Dr hab. Urszula Kaczor

Katedra Biotechnologii Zwierzat

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Koltgtaja w Krakowie
ul. Redzina 1b, 30-248 Krakow

RECENZJA

rozprawy doktorskiej magistra inz. Tomasza Szmatoly
pt. ,,Charakterystyka ciggoéw homozygotycznosci u wybranych ras bydta”

Praca powstata pod kierunkiem dr hab. inz. Tomasza Zgbka, prof. IZ
w Zakladzie Biologii Molekularnej Zwierzgt Instytutu Zootechniki - Panstwowego Instytutu
Badawczego w Krakowie

Temat przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej dotyczy charakterystyki
i struktury ciggoéw homozygotycznosci (ROH) w genomach 11 ras bydla wyst¢pujacych
w Polsce. Analiza ciggdéw homozygotycznosci w populacjach ludzkich czy zwierzgcych jest
zagadnieniem stosunkowo niedawno rozpatrywanym w pismiennictwie i przede wszystkim
dotyczy badan filogenetycznych czy ocenie chowu wsobnego. Jest ona nieodlacznie zwigzana
z rozwojem wysokoprzepustowych metod analizy genomu, Ww szczegdlnosci
sekwencjonowaniem nowej generacji oraz mikromacierzami genotypowymi.

Doktorant obrat sobie za cel identyfikacj¢ ROH w genomach krajowych ras bydta
zréznicowanych pod wzgledem typu uzytkowego tj. mlecznego: holsztynsko-fryzyjska
odmiany czarno-bialej i czerwono-bialej, rasa simentalska, oraz montbeliarde; migsnego:
limousine, hereford, charolaise; dwukierunkowego: bydlo bialogrzbiete, polskie czerwone,
polskie czerwono-biale i polskie czarno-biate. Autor przedstawil regiony genomu o wysokiej
czestosci wystepowania ROH tzw. ,hotspots” i podjgt si¢ okreslenia wzorcow ROH
w zaleznosci od rasy i typu uzytkowego. Wyniki te zostaly wykorzystane do oszacowania
stopnia inbredu (Fron) badanych populacji zwierzat. Celem zastugujacym na uwagg, a nie
majgcym odzwierciedlenia w tytule pracy, bylo zidentyfikowanie genéw kandydujacych
w regionach genomoéw o wysokiej czestosci wystgpowania ciggéw 1 powigzanie ich
z procesami metabolicznymi istotnymi z punktu widzenia selekc;ji.

Zwazywszy na obecny stan wiedzy, podjecie badan przedstawionych
w niniejszej dysertacji jest ze wszech miar zasadne. Co wigcej, uzycie bardzo nowoczesnych
metod analizy genomu umozliwito uzyskanie wiarygodnych i wysoce oryginalnych wynikow.
Tematyka przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej jest zatem aktualna, a podjgte przez
Doktoranta badania wpisujg si¢ w intensywne poszukiwania w obszarze szeroko poje¢tej
genomiki, zar6wno na poziomie badan podstawowych jaki potencjalnie uzytkowych.

Rozprawa doktorska liczy 102 stron maszynopisu. Jej uklad i podzial na rozdzialy
w pelni odpowiada przyjetym standardom. Znajdujgce si¢ w rozprawie rozdzialy: cel
z sze$cioma celami szczegétowymi, dyskusja z podsumowaniem oraz wnioski prowadza



czytelnika od odpowiedzi na postawione cele, poprzez argumenty na ich weryfikacj¢ az do
siedmiu konkluzji wysunietych na podstawie przeprowadzonych badan.

Na poczatku rozprawy zamieszczono Wykaz skrotow i Streszczenia w jgzyku polskim
i angielskim, co dodatkowo utatwia precyzyjne poruszanie si¢ w tematyce rozprawy. Zebranie
informacji w rozdziale Metodyka nt. materiatu i stosowanych metod w jednej tabeli i 5
podrozdziatach, a takze przejrzysta prezentacja Wynikow (5 wykreséw, 12 tabeli oraz wykresu
i tabeli w Suplemencie S1) to niewatpliwe zalety rozprawy. Spis literatury zacytowanej
w rozprawie znajdujemy w rozdziale Pismiennictwo zawierajacej 95 publikacji, glownie
anglojezycznych.

Zawarty na 8 stronach rozdziat Wstgp, bedacym zarazem przegladem literatury,
stanowi doskonate wprowadzenie do tematyki rozprawy. Autor uzasadnia celowos¢ podjecia
badan tzn.: kryteria identyfikacji ciggéw homozygotycznosci, wykorzystanie ich do oceny
poziomu inbredu, wzorce ROH. Na kolejnych 3 stronach dysertacji Doktorant omawia
piSmiennictwo zwigzane z samymi badaniami ciggéw a cytowane prace, z ktoérych najstarsza
pochodzi z 2006 roku przedstawiaja identyfikacj¢ ciagdéw homozygotycznosci w genomach
ludzkich i zwierzecych. Opisuje pierwsze badania prowadzone w réznych populacjach bydia
europejskiego i bizona europejskiego z uwzglednieniem ras transgranicznych jak i lokalnie
wystepujagcych w réznych rejonach $wiata. W omawianym rozdziale Doktorant podaje
przyktady wyjatkowo homozygotycznych populacji utrzymywanych bez ,.dolewu genéw”,
u ktérych pokrycie genomu przez ROH wynosito 95% co wskazuje na minimalng zmiennos¢
genetyczng i skrajng homozygotycznos¢.

Zakonczenie rozdzialu Wstep stanowi podrozdzial Cel pracy, w ktérym Autor
w sposob bardzo szczegétowy przedstawil postawione do realizacji zadania, szczegbtowo je
uzasadniajgc. Dodatkowo na zakonczenie podrozdziatu sformutowat 6 celéw szczegétowych.
Uwazam, ze wlasnie krotko i jasno sprecyzowane cele bylyby wystarczajace i zupelnie
niepotrzebnie wprowadzono, na poczatku podrozdziatu dodatkowe opisy dublujace tres¢.

W rozdziale Metodyka na 4 stronach przedstawiono opis materialu zwierzgcego oraz
przyjetych metod analiz molekularnych i bioinformatycznych. Autor objat badaniami 1931
zwierzat nalezacych do 11 ras bydla, z podzialem na 3 typy uzytkowe. W tabeli 1
szczegbtowo przedstawiono liczebnosci poszczegélnych ras, jednak Autor nie sprecyzowat
jak wybierano osobniki, z jakich i ilu stad, czy tez z ktérego regionu kraju pochodzity
zwierzeta. W tabeli zamieszczono symbole ras, ale nie wprowadzono w legendzie rozwinigcia
skrotéw, co utrudnia odczyt informacji w niej zawartej. Brak dokladniejszej charakterystyki
materiatu sktania do pytania dlaczego do typu uzytkowego mlecznego, obok obu odmian rasy
holsztynsko-fryzyjskiej, —zakwalifikowano ras¢ simentalskg. Dlaczego Autor nie
zakwalifikowat tej rasy do grupy zwierzat o typie dwukierunkowym? Tym bardziej, ze we
wzorcach rasowych najczesciej prezentuje si¢ bydlo simentalskie jako typ kombinowany
migsno-mleczny.

Pan mgr Tomasz Szmatota wykorzystal do badan genomowe DNA wyizolowane ze
zroznicowanych materiatow biologicznych: oraz przeprowadzil proces genotypowania,
z wykorzystaniem mikromacierzy Illumina BovineSNP50. Nalezy zwr6ci¢ uwage na
prawidtowos¢ przyjetych wskaznikow CallRate, GenCall, GenTrain oraz kategoryzacj¢
dhugosci ROH, ktére sg typowe dla wigkszosci tego rodzaju prac. Przyjeta metodyka
obliczenia wspotczynnika inbredu zaczerpnigta z pracy McQuillana i in. (2008) réwniez nie
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budzi watpliwosci. Wprowadzenie kryterium 1% najwyzszych wartosci wystgpien SNPs
W wyznaczaniu regionéw genomu o wysokiej czestosci wystgpowania ROH, nalezy przyjac¢
za uzasadnione w identyfikacji genéw kandydujacych podlegajacych selekcji w badanych
populacjach.

W kolejnym rozdziale zostaty przedstawione Wyniki, ktore zilustrowano 6 wykresami
i zebrano w 11 tabelach, dodatkowo wprowadzajac informacje uzupelniajagce w suplementach
-tabela S1 i wykres S1. Uzyskane rezultaty stanowig efekt przeprowadzenia 3 rodzajow
analiz:

v Identyfikacji i okreslenia wzorcow ROH w genomach badanych zwierzat oraz
poréwnanie ich z uwzglednieniem rasy i typu uzytkowego.

v Szacowania wspotczynnikéw inbredu Fron w badanych populacjach.

v Wykrycia regionow ROH hotspots i identyfikacj¢ w nich genéw kandydujacych.

Opisane w pierwszej czg¢sci pracy wyniki zostaly przedstawione w odpowiedni
sposob, adekwatnie do zamieszczonych wykresow i tabel. Prezentowane rezultaty uwazam za
wartosciowe. Autor wykazal réznice i podobienstwa pomigdzy rasami z uwzglgdnieniem typu
uzytkowego, charakteryzujac je pod wzgledem liczby ROH i sredniej sumy dlugosci ROH
przypadajacych na zwierz¢ (wykres 2 oraz tabela 2) Najwyzsze $rednie liczby ciagow
zaobserwowano dla rasy hereford a najnizsze dla ras zachowawczych biatogrzbietej i polskiej
czerwonej. Podobne wyniki uzyskat Autor dla srednich sum dlugosci ciagéw. Rase¢ hereford
cechowaly najwyzsze wartoSci we wszystkich kategoriach dlugosci ROH, nieco nizsze
warto$ci zaobserwowano dla montbeliarde i rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-
biatej. Jednak na szczegdlng uwage =zastuguja niskie wartosci uzyskane dla ras
zachowawczych. Rasy migsne oprocz hereforda prezentowaly wartosci posrednie, przy czym
Autor wlasnie u tej rasy do analizy wigczyl najmniejsza liczbg¢ zwierzat, co moze budzi¢
watpliwosci odnosnie reprezentatywnosci badanej proby. Porownujac $rednie liczby ROH
pomiedzy rasami Doktorant wykazal réznice statystycznie istotne pomigdzy wigkszoscig
analizowanych populacji. Na uwage zastuguje jednak brak réznic pomigdzy polska czerwong
i bialogrzbieta oraz polskg bialo - czerwong i bialogrzbieta (tabele 3 i 4). Autor
scharakteryzowal takze rozklad ilosci ciggdw w 3 kategoriach < 4 Mpz, 4-8 Mpz i >8 Mpz
(tabele 5 i 6). Najwyzsza ilo$¢ dtugosci krotkich ROH zostata wykazana u rasy hereford,
natomiast najnizsze wartosci stwierdzono u badanych ras zachowawczych.

W rozdziale Dyskusja dotyczacym omoOwienia tej czg¢Sci wynikoéw Pan magister
Tomasz Szmatota stusznie zauwazyl podobienstwo uzyskanych rezultatow do wynikéw
innych autoréw, przy czym potwierdzil bardzo interesujaca przewagg rasy hereford w sredniej
dtugosci ROH, obliczonej dla wszystkich kategorii dtugosci > 1 Mpz. Wysokie wartosci
$rednich dtugosci i liczby ROH u ras wysoko produkcyjnych zwigzane sa, jak Autor stusznie
zauwaza, z kierunkowa selekcjg i powszechnym stosowaniem inseminacji. Czg$¢ pracy
dotyczaca charakterystyki ciggdw homozygotycznych u ras rodzimych uwazam za najbardziej
wartosciows. Po raz pierwszy spotykamy w niniejszej Dysertacji dokladng analiz¢ ROH dla
rasy bialogrzbietej czy polskiej czerwonej i wykazanie réznic w poroéwnaniu do ras
produkcyjnych szczegdlnie w odniesieniu do sumy ciggéw. Zaobserwowane u zwierzat ras
rezerwy genetycznej niskiej iloSci dlugich ciggéw $wiadczy korzystnie niskim stopniu
pokrewienstwa pomiedzy zwierzg¢tami, co stanowi cenng informacj¢ dla hodowcéw tych ras.



Kolejnym rozwazanym zagadnieniem podjgtym przez Doktoranta byla analiza
wspotczynnikéw inbredu Froy W 5 kategoriach diugosci ROH. Uzyskane wyniki
korespondowaty z uprzednio przeprowadzonymi analizami i wykazaty najwyzsze wartosci dla
rasy hereford a najnizsze dla ras zachowawczych (tabela 9).
W rozdziale Dyskusja poswieconym tym zagadnieniom Doktorant w sposéb bardzo
interesujagcy omowit wartosci wspotczynnikéw Fron jako Zrddla informacji na temat stopnia
inbredu w poszczegolnych stadach i przytoczyl analizowane przez wielu autoréw korelacje
pomiedzy wskaznikami Fron i Fpep  (wspOiczynnik obliczony na podstawie danych
rodowodowych). Jednak Autor nie poréwnat uzyskanych w dysertacji rezultatow z wynikami
wilasnymi opublikowanymi w pracy Szmatota i in. (2016, Livestock Science) pod zblizonym
tytutem. W wymienionej publikacji Doktorant wraz z zespotem badawczym scharakteryzowat
ROH w genomach 1387 zwierzat 4 ras: holsztynsko-fryzyjskiej, polskiej czerwonej,
limousine i rasy simentalskiej. Interesujgce jest poroéwnanie niektorych wynikow
przedstawionych w dysertacji (tabela 2) i wymienionej publikacji np. w odniesieniu do liczby
ROH/ na zwierze w 5 kategoriach dtugosci dla ras: polskiej czerwonej, limousine i rasy
simentalskiej. W kategorii > 1 Mpz wartosci te sa dwukrotnie nizsze, przy zblizonych
warto$ciach Fron , co nasuwa pytanie odnosnie przyczyny tych réznic.

W czesei pracy dotyczacej wykrycia regiondw ROH hotspots opisana szczegétowo
przez mgr Tomasza Szmatol¢ metoda, prowadzaca do scharakteryzowania wysp ROH
i wykazania haplotypow podlegajacych presji selekcyjnej, umozliwita precyzyjne wykazanie
czgstosci wystgpowania ROH u kazdej z badanych ras. Na wykresach 4 i 5 oraz w tabeli 10
Autor przedstawil regiony genomu o najwyzszej czgstosci ROH, z uwzglednieniem
poszczeg6lnych autosomow dla kazdej rasy. Jednak proba takiego nagromadzenia informacji
na jednej rycinie sprawila, ze wykres 5 jest mato czytelny. Wykres 6 potwierdza obecnos¢
wspolnych genéw dla ras migsnych charolaise i limousine, az 60. genéw wspélnych dla
montbeliarde i rasy simentalskiej. Natomiast zaskakujaco niska liczbe wspolnych genow
wykazal Autor dla obu odmian rasy holsztynsko-fryzyjskiej, do ktérego to interesujgcego
wyniku nie znalaztam odniesienia w rozdziale Dyskusja.

Bardzo ciekawe rezultaty przedstawiono w tabeli 12, w ktorej Doktorant wykazat
obecno$¢ gendéw kodujacych biatka szlakow metabolicznych wystepujacych w regionach
ROH hotspots. Na uwage zastuguja, u wszystkich badanych ras migsnych, geny Sciezki
sygnatowej integryn i czynnika wzrostu PDGF. Natomiast dla ras holsztynsko-fryzyjskiej
odmiany czarno-bialej i czerwono-bialej S$ciezki receptora hormonu uwalniajacego
tyreotroping, czy szlaku receptorow hormonéw uwalniajacych gonadotroping. Zamieszczone
zdanie na stronie 43, ze w regionach wysp ROH u wielu ras wystgpuja geny m.in.
acylotransferazy (DGATI), miostatyny (MSTN) czy biatka wigzacego kwasy tluszczowe
(FABP4) jest malo precyzyjne, gdyz nie wiadomo jakie rasy Autor mial na mysli, co wigcej,
nie zamieszczono tutaj odsylacza do suplementu la, a w tabeli 12 nie zostaly one
wymienione.

Dyskusja otrzymanych wynikow opisanych w tej czesci dysertacji takze zostala
przeprowadzona w sposOb jasny i kompetentny, z uwzglgdnieniem najnowszej literatury
w dziedzinie badan. Pan mgr Tomasz Szmatota przytacza szereg prac, ktorych autorzy
wykazuja, ze rozklad i czestos¢ ROH sg charakterystyczne dla ras i populacji. A regiony
wysp, ksztaltowane pod wptywem selekcji, obejmujg loci genéw waznych z punktu widzenia
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produkcyjnosci. Jednak wyniki nie sa tak jednoznaczne dla analizowanych typow
uzytkowych. Autor wskazuje m.in. na poczatkowa sekwencj¢ chromosomu drugiego u rasy
limousine, w obrebie ktorej znajduje si¢ Jlocus miostatyny (decydujacej
o umigs$nieniu), ale nie potwierdza takich zaleznosci w odniesieniu do rasy hereford.
Interesujgce jest natomiast wskazanie u wszystkich badanych ras mlecznych, w regionach
wysp ROH genéw szlaku sygnalowego wydzielania hormonu tyreotropowego. Podobnie
stusznie podkresla identyfikacj¢ 13 genéw wspélnych dla ras zachowawczych decydujacych
m.in. o latwosci wycielen czy wzroscie zwierzat. Autor zwraca uwage na fakt, ze u tych ras
najwyzsza liczba genow zidentyfikowanych w rejonach wysp ROH nalezata do $ciezek
metabolicznych zwigzanych z aktywacja komoérek B i T czy tez szlakow sygnatowych
cytokin, doszukujac si¢ whasnie w tym wyzszej odpornosci zwierzat na choroby.
Dysertacj¢ Autor zakonczyl formutujgc siedem jasno sprecyzowanych wnioskéw
o charakterze stwierdzen. Wynikajg one z analizy uzyskanych wynikéw badan jednak
uwazam, Ze pierwszy wniosek jest zbyt ogélny i moze zosta¢ pominigty.
Uwagi szczegotowe
1. W rozdziale piSmiennictwo nie znalaztam dwoch pozycji wykorzystanych w
tekscie: Williams i wsp. (2015) wers 25, str. 17 oraz Meszaros i wsp. (2015) wers
31 str. 55.
2. W tekscie pracy nazwe rasy ,,Simentaler” proponuj¢ zastapic¢ ,,bydlo simentalskie”.
3. Na stronie 33 warto$¢ Fron dla rasy polskiej czerwonej zamiast 0,40 powinna
wynosi¢ 0,040.
4. Przytaczane po raz pierwszy w tekscie skroty genéw powinny by¢ wyjasniane.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi istotny wklad w charakterystyke
ciggdéw homozygotycznosci w genomach ras produkcyjnych, przede wszystkim nalezy jednak
podkreslic nowatorstwo uzyskanych wynikow w odniesieniu do 4 krajowych ras
zachowawczych. Pan mgr inz. Tomasz Szmatota wykazal si¢ bardzo dobrym opanowaniem
warsztatu badawczego, umiejetnoscig rozwigzywania problemow naukowych, wlasciwego
opracowania wynikow badan i ich interpretacji. Pragn¢ zaznaczy¢ i podkresli¢, ze oceniana
rozprawa ma wysokg warto$¢ naukowsg i duzy potencjat aplikacyjny. Rozprawe doktorska
Pana magistra inz. Tomasza Szmatoly pt. ,, Charakterystyka ciggow homozygotycznosci u
wybranych ras bydla” oceniam bardzo i stwierdzam, ze dysertacja spelnia wymagania
okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w zakresie Sztuki (Dz. Ustaw z 2003 r., Nr 65 poz.
595., Dz. Ustaw z 2005 r., Nr 164, poz. 1365, Dz. Ustaw z 2011 r., Nr 84, poz.455). Dlatego
zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Zootechniki - Panstwowego Instytutu
Badawczego w Krakowie o dopuszczenie Pana mgr inz. Tomasza Szmatoly do dalszych
etap6w przewodu doktorskiego.

Krakow, 26 lutego 2019 r. Dr hab. Ufsy“ Kaczy
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