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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Mikszy-Cybulskiej
pt. ,,.Wykorzystanie mikromacierzy SNP do okreslania zréznicowania genetycznego krajowej

populacji owiec gorskich” .

Praca doktorska Pani mgr Anny Mikszy-Cybulskiej zostala wykonana w Zaklfadzie
Hodowli Owiec i Koz Instytutu Zootechniki Panstwowego Instytutu Badawczego (IZ PIB)
w Balicach pod kierunkiem dr hab. Aldony Kaweckej, prof. IZ PIB oraz dra hab. Artura Gurgula,
prof. UR.

Podstawg do wydania opinii jest pismo Pana dra Krzysztofa Dudy, dyrektora 1Z PIB
(nr RN/1/6/22 ) oraz przestana rozprawa doktorska.

Przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr Anny Mikszy-Cybulskiej dotyczy kwestii
zroznicowania genetycznego oraz analizy struktury genetycznej krajowej populacji owiec
gorskich w kontek$cie ochrony ich zasobow genetycznych, w zwigzku z czym wpisuje sig
w zagadnienia z dyscypliny naukowej zootechnika i rybactwo. Trzy rasy owiec objete badaniami:
cakiel podhalanski, polska owca gorska oraz polska owca gorska odmiany barwnej sa obecnie
objete programem ochrony zasobow genetycznych, ktéry ma na celu zachowanie tych ras, ich
wzorcow rasowych oraz stabilizacj¢ i zachowanie zmiennosci genetycznej tych populacji.
Tematyka rozprawy jest wigc aktualna i wpisuje si¢ w ogolnoswiatowe trendy badan w zakresie
analizy zroznicowania genetycznego, struktury populacji i presji selekcyjnej w roznych
populacjach zwierzat gospodarskich. Nalezy zauwazy¢, iz w ostatnich kilkunastu latach miat
miejsce bardzo szybki rozwdj genetyki molekularnej oraz idacy za tym rozwdj narzedzi
statystycznych i bioinformatycznych, co stworzylo naukowcom mozliwosci analizy nie tylko
wybranych odcinkéw DNA, ale calego genomu zwierzat gospodarskich. Takie podejscie jest
o wiele bardziej informatywne niz stosowanie markerow mikrosatelitarnych czy sekwencji
mitochondrialnego DNA do badania zroznicowania genetycznego zwierzat. Pozwala na bardziej

szczegbdlowg analize populacji i dostarcza duzo wigcej danych na temat ich genomu. Ze wzgledu
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na fakt, iz populacje objete ochrong zasobow genetycznych charakteryzuja si¢ stosukowo niskg
liczebnoscig wazna jest systematyczna kontrola ich struktury genetycznej oraz zrdznicowania
genetycznego. W tym ujeciu zastosowanie macierzy SNP stwarza nowe mozliwosci, a pojety
problem polegajagcy na walidacji ich przydatnosci w rutynowej kontroli zréznicowania
genetycznego w populacji owiec gorskich objetych ochrona zasobow genetycznych w Polsce
uwazam za zagadnienie warte rozpoznania, ktore ma nie tylko charakter naukowy, ale rowniez
praktyczny. Warto zwroci¢ uwage, iz problematyka ta w odniesieniu do owiec gorskich w Polsce,
w dostepnym pismiennictwie, nie jest zbyt powszechne podejmowana. Praca wnosi wigc nowa
wiedze, a uzyskane wyniki majg znaczenie poznawcze. W tym miejscu nalezy rowniez zaznaczyc,
iz badania przeprowadzone w ramach przedstawionej do oceny dysertacji zostaly sfinansowane ze
srodkow projektu , . Kierunki wykorzystania i ochrony zasobow genowych zwierzat gospodarskich
w zrownowazonym rozwoju” wspotfinansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju
w ramach Strategicznego Programu Badan i Rozwoju ,,Srodowisko, Rolnictwo i Le$nictwo™—
BIOSTRATEG (BIOSTRATEG2/297267/14/NCBR/2016), co dodatkowo dowodzi aktualnosci
podjetego przez Doktorantkg tematu w ramach rozprawy doktorskie;.

Dysertacja Pani mgr Anny Mikszy-Cybulskiej napisana jest w jezyku polskim w formie
jednolitej monografii. Uktad pracy i podziat tresci rozprawy jest tradycyjny. Rozprawa liczy 115
stron i sklada sie z nastepujacych siedmiu rozdziatow glownych: Wstep, Cel pracy, Materiat
1 metody, Wyniki, Dyskusja, Stwierdzenia i wnioski, PiSmiennictwo. Ponadto autorka zawarla
w dysertacji streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz prezentujacy Objasnienia skrotow
1 symboli, Spis ilustracji oraz Materialy uzupetniajace. Szata graficzna pracy jest staranna.

Rozdzial ,,Wstep” podzielony jest na pie¢ podrozdzialéw i liczy 21 stron. W pierwszym
podrozdziale autorka wprowadza czytelnika w tematyke badawcza prezentujac histori¢ hodowli
i chowu owiec gorskich w Polsce, omawiajagc wzorce rasowe tych zwierzat oraz prezentujac
zmiany stanu poglowia tych ras owiec w latach 2008-2020. Opisany jest rowniez sposob
uzytkowania owiec gorskich oraz ich znaczenie zarowno dla spolecznosci, jak 1 ekosystemow
Podhala, Beskidow i Podkarpacia. Rozdzial uzupetlniony zostal jednym wykresem oraz 8
zdjeciami, co podnosi walory estetyczne pracy i utatwia analiz¢ danych dotyczacych pogtowia
owiec w latach 2008-2020. W kolejnym podrozdziale Doktorantka przedstawila tematyke ochrony
zasobow genetycznych zwierzat gospodarskich zwracajac uwage na znaczenie bioréznorodnosci
w zachowaniu bezpiecznej puli genetycznej zwierzat oraz problem spadku poglowia owiec
w Polsce. Przyblizyta réwniez zatozenia i realizacje ,,Programu ochrony zasobow genetycznych
owiec” realizowanego w Instytucie Zootechniki w Krakowie. Podrozdziat ten warto byloby

uzupetni¢ o definicje bioréznorodnosci oraz opis metod ochrony zasobow genetycznych zwierzat
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gospodarskich. W kolejnych podrozdzialach opisano molekularne metody stosowane w celu
charakterystyki bior6znorodnosci z uwzglednieniem mikromacierzy SNP i ich zastosowanie w
hodowli owiec. Informacje zostaly przedstawione w sposob przejrzysty i zrozumiatly, co dowodzi
dobrej znajomosci tematu przez Doktorantke i uzasadnia celowos¢ podjetych badan. Opisy w tej
czesei pracy powinny jednak zosta¢ w kilku miejscach (np. str. 17, 18, 21, 23, 26) poparte
odpowiednio dobranymi pozycjami z literatury. Odpowiednie uwagi naniostam w przekazanym
Autorce maszynopisie. Ze wzgledu na fakt, iz rozdzial ,,Wstgp” zawiera przeglad literatury
z zakresu tematyki rozprawy doktorskiej, zalecam zmiang tytutu tego rozdziatu na , Przeglad
pi$miennictwa” oraz dodanie rozdziatu ,,Wstegp”.

W kolejnym rozdziale zatytutowanym ,,Cel pracy” Doktorantka przedstawita ogdlny cel
badan oraz cele szczegdtowe. Cele sformutowane sa rzeczowo i poprawnie. Na uwage zastuguje
bardzo szeroki i kompleksowy zakres zaplanowanych przez Doktorantke analiz statystycznych
i bioinformatycznych. W tym rozdziale powinna zosta¢ dodatkowo sformutowana hipoteza
badawcza, a tytul powinien by¢ zmieniony na nast¢pujacy: ,,Hipoteza badawcza i cel pracy”.

W rozdziale ,Material i metody” opisano uklad dos$wiadczenia, pobrany material
badawczy oraz zastosowane w pracy metody badawcze z zakresu genetyki molekularnej,
genomiki, statystyki i bioinformatyki. Rozdziat ten liczy 6 stron i skfada si¢ z 3 podrozdziatow.
Do osiggniecia zamierzonego celu Doktorantka pobrata material biologiczny (krew) od trzech ras
owiec gorskich: cakiel podhalanski, polska owca gorska i polska owca gorska odmiany barwnej,
co opisata w podrozdziale 3.1. Owce kazdej rasy byly odchowane w dwoch réznych stadach
w réznych lokalizacjach. Ten podrozdziat warto bytoby uzupetni¢ o dane dotyczace spokrewnienia
badanych zwierzat w stadach. Ta informacja jest wazna w kontekscie analiz statystycznych. Tytul
Tabeli 1 sugerowatabym zmieni¢ na nastgpujacy ,,Liczebno$¢ grup owiec i migjsca pobrania
materialu biologicznego”. Przy Rycinie 1 nalezy poda¢ zrodlo, z ktorego zaczerpnigto mapg.
W nastepnym podrozdziale Doktorantka opisata przeprowadzone analizy molekularne. Z pobranej
krwi wyizolowano DNA i przeprowadzono genotypowanie przy uzyciu mikromacierzy SNP
OvineSNP50 BeadChip (Illumina, San Diego, CA, USA). Wybor tego narzedzia badawczego
oceniam jako poprawny i interesujacy w kontekscie celu badan w ramach rozprawy doktorskiej.
Sformutowanie , kontrola stezenia” na str. 35 powinno by¢ jednak zmienione na ,,Analiza
ilociowa i jako$ciowa DNA”, natomiast na str. 36 na ,pomiar stezenia DNA”. Wartosciowe
w tym punkcie byloby rowniez przeprowadzanie analizy jakosciowej DNA w zelu agarozowym.
W podrozdziale 3.3. Doktorantka opisala metody statystyczne oraz specjalistyczne programy
komputerowe zastosowane w celu oceny pozioméw bledow genotypowania, szacowania

wskaznika zmiennosci genetycznej, efektywnej wielkosci populacji, identyfikacji sygnatur

cy s



roznicujgcej selekcji pomigdzy badanymi rasami, identyfikacji sygnatur kierunkowej selekcji,
analizy regiondw genomu podlegajacych roznicujacej badz kierunkowej selekcji pod katem
kodowanych przez nie genéw, wizualizacji zmiennosci 1 zréznicowania genetycznego. Metody
statystyczne 1 narzedzia bioinformatyczne zostaly dobrane prawidlowo 1 adekwatnie
do zamierzonych celow dysertacji. Na uwagg zashuguje szeroki i zaawansowany zakres pojetych
analiz statystycznych i bioinformatycznych. Zdobycie tak szerokiej wiedzy z zakresu statystyki,
genetyki molekularnej 1 genomiki oraz umiejetnosci stosowania roznorodnych metod
statystycznych 1 programow bioinformatycznych wymagaly od Doktorantki na pewno duzego
wysitku intelektualnego. W tym podrozdziale program PLINK v1.9, baza Ensembl, narzgedzie
DAVID oraz definicja efektywnej wielkosci populacji powinny zosta¢ poparte cytowaniami
odpowiednich artykuléw naukowych.

Rozdzial ,Wyniki” podzielono na 8 podrozdzialow. Uzyskane rezultaty analiz
statystycznych 1 bioinformatycznych sg zgodne z zaktadanymi celami badan rozprawy doktorskie;.
Obszerne wyniki badan Doktorantka zestawita w formie 23 wykresow i 10 tabel. Przedstawione
wyniki sg interesujgce. Majg nie tylko wartos¢ poznawcza, ale rowniez praktyczng. Mogg bowiem
zosta¢ wykorzystane w hodowli owiec gorskich. Do tego podrozdzialu mam drobne uwagi,
gtownie o charakterze edytorskim:

- prosz¢ doprecyzowa¢ parametry SNP, ktore zostaly zastosowane do kontroli jakosci zbioru
danych (filtrowania) przed obliczeniami statystycznymi. Zauwazylam rozbiezno$ci w tej kwestii
mig¢dzy parametrami opisanymi w rozdziale ,,Material i metody” 1 ,,Wyniki™;

- sugeruj¢ zmiang sformutowania , markery bardzo silnie odchylajace si¢ od stanu réwnowagi”
na ,,markery wykazujgce odchylenie od prawa Hardy’ego-Weinberg’a na poziomie istotnosci
p<0,0001” na str. 36, 40, 42, 43. Podobna korekta powinna zosta¢ naniesiona konsekwentnie
w calej pracy.

- efektywna wielkos$¢ populacji objetych badaniami ras owiec zostata przedstawiona w Tabeli 6.
Wykres 10 jest powtorzeniem tych samych wynikow, dlatego powinien zosta¢ usunigty.

Uzyskane wyniki zostaly przedyskutowane w rozdziale ,Dyskusja” skladajacym si¢
z trzech podrozdzialow. Redakcja tej czgsci dysertacji wskazuje na znajomo$¢ pismiennictwa
Swiatowego z zakresu prowadzonych badan. W pierwszym i trzecim podrozdziale Doktorantka
powinna jednak zaczag¢ dyskusje poszczegdlnych probleméw w pierwszej kolejnosci
od omodwienia i interpretacji wlasnych wynikow badan, a nastgpnie przedstawi¢ efekty badan
innych autorow. W podrozdziale drugim kolejno$¢ omawianych wynikéw jest poprawna.
Z obowigzku recenzenta muszg zwroci¢ uwage, iz w niektdrych miejscach dyskusja ma charakter

przegladu literatury, a nie krytycznej interpretacji wynikow wilasnych analiz w kontekscie
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rezultatow uzyskanych przez innych naukowcow. Prowadzenie dyskusji w postaci syntetycznej
konfrontacji wynikow badan wiasnych z danymi literaturowymi to umiejetnosc, ktora doskonali
si¢ jednak przez lata pracy naukowej. Z tego wzgledu dyskusj¢ uznaje za zadowalajgcy
na obecnym etapie rozwoju naukowego Doktorantki.

Dysertacja zostala zakonczona rozdzialem ,,Stwierdzenia i1 wnioski”. Sformutowane
stwierdzenia i wnioski wynikajg z zalozonych celow dysertacji, a ich tres¢ jest zgodna
z otrzymanymi przez Doktorantke wynikami badan. Nastg¢pujacy wniosek ,,Mozliwos¢ uzyskania
kompleksowych informacji na temat genetycznej roznorodnosci badanych populacji wskazuje na
przydatnos¢ mikromacierzy SNP do okreslenia zmiennosci genetycznej rodzimych ras owiec”
pojawiat si¢ dwukrotnie na pozycji 8. 1 10. listy. Wniosek powinien zosta¢ usunigty z pozycji 8.

Kolejny rozdziat zatytutowany ,,Pismiennictwo™ zawiera spis 107 pozycji literatury oraz
wykaz 11 stron internetowych. Wartym zauwazenia jest fakt, iz w przewazajacej czesci sg to
artykuly anglojezyczne, ktore ukazaly si¢ w ostatnich 10 latach w czasopismach o zasiggu
mi¢dzynarodowym. Niestety nie wszystkie pozycje piSmiennictwa oraz strony internetowe
cytowane w tekscie zostaly umieszczone w spisie literatury. Rowniez niektore pozycje z wykazu
pis$miennictwa nie zostaly zacytowane w tekscie pracy. Ponadto wykaz stron internetowych
powinien zosta¢ opatrzony datami dostgpu do informacji zawartych na tych stronach
1 posortowany alfabetycznie. Styl cytowania prac nie jest jednolity pod wzgledem formatu
1 wymaga korekty edytorskiej w tej kwestii.

Kolejnym elementem dysertacji, ktory Doktorantka umiescita po rozdziale
,,Pismiennictwo”, jest wykaz zatytulowany ,,Spis ilustracji”. Zestawienie to zawiera nie tylko
wykaz 8 zdje¢, ale rdwniez spis 11 tabel i 24 wykresow. W zwigzku z tym tytul spisu powinien
zosta¢ zmieniony i odpowiednio dopasowany do jego zawartosci.

Ostatnia czes$¢ dysertacji zatytutowana ,Materialy uzupelniajgce” zawiera 5 zestawien
w formie tabelarycznej, ktore zawierajg informacje na temat genow zlokalizowanych w obszarach
sygnatur selekcji dla kazdej badanej rasy osobno 1 trzech ras lacznie, jak rowniez procesow
biologicznych kontrolowanych przez geny wykryte w regionach podlegtych réznicujacej selekcji
pomigdzy rasami owiec gorskich. Pojedyncze zestawienia zajmujg od 2 do 4 stron. Umieszczenie
naglowkow tabeli na kazdej nowej stronie zestawienia ulatwiloby czytelnikowi analize
prezentowanych w tabelach danych. Ponadto nagtéwki kolumn w zestawieniach tabelarycznych
powinny zosta¢ przettumaczone na jezyk polski.

Autorka zawarla w dysertacji rowniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim, ktore

w odpowiedni sposob przedstawia zasadnos¢ podjetej tematyki badawczej, prezentuje zalozone
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cele rozprawy doktorskiej, material do badan, zastosowanie metody analiz, otrzymane przez
Doktorantke rezultaty badan oraz wniosek koncowy.

Z obowigzku recenzenta musz¢ zwrdci¢ uwagg na drobne niedociggnigcia edytorskie
w dysertacji, ktore zaznaczylam w maszynopisie pracy przekazanej Doktorantce. Do strony
edytorskiej rozprawy mam dodatkowo kilka drobnych uwag:

- w rozdziale ,,Wstep” wszystkie zdjecia powinny by¢ cytowane w tekscie pracy;

- na wykresie 1 nalezy nadac¢ nazwy osiom X 1Y;

- nalezy ujednolici¢ sposob cytowania piSmiennictwa w calej rozprawie doktorskiej.
Doktorantka powinna wybra¢ jeden format np. Sabeti i wsp. (2002) lub Sabeti i1 in. (2002)
1 konsekwentnie stosowac go w calej pracy;

- geny, SNP, markery, itd., znajdujg si¢ ,,w chromosomach” nie ,.;na chromosomach’;

- w tabelach, ktore zajmuja wigcej niz jedng strong, naglowki kolumn powinny by¢
powtdrzone na kazdej nowej stronie. Taka prezentacja ulatwia czytelnikowi analiz¢ danych
w tabelach.

Podsumowujgc ocen¢ rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze Pani mgr Anna Miksza-
Cybulska wykazala si¢ znajomoscig problematyki badawczej z zakresu tematu pracy. Potrafi
zastosowa¢ odpowiednie metody badawcze oraz statystyczne do opracowania wynikow. Umie
analizowa¢ wyniki badan wlasnych. Przedstawione w niniejszej opinii uwagi i spostrzezenia majg
charakter pomocniczy. W przewazajacej czgsci sa to uwagi o charakterze edytorskim, ktore
w zadnym stopniu nie umniejszaja wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej. W mojej opinii
efekty badan Doktorantki sa ciekawe i stanowig dobre opracowanie podjetego problemu
badawczego.

W podsumowaniu stwierdzam, iz przedtozona do oceny rozprawa doktorska autorstwa
Pani mgr Anny Mikszy-Cybulskiej stanowi oryginalne opracowanie problemu naukowego i tym
samym odpowiada wymogom stawianym dysertacjg doktorskim w art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
z pézniejszymi zmianami (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) oraz Ustawie z dnia 3 lipca 2018 roku. -
Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz.
1669 z pozn. zm.). W zwigzku z tym przedkladam Radzie Naukowej Instytutu Zootechniki
Panstwowego Instytutu Badawczego w Krakowie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Anny

Mikszy-Cybulskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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