginalnos¢ tematyki i wartos¢é poznawcza pracy

Prezentowana praca podejmuje nowy temat do tej pory nie bedacy doktadnie
przebadany. Uzasadnienie i oméwienie podjetego zagadnienia zostalo przedstawione w
sposob wnikliwy i przekonujacy o koniecznosci i celowosci podjetych badan.

We wstgpie autorka szczegétowo opisata zagadnienia dotyczace cech jakosci miesa o
istotnym znaczeniu dla wartosci technologiczne;j jak i kulinarnej oraz ich charakterystyke jak
1 stosowane metody pomiarowe. Opisujgc aktualny stan wiedzy przedstawila informacje
dotyczace badan z wykorzystaniem narz¢dzi molekularnych w tym liczby zmapowanych loci
cech ilosciowych u $win (QTL). Wyrdznila tez najwazniejsze geny uznawane za istotne dla
jakosci migsa wieprzowego, ktore sa skutecznie wykorzystywane w selekcji. Mozna byloby
wymieni¢ znacznie wigksza liczbg gendw, co do ktorych so udokumentowane w literaturze
dane o ich zwigzku z cechami jakosci migsa i tuszy $win takie jak m.in. czynniki wzrostu
(GH, IGF), czynniki miogenne (MyoD), biatka wigzace kwasy ttuszczowe (FABP).
Poszukiwania gendw o istotnym wplywie na cechy uzytkowe $win w tym jakos$¢ miesa
wieprzowego byta i jest prowadzona, weryfikujgc polimorfizm i ekspresje wybranych gendw.

W tym nurcie badan autorka scharakteryzowata geny kodujace acyltransferazy
glicerolo-3-fosforanu (GPAT1,GPAT2), ktére s3 zwiazane z biosynteza triacylogliceroli jako
kandydujace do gendw wptywajacych na jakos¢ miesa.

Przedstawiony przeglad pismiennictwa w pelni uzasadnia podjecie tematu badan, nie
wystarczajgco dokladnie opisanego w literaturze naukowe;.

Zdefiniowanie celow/ hipotez badawczych

Doktorantka w spos6b klarowny zdefiniowata cele i opisata metody badawcze, ktére

obejmujg kompleksowe analizy polimorfizmu i ekspresji wybranych genéw oraz zaleznosci

pomigdzy wybranymi polimorfizmami genow GPATI i GPAT2, ich ekspresja, a parametrami



jakosciowymi i sensorycznymi migsa wieprzowego ze szczegllnym uwzglednieniem
zawartosci thuszcezu srédmig$niowego w miesniu najdtuzszym grzbietu.
Zakres i metody badari

Materiatem do badan w prezentowanej pracy byty loszki ras: polskiej biate;
zwistouchej, wielkiej biatej polskiej, pulawskiej, pietrain i duroc, bedace potomstwem
kojarzen knur6éw i loch hodowanych w stadach zarodowych, ktérych tusze zostaty poddane
szczegOlowej dysekcji oraz ocenie parametrow umigsnienia, ottuszczenia, jak i
podstawowych cech jakosci migsa.

Przeprowadzone analizy molekularne genu GPAT1 objely analize polimorfizmu 24
fragmentéw obejmujacych 21 egzondw, 19 intronéw i oraz region regulatorowy 3’UTR.
Analiza objeta probki DNA pochodzace od trzech ras $win (pulawska, pietrain, wbp), po 16
losowo wybranych osobnikéw z kazdej rasy.

Podobnie w odniesieniu do genu GPAT2 Autorka przeprowadzita poszukiwania
polimorfizméw w catym genie dzielac go na 14 fragmentéw, analizy wykonata na 72
osobnikach, po 24 sztuki losowo wybrane z ras pbz, putawskiej i duroc.

W poszukiwaniach polimorfizmu DNA wykorzystata technike PCR polaczona z
analizg krzywych topnienia denaturowanego amplikonu DNA (PCR-HRM). Weryfikacja i
ocena polimorfizmu zostata przeprowadzona za pomoca sekwencjonowania DNA metoda
Sangera a nastepnie metoda PCR-RFLP z zastosowaniem odpowiednich endonukleaz .

Stosujg powyzsze metody Autorka oszacowala frekwencje zidentyfikowanych alleli
GPATI i 2 na obszernym materiale doswiadczalnym obejmujacym 944 osobniki pochodzace
z z pigciu ras (pbz — 352, wbp — 301, putawska — 152, pietrain — 83, duroc — 56),

W kolejnym etapie przeprowadzita analize ekspresji wybranych genéw stosujac
metod¢ Real-time PCR. W analizach ekspresji materiat biologiczny uzyty do badan stanowity
probki miesnia najdtuzszego grzbietu (m. longissimus lumborum), tkanki thuszczowe;
(stoniny) oraz watroby pobrane poubojowo, tacznie przeanalizowata 47 loszek nalezacych do
pieciu ras.

Nastepnie Doktorantka przeprowadzila analizy statystyczne z zastosowaniem réwnan
liniowego modelu regresji przy wykorzystaniu pakietu statystycznego SAS (SAS Institute,
Cary, NC, v.8.02,2001). Oszacowata efekty addytywne i dominujgce wymienionych loci na
cechy uzytkowe i migsne $win oraz stopien korelacji ekspresji genéw z cechami uzytkowymi

Swin.



Wyniki zrealizowanych badan

Na podkreslenie zastuguje szeroki zakres przeprowadzonych przez doktorantke badan
w szczegdlnosci analiz molekularnych.

Przy zastosowaniu metody PCR HRM autorka przeprowadzita analizy we wszystkich
sekwencjach kodujgcych genu GPAT1, i GPAT2 tj. w tym w regionach regulatorowych 5° i
3’UTR. W analizowanych fragmentach genu GPAT] wykazata obecno$é 38 mutacji typu
SNP. Dwanascie zidentyfikowala w regionach kodujacych, trzynascie w intronach oraz
czternascie mutacji w regionie 3°UTR. Zidentyfikowata réwniez czternasto - nukleotydowy
polimorfizm typu In/del potozony w intronie 2 genu. Jedna sposréd zidentyfikowanych w
regionach kodujacych GPAT mutacji zmieniala sekwencje aminokwaséw w biatku z alaniny
na waling, byla zlokalizowana byla w egzonie 2.W genie GAPTI w egzonie 2 autorka
zidentyfikowala mutacj¢ punktowa powodujaca zmiany w procesie sktadania genu z
prekursorowego mRNA.

W analizowanych fragmentach genu GPAT?2 zidentyfikowata znacznie mniej tylko
trzy mutacje z czego jedna byla polozona w regionie 5° UTR a dwie pozostale w intronach
genu.

Do szerszych analiz Autorka wybrata 4 mutacje, dla ktérych oszacowala frekwencje
alleli 1 genotypow oraz rownowage Hardy'ego-Weinberg’a, dla pieciu ras $win. W
przeprowadzonych analizach autorka wskazata na istotna réznice pomiedzy frekwencja
genotypOw obserwowana i oczekiwana, badane populacje pbz i duroc w omawianych loci
znajdowaly si¢ w stanie nieréwnowagi Hardy’ego Weinberga. Fakt ten autorka przypisuje
presji selekcyjnej, jakiej poddawane material hodowlany objety badaniem.

Doktorantka przeprowadzita bardzo szczegdlowa analizg cech rzeznych, cechy jakosci
1 tekstury migsa dla poszczegélnych ras $win, wskazujac na istotnie wyzsza miesnos¢ rasy
pietrain. Z prezentowanych tabel wynika, ze zawartosci thuszczu srodmigsniowego (IMF) w
mig¢sniu najdluzszym grzbietu zwierzat byt stosunkowo niski u 4 z 5 analizowanych ras, bo
wynosit zaledwie 1,39%, jedynie u rasy duroc byt na poziomie 2,37%.

Autorka podkresla tez fakt, ze zawarto$¢ ttuszczu srédmiesniowego charakteryzowala
si¢ wysokim wskaznikiem zmiennosci, co wskazuje na mozliwos¢ prowadzenia selekcji
osobnikéw o korzystnym poziomie IMF w obrgbie analizowanych ras.

Kompleksowe analizy parametrow tekstury migsa analizowane w miesniu poledwicy
(longissimus lumborum) wykazaly najkorzystniejsze wartosci u rasy putawskie;j.

Natomiast w odniesieniu do cech tucznych, rasa putawska oraz pietrain uzyskiwaty

gorsze parametramy niz pozostale rasy.



Analizy polimorfizméw genéw GPATI i 2

Doktorantka w przeprowadzonych analizach statystycznych wykazata istotny zwiazek
pomiedzy analizowanymi polimorfizmami, a wybranymi cechami jakosci i tekstury migsa
oraz cechami dotyczacymi otluszczenia i umig$nienia tuszy.

Autorka wykazata, ze polimorfizm GPATI [ réznicowal uwzglednione w badaniach
rasy swin pod wzgledem wydajnosci rzeznej, masy poledwicy i masy poledwicy. Zwierzeta
rasy putawskiej i duroc posiadajace w swoim genotypie allel C charakteryzowaty sie lepszymi
wskaznikami wydajnosci rzeznej i masy polgdwicy w poréwnaniu do pozostatych osobnikéw.
W przypadku polimorfizmu GPAT1_2 allel T miat korzystny wptyw na mase poledwicy,
wydajno$¢ rzezng. Wskazata jednak tez rasowe zréznicowanie. Dla polimorfizmu GPATI 3,
doktorantka wskazata rasowo specyficzne zaleznosci, ktére dotyczyly glownie wskaznikow
zwigzanych z masg poledwicy.

W przeprowadzonych analizach dotyczacych wskaznikéw fizyko-chemicznych stwierdzona
zostala statystycznie istotna zaleznos¢ migdzy GPATI_1 (g.133513422C>T) a zawartosciag IMF
w m. longissimus lumborum, odczynem pH mig$nia potbloniastego szynki oraz twardoscia
migsa poledwicy, wskazujaca jako korzystniejsze genotypy CC i CT.

Dla genu GPAT2 (g.48497102G>A), istotna zalezno$¢ dotyczyla, zawartosci IMF,
oraz wskaznikow twardosci migsa m. longissimus lumborum, wskazujac allel G jako
korzystny wzgledem wymienionych cech.

Analiza funkcjonalna genow GPATI i GPAT2

Doktorantka przeprowadzita analize ekspresji gendw GPATI i GPAT2. Uzyskane
wyniki dla genu GPATI potwierdzily istotne statystycznie zréznicowanie pomigdzy badanymi
tkankami oraz rasami. Najwyzsza ekspresje genu GPATI odnotowano w watrobie i byta ona
ponad 28 razy wyzsza niz w migs$niu poledwicy oraz ok 70 razy wyzsza niz w thuszczu
okrywowym. Najwyzszy poziom ekspresji genu GPATI w m. longissimus lumborum
zaobserwowano dla rasy duroc. Natomiast ekspresje genu GPAT?2 odnotowano jedynie w
watrobie, nie wykazano jednak statystycznych réznic pomig¢dzy rasami.

W odniesieniu do wpltywu polimorfizméw GPATI 1, GPATI 2, GPATI 3 na poziom
ekspresji genu GPAT1, przeprowadzona analiza statystyczna wykazata jedynie istotny
zwiazek mutacji GPAT] 1 z poziomem ekspresji tego genu w thuszczu okrywowym i w
watrobie.

Przeprowadzona analiza korelacji poziomu ekspresji gendw GPATI i GPAT2 z

cechami uzytkowymi swin dostarczyla tez istotnych zaleznosci.



Doktorantka Wykazata istotna zaleznosci miedzy ekspresja GPATI w thuszczu

okrywowym, w mig$niu poledwicy i watrobie a wielkoscia i masg poledwicy, oraz miedzy

ckspresjg w watrobie a procentowa zawartoscia migsa w tuszy oraz masa wyrebow

podstawowych.

W podsumowaniu Doktorantka krytycznie zauwaza, ze przeprowadzone badania

wskazujg na brak mozliwosci bezposredniego wykorzystania badanych mutacji genéw

GPATI i GPAT2 w procesach selekcyjnych, jednakowoz nieréwna frekwencja genotypow

moze wskazywac, ze geny te byly pod presja selekcyjna. Co jest przestanka do dalszych

badan tych genow zwigzanych poprawa jakosci wieprzowiny.

Powyzej przedstawione wybrane wyniki sa czg¢scig bardzo szczegdétowo

analizowanego tematu niniejszej rozprawy. Autorka wykazata sie duzga skrupulatnoscia i

pracowitoscig zarowno wykonujac analizy jak i doktadnie je omawiajac.

Niemniej jednak w analizie i opisie sa pewne elementy ktére wymagaja korekty badz

dodatkowego wyjasnienia:

&
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Nazwy ras w jezyku polskim piszemy z male;j litery.

Czy zidentyfikowane przez autorke mutacj¢ byly nowymi czy pokrywaly si¢ z
mutacjami juz zidentyfikowanymi. W locus genu GPATI zgloszonych do tej pory
zostalo 1355 mutacji a w locus genu GPAT2 1620 mutacji do bazy Ensembl
(genom referencyjny Sus scrofa 11.1).

Czy autorka podejmowata probe zestawienia haplotypéw analizowanych mutacji i
ich wplywu na cechy.

Czy byt analizowany wplyw mutacji, ktére zmieniaty sekwencje aminokwasow,
polimorfizm typu indel, czy polimorfizm powodujacy zmiane sposobu skladania
genow, na ekspresje oraz wymienione cechy uzytkowe.

Wykres 2 i 3. opisujacy poziom ekspresji genu GPATI nie s do konca czytelne ze
wzgledu na r6zng skale ekspresji, sugerowatbym zastosowanie dodatkowej skali
W czesci dotyczacej stwierdzen i wnioskow mam jedng uwage, ze niektore z nich
sg natury ogolnej dotyczgcej materialu badawczego (1, 2, 3, 6) i jako takie sg juz
omawiane w dyskusji, nie byly tez gléwnym celem pracy, dotyczagcym zwigzku
pomiedzy kodujagcymi genami — GPAT1 i GPAT2, a cechami jako$ci miesa,

parametrami tekstury, jak rowniez cechami tucznymi.



Wymienione uwagi nie umniejszajg wartosci rozprawy i prezentowanych w niej
wynikow, Niniejszg pracg oceniam bardzo wysoko, zardwno od strony merytoryczne;j jak i
formy.

Podsumowujac recenzj¢ stwierdzam, ze niniejsza praca doktorska spelnia wymogi
art.13 ust.1 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 56 poz. 595 z 2003 r. z p6zn. zm.) i wnoszg o
dopuszczeni mgr Ilony Mitki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, ze
wzgledu na duzy zakres zrealizowanych badan, dokladnie i skrupulatnie przeprowadzona

analiz¢ wnoszg o wyrdznienie niniejszej rozprawy.

Jastrzebiec 29 marca 2018r. dr. hab. Mariusz Piér; rof. IGHZ PAN



