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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Mikszy-Cybulskiej
pt. Wykorzystanie mikromacierzy SNP do okreslania zréznicowania genetycznego
krajowej populacji owiec gorskich,
wykonanej pod kierunkiem dr inz. Aldony Kaweckiej, prof. IZ i

promotora pomocniczego dr. hab. Artura Gurgula, prof. 1Z

Owce jako najwcze$niej udomowiony gatunek zwierzat gospodarskich przez wiele lat
stanowily podstawg dobrobytu gospodarczego i bezpieczenstwa zywno$ciowego oraz
dziedzictwa kulturowego wielu krajéw. Wraz z rozwojem intensywnej produkcji rolnej
hodowla owiec systematycznie zmniejszala sie, co wyraznie zaznaczylo si¢ pod koniec
minionego stulecia. Rasy rodzime mimo posiadania unikalnych cech uzytkowych
i adaptacyjnych nie spetniaty wymogéw wielkotowarowej hodowli i byly wypierane przez
rasy wysoko wydajne. Problem ten dotknat rowniez rasy gérskie, ktérych ekstensywny
wypas od zawsze stluzyl zachowaniu krajobrazéw cennych przyrodniczo i stanowit
podstawe egzystencji lokalnej spolecznosci polskich Karpat. Konsekwencjg tych zmian
byta systematyczna utrata zmienno$ci genetycznej i zawezanie bioréznorodnosci. Dlatego
tez Polska chcgc ochronié rodzime rasy zwierzat gospodarskich, w tym owce, wigczyla sie
do programu ochrony zasobéw genetycznych. Zarzgdzanie zasobami genetycznymi
wymaga przede wszystkim pelnej wiedzy na temat ras, wielko$ci populacji, struktury
genetycznej oraz zmiennosci w obrebie rasy i miedzy rasami. Dlatego tez uwazam, ze
podjeta w przedtozonej do oceny rozprawie doktorskiej tematyka badawcza dotyczaca
charakterystyki struktury genetycznej ras gérskich z wykorzystaniem nowoczesnych
metod mikromacierzy SNP jest w pelni uzasadniona i wpisuje sie w cykl badar Instytutu
Zootechniki PIB w Balicach nad ochrong zasobdw genetycznych zwierzat gospodarskich
w Polsce.

Charakterystyka pracy

Praca doktorska mgr Anny Mikszy-Cybulskiej stanowi solidng synteze wiedzy na

temat mozliwosci wykorzystania mikromacierzy SNP do okre$lania zréznicowania
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genetycznego krajowej populacji owiec gorskich a nastepnie monitorowania zmian w jej
strukturze genetycznej w celu skutecznej realizacji programu ochrony ras zagrozonych
wyginieciem. Ma ona forme klasycznej rozprawy naukowej i obejmuje rozdzialy: Wstep,
Cel pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja, Stwierdzenia i wnioski oraz
Pismiennictwo, tworzace gcznie wraz ze spisem tre$ci, wykazem stosowanych skrétéw,
spisem ilustracji oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim przejrzysta strukture
catosci opracowania liczacg 99 stron maszynopisu. W pracy na 16. stronach zamieszczono
rowniez ,Materialy uzupetniajace” zawierajace 6 suplementéw odnoszgcych sie do czesci
wynikowej pracy. Dysertacja zostala napisana z zachowaniem wlasciwej sekwencji
omawianych zagadnien a poszczegélne fragmenty tekstu zawierajg informacje podane
w sposéb uporzadkowany i przejrzysty. Na podkreslenie zastuguje staranno$é
przygotowana strony graficznej a zamieszczone ryciny umozliwiaja $ledzenie
omawianych zagadnien. Wykaz cytowanej literatury jest obszerny i obejmuje 107 pozycji,
z ktérych 32 to prace polskojezyczne, ktorych uwzglednienie bylo niezbedne ze wgladu
na fakt, ze praca ta dotyczy ras polskich.

W rozdziale Wstep Autorka zamiescita doktadng charakterystyks trzech ras owiec
gorskich uwzglednionych w badaniach, tj.: cakiel podhalanski, polska owca gérska
i polska owca gorska odmiany barwnej wraz z historig ich tworzenia oraz kierunkami
uzytkowania. W dalszej czesci oméwita zagadnienia dotyczace ochrony zasobdéw
genetycznych zwierzat gospodarskich z uwzglednieniem chronologii wdrazania
programdw ochrony ras i gatunkdéw owiec zagrozonych wyginieciem. W rozwazaniach
tych odniosta sie do roli Instytutu Zootechniki w Balicach jaka peini w ich opracowywaniu
i wdrazaniu. Duzo miejsca poswiecita na omoéwienie zagadnien dotyczacych metod
molekularnych wykorzystywanych do oceny zréZnicowania i analizy struktury
genetycznej populacji. Uwzgledniajgc kolejnos¢ ich stosowania na przestrzeni ostatnich
lat dokonata kompletnego przegladu wiedzy na temat roli polimorfizmu sekwencji
mikrosatelitarnych (STR, ang. Short Tandem Repeats), zmiennoéci mitochondrialnego
DNA (mtDNA) oraz polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (SNP, ang. Single
Nucleotide Polymorphism) uzyskanego technikg mikromierzy i genotypowania poprzez
sekwencjonowanie (GBS, genotyping-by-sequencing). Nastepnie Autorka skupita sie na
omoéwieniu mozliwosci wykorzystaniu mikromacierzy SNP w badaniach genetycznych,
w tym w analizie struktury genetycznej populacji ze szczegélnym uwzglednieniem

mozliwo$ci monitorowania zmian struktury i zmiennoéci w populacji owiec.



Reasumujgc w tej czedci rozprawy Autorka przedstawita skondensowang wiedze
z obszaru badawczego, w ktdérym miesci sie przygotowana rozprawa a wielowgtkowa
i staranna kompilacja wynikéw badan krajowych i zagranicznych éwiadczy o dobrej
znajomosci zagadnienia. Wlasciwy dobdr pozycji bibliograficznych pozwolitl Autorce
wytyczyé cel pracy z pigcioma celami szczegétowymi, ktdre odzwierciedlaja poszczegdlne
etapy przeprowadzonych badan i analiz. Nalezy sadzié, Zze przy przygotowaniu pracy do
druku cato$¢ opracowania zostanie podzielona na mniejsze fragmenty, co zmusi Autorke
do przeredagowania celu pracy Obecnie w 1 zadaniu zamieszczonym w 6-ciu wierszach
zawarla zbyt duzo informacji, przez co stat sie on malo przejrzysty. Szkoda tez, ze przy tak
szerokim spektrum badann Autorka nie podjela sie trudu sprecyzowania hipotezy

badawczej.

W rozdziale Material i metody Autorka opisala zgromadzony do badarh materiat
zwierzegcy, przeprowadzone analizy laboratoryjne, techniki molekularne oraz kolejno$¢
dziatan z wykorzystaniem narzedzi bioinformatyczych i statystycznych zmierzajacych do
osiagni¢cia zalozonego celu pracy. W badaniach Autorka uwzglednita 3 rasy owiec
gorskich tj.: cakiel podhalanski, polska owca gorska i polska owca gorska odmiany
barwnej, uwzgledniajac w kazdej grupie prawie identyczng liczbe osobnikéw
(odpowiednio: 100 szt., 103 szt. i 97 szt.), co jest niewatpliwie duzym atutem rozprawy.
Na podkreslenie zastuguje rowniez zestawienie tabelaryczne materiatu badawczego wraz
informacja o miejscu pochodzenia. Nalezy podkre$li¢, ze material zwierzecy jest
odpowiednio liczny, zaproponowane metody analityczne s3 dobrze dobrane do uzyskania
odpowiedzi na postawione cele pracy. Wrazenie robi réwniez bogaty panel badanych
parametrow, ktory Autorka dokiadnie opisuje w kolejnych podrozdziatach czesci
metodycznej pracy. Reasumujac rozdziat ten zostal opracowany z bardzo duia
starannoscig i dbatoscig o mozliwosci percepcyjne czytelnika.

Rozdziat - Wyniki - zawiera opisowa, graficzng i tabelaryczng prezentacje uzyskanych
wynikow. W tej czesci Autorka w sposéb wiarygodny, wrecz fotograficzny omoéwita
uzyskane wyniki z kolejnych etapéw badain i przeprowadzonych analiz. W pierwszej
czeSci dokonata charakterystyki parametréw panelu markeréw uzytych do analiz. Po
przeprowadzeniu filtrowania wszystkich uzyskanych markeréw SNP pochodzacych
z mikromacierzy Ovine SNP50 BeadChip (Illumina, San Diego, CA, USA), ostatecznie
w dalszych analizach Autorka uwzglednita 47 592 markeréw SNP. Ujednolicenia wymaga

jednak informacja dotyczaca procentowego udzialu odrzuconych markeréw SNP
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z brakujgcymi genotypami. W czesci metodycznej na str, 36 podala, Ze ich udziat wynosit
10%, natomiast w czgsci wynikowej str. 40 - 20%. Wykorzystujgc bogaty zestaw
markeréw SNP okreélita szeroki panel wskaznikéw zmienno$ci genetycznej wskazujac, ze
badane rasy réinig si¢ strukturg genetyczng z zachowaniem pewnej puli genéw
wspblnych, co moze wskazywaé na ich tozsame pochodzenie filogenetyczne. Istotna
informacjg byto wykazanie, Ze badane populacje charakteryzuja sie niskg wartoécia
wspoétczynnika inbredu, co $wiadczy o braku zagrozenia chowem wsobnym oraz, ze
najwyzsze wartosci dystansu genetycznego wystepujg miedzy POG i POGB a najnizsze
migdzy CP i POG. Po szczegélowej analizie wszystkich uzyskanych wynikéw Autorka
jednoznacznie wskazala, Ze informacje genomiczne mogg by¢ wykorzystywane
w monitoringu i zarzadzaniu populacjami zagrozonych wyginieciem.

W mojej ocenie opis wynikow jest kompletny i szczegélowy. Wyniki
przeprowadzonych badan Autorka zamiescita w 10. tabelach i na 23, wykresach. Mnogoéé
otrzymanych wynikéw jest mozliwa do weryfikacji dzieki dobrej konstrukcji tabel
i czytelnoSci wykresow. Dodatkowym atutem tego rozdzialu jest zachowanie
sekwencyjnosci interpretacji wynikéw z zgodnie z informacjami zmieszczonymi w czeéci
metodycznej pracy.

Dyskusja wynikéw jest merytoryczna, bezposrednio nawiazuje do zakresu
przeprowadzonych badar i zostala napisana z duzg znajomoscia zagadnienia i literatury
zrodtowej. Pani mgr Anna Miksz-Cybulska rzetelnie omoéwita znaczenie uzyskanych
wynikow na tle badan przeprowadzonych przez innych autoréw, Uwazam, Ze jest to
bardzo interesujaca cze$¢ rozprawy.

Rozprawa zakoficzona jest jedenastoma (jeden powt6rzony) logicznie
sformutowanymi stwierdzeniami i wnioskami. Na ogé! zamieszczone w punktach
informacje stanowia podsumowanie uzyskanych wynikéw. Autorka wskazuje
przydatno$¢ mikromacierzy SNP do okre$lania zmiennosci genetycznej rodzimych ras
owiec, przy czym informacja ta zostata podana az dwukrotnie. Jako wniosek nalezy uznaé
pkt ostatni zamieszczony na str. 86, w ktérym Autorka wskazuje, Ze informacje
genomiczne mogg by¢ wykorzystywane w monitoringu i zarzagdzaniu populacjami
zagrozonymi wyginigciem. Nalezy podkresli¢ duza ostrozno$¢ Autorki przy formutowaniu

whnioskéw,



Podsumowanie

Reasumujgc stwierdzam, Ze praca doktorska mgr Anny Mikszy-Cybulskiej pt.
Wykorzystanie mikromacierzy SNP do okreslania zréZnicowania genetycznego
krajowej populacji owiec gérskich, jest cenng, nowatorska i perspektywicznie wazng
pozycja piSmiennictwa naukowego. Wnosi oryginalne wyniki, istotnie poszerzajgce
wiedze z zakresu wykorzystania mikromacierzy SNP do okreslenia zréznicowania
genetycznego owiec ras gorskich, majacych szczegélne znaczenie w kulturze gérali
i ksztattowaniu krajobrazu gérskiego. Warto$¢ rozprawy powieksza fakt, iz uzyskane
informacje genomowe dotycza ras rodzimych o zagrozonej egzystencji i objetych
programem ochrony zasobéw genetycznych. Nalezy podkreslié, ze w Polsce w hodowli
owiec, dotychczas nie stosowano programéw doskonalenia zwierzat wspomaganych
genomicznie. Z pewnoscia bedzie to cytowana pozycja literatury naukowe;.
Wszechstronno$¢ przeprowadzonych analiz $wiadczy o duzej wiedzy merytorycznej oraz
doskonalym opanowaniu nowoczesnych technik analitycznych i statystycznych.
Zgromadzone informacje z zakresu genetyki molekularnej, bioinformatyki i statystyki
umiejetnie powigzane ze sobg sg niewatpliwie walorem rozprawy. Wymienione
w recenzji nieliczne uwagi maja wylacznie charakter porzadkowy i nie obnizajg ogélnej,
pozytywnej oceny merytorycznej opracowania.

Whniosek koricowy
Oceniajac wysoko poziom naukowy, oryginalno$¢ i przydatno$é praktyczng uzyskanych
wynikéw stwierdzam, ze praca doktorska mgr Anny Mikszy-Cybulskiej pt.
Wykorzystanie mikromacierzy SNP do okreslania zrézZnicowania genetycznego
krajowej populacji owiec gérskich, spetnia wymogi okreélone w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, z 2003 r., poz. 595 z p6Z. zmianami) oraz w przepisach
wprowadzajacym ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz.
1669 z pézizm.). Dlatego zglaszam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Zootechniki PIB w Krakowie o przyjecie pracy mgr Anny Mikszy-Cybulskiej bez
zastrzezen i dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Réwnoczes$nie

wnioskuje o wyréznienie pracy stosowna nagroda.

Prof. dr hab. Ur arnik



