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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr. inz. Agnieszki Bieniek pt. ,,Charakterystyka genetyczna
wybranych ras koni z zastosowaniem polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych i
markeréw SNP” wykonanej pod kierunkiem dr hab. Anny Radko, prof. IZ w Instytucie

Zootechniki — Panstwowym Instytucie Badawczym w Krakowie.

Niniejsza recenzj¢ opracowano na podstawie pisma z dnia 5 lipca 2023 r. skierowanego
przez dr Krzysztofa Dude — dyrektora Instytutu Zootechniki-PIB w Krakowie (na podstawie
uchwaly Rady Naukowej Instytutu Zootechniki-PIB, podje¢tej na 210 posiedzeniu, 22
listopada 2018 r.), zgodnie z wymogami art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku: o
stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2017 poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 2 oraz ust. 3 pkt. 2b Ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. — Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z

2018 r. poz. 1669 z pdzn. zm.).

Wykorzystywanie markero6w genetycznych w kontroli pochodzenia to obecnie
rutynowa procedura w prawidlowo prowadzonej hodowli koni kazdego kraju. Nikt nie
kwestionuje stwierdzenia, ze obligatoryjne badania kontroli pochodzenia to warunek
wiarygodnej hodowli. Zapoczatkowaly je w latach 60. ubieglego stulecia (poczatkowo tylko
grup krwi) takie kraje USA, Szwecja, W. Brytania, Francja i Niemcy. Jednak nalezy
nadmieni¢, ze w tym samym czasie badaniami nad grupami krwi u koni w Polsce zajmowat
si¢ prof. dr hab. Jerzy Zwolinski, z 6wczesnej WSR w Poznaniu i doc. dr hab. Stanistaw
Wadowski z 6wczesnej WSR w Olsztynie. Niestety, wyniki tych badan, jeszcze przez wiele
lat nie znalazty w Polsce zastosowania w praktyce. Dopiero w 1988 roku wprowadzono
obligatoryjne badania kontroli pochodzenia u koni arabskich czystej krwi, a od 1992 roku
objeto nimi konie pelnej krwi angielskiej. W 1997 r. Polski Zwigzek Hodowcoéw Koni
wprowadzil obowigzek badan ogierow potkrwi kierowanych do Zaktadéw Treningowych, a

w 1998 r. ogieréw wszystkich ras przeznaczone do rozrodu. W nastepnych latach obowiazek
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ten zostal rozszerzony na klacze wszystkich ras wpisywane do ksiag gléwnych. Poczatkowo
cze$¢ hodowcow/wlascicieli koni odnosita si¢ do tych badan z rezerwa (nieufnoscig), a
niektdrzy, wprawdzie nieliczni, wrecz z nieskrywang niechecig. Z czasem zrozumieli, ze
weryfikacja pochodzenia dziata na korzys¢ nie tylko hodowcy ale i p6zniejszych wilascicieli
danego konia. Wprawdzie nie mozna wykluczy¢ nieuczciwosci, niemniej w praktyce zdarzaja
si¢ takze pomytki nie wynikajgce ze zlej woli hodowcy. Najczesciej sa one wynikiem
chwilowej nieuwagi, braku kompetencji, czy zaniedbania obowigzkow. Dlatego ten rodzaj
identyfikacji jest koniecznoscig, jezeli tego rodzaju pomylki majg by¢ wyeliminowane.
Obecnie nikogo nie trzeba przekonywa¢ do potrzeby badan kontroli pochodzenia na
podstawie markerow genetycznych. Rowniez dlatego, ze ich zakres zostal rozszerzony, m.in.
o identyfikacj¢ umaszczenia, analizy genetycznej réznorodnosci blisko spokrewnionych
osbbnikéw, czy zamknigtych populacji (np. rodzimych ras koni). Obserwowany postep w tym
zakresie jest bezposrednio wykorzystywany przez hodowcéw, ktérzy przenosza wyniki badan
naukowcow do praktyki hodowlanej. Dlatego tez bardzo pozytywnie oceniam wybor tematu
dysertacji doktorskiej, dokonany przez Panig mgr inz. Agnieszke Bieniek, gdyz odpowiada on
temu zapotrzebowaniu. Badania, ktérych podjeta si¢ Doktorantka, s3 w pelni uzasadnione,
maja nowatorski charakter, posiadajg duze wartosci poznawcze, a przede wszystkim
uzasadnienie praktyczne. Tym samym przestana mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
inz. Agnieszki Bieniek, pt. ,,Charakterystyka genetyczna wybranych ras koni z zastosowaniem
polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych i markerow SNP” bardzo dobrze wpisuje si¢ w

aktualne potrzeby badawcze i jednocze$nie oczekiwania wielu hodowcoéw koni.
Struktura i ocena merytoryczna pracy.

Dysertacja mgr inz. Agnieszki Bieniek sporzadzona zostata wedlug zasad powszechnie
jeszcze praktykowanych, podczas przygotowywania tego rodzaju prac, tj. jako monografia, z
uwzglednieniem wszystkich niezbednych rozdzialéw, obejmujac lacznie 96 stron wydruku
komputerowego. Poszczegdlne rozdzialy i podrozdzialy stanowig zwarty materiat
informacyjno-wynikowy, dobrze osadzony w piSmiennictwie naukowym zwigzanym z
realizowanym tematem pracy doktorskiej. Ich kolejnos¢ jest wiasciwa i tworzy logiczng
calos¢. Stwierdzam, ze od strony formalnej oceniana dysertacja spelnia wymagania stawiane

pracom naukowym w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

W przygotowaniu niniejszej recenzji przyjeto zasade kolejnego ustosunkowywania sie

do poszczegolnych rozdzialéw ocenianej pracy.



Streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrétow i oznaczen uzywanych
przez Autorke, poprzedzaja pierwszy rozdzial pracy, tj. wstep, co niewatpliwie jest dobrym

rozwigzaniem.

»Wstep”, bedacy pierwszym rozdzialem dysertacji, jest de facto przegladem
pisSmiennictwa i tym samym mogltby brzmie¢: ,,Wstep i przeglad pismiennictwa”, co jest
oczywiscie luzng sugestia recenzenta. Rozdzial ten sklada si¢ z dwoch gtownych
podrozdziatéw, z ktérych kazdy rozbudowany zostat o kolejne podrozdziaty. W pierwszym z
nich Autorka omowila wykorzystanie markerow genetycznych w kontroli pochodzenia,
skupiajgc si¢ na zastosowaniu sekwencji mikrosatelitarnych (STR) i polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu (SNP) w hodowli koni. Te dwa podrozdzialy przegladu
pisSmiennictwa nie budzg moich zastrzezen, a poruszane przez Autorke zagadnienia opisane sg
jasno i rzeczowo. W oparciu o dokonany przeglad najnowszej i starszej literatury, Autorka
przekonujaco i rzeczowo dowiodta trafnosci i aktualno$ci podjetego przez siebie tematu
rozprawy, uzasadniajgc tym samym potrzeb¢ przeprowadzenia badan w tym zakresie.
Wykazala ich praktyczne zastosowanie i potrzebe kontynuacji z wykorzystaniem
najnowszych aparaturowych rozwigzan technicznych, pozwalajacych na szersze analizy
genetyczne przydatne w nowoczesnej hodowli koni. W drugim podrozdziale, sktadajgcym sie
z pigciu kolejnych podrozdzialow, Autorka krotko scharakteryzowala cztery rasy koni, od
ktérych pobrany materiat badawczy postuzyt do przeprowadzenia badan wtasnych. W mojej
ocenie Autorka potraktowala ich opis zbyt pobieznie nie wykorzystujac bogatej literatury
dotyczacej charakterystyki tych ras. Syntetyczne, wiarygodne i bez watpienia dobre opisy
historii tych ras koni wraz z okresleniem wzorca rasowego zamieszczone sg zard6wno w
programach hodowlanych danej rasy koni (zatwierdzonych przez Ministerstwo Rolnictwa i
Rozwoju Wsi, a realizowanych przez Polski Zwigzek Hodowcoéw Koni), jak i Programach
Ochrony Zasobow Genetycznych (zatwierdzanych i nadzorowanych przez 1Z-PIB). Niektore
zrodia, w odniesieniu do tych ras, stosujac skrocony ich opis, pomijajac inne istotne fakty, w
istocie rzeczy nieznacznie zafatszowuja ich charakterystyke. Przykladem moze by¢ zdanie
zamieszczone na str. 19 (dotyczace konikdw polskich): ,,Hodowla konika polskiego
prowadzona jest na dwa sposoby: w tradycyjnym systemie w warunkach stajennych lub
rezerwatowym”. Otdz, jak wynika z programu hodowlanego, jak rowniez POZG, hodowla
konikéw polskich prowadzona jest w trzech systemach utrzymania: w tradycyjnym —
stajennym, bezstajennym i rezerwatowym. Na str. 21 Autorka opisujgc konie zimnokrwiste

uzywa zarowno poprawnych, jak i niepoprawnych okreslen. Charakteryzujac polskie konie



zimnokrwiste prawidlowo zaznaczyla, iz w ksiedze rasowej wyodrebnia si¢ pkz oraz dwa
regionalne typy: konie sztumskie i konie sokoélskie. Natomiast ponizej, w kolejnym
podrozdziale, charakteryzujac polskie konie zimnokrwiste w typie sokolskim i sztumskich,
uzywa w stosunku do nich okreslenia: ,,Dwa typy uzytkowe rasy polski kon zimnokrwisty w
typie sokoélskim i sztumskim (...)”, co moze sugerowaé, ze konie sokodlskie i sztumskie
reprezentujg jednoczesnie dwa odrebne typy uzytkowe, a sg to przeciez typy regionalne,
wyodrgbnione w jednej ksigdze rasowej. Nalezy zaznaczyé, ze zarowno pkz, jak i konie
sokolskie i konie sztumskie reprezentuja ten sam typ uzytkowy, a mianowicie typ
zaprzggowy. Ta drobna niepoprawnos¢ (typ uzytkowy, zamiast typ regionalny) powtarza si¢
réwniez w kilku innych czes$ciach pracy. Ponadto, moim zdaniem, opis polskiego konia
zimnokrwistego w typie sokdlskim i sztumskim (podrozdziat 1.2.4.1.) jest zbyt syntetyczny i
nie wskazano w nim podstawowych r6znic, jakie pomi¢dzy tymi dwoma regionalnymi typami
istniejg, w poréwnaniu do pkz. Na str. 21 (9 wiersz od dotu) oraz str. 22 (3 wiersz od dotu)

zauwazylem niepoprawny sposéb cytowania literatury.

Ogoélnie stwierdzam, ze zaréwno zakres (poza uwagami odnoszacymi si¢ do
podrozdziatu 1.2.), jak i uktad tej czgsci pracy doktorskiej nie budzg zastrzezen. Rozdziat ten
zostal opracowany prawidtowo, zgodnie z obowigzujacymi zasadami w tego typu pracach

naukowych.

W kolejnym rozdziale pracy zatytutowanym ,,Cel pracy” Autorka przyjeta opracowanie
czterech zagadnien badawczych, z ktorych jedno okreslita jako cel naukowy, a trzy pozostale
majace charakter naukowy i utylitarny. Bardzo dobrym uzupelnieniem tej czesci pracy sg
pytania i hipotezy badawcze na ktére Autorka dostatecznie szeroko odpowiada, uzasadniajgc

tym samym celowos¢ podjecia tematu bedacego przedmiotem jej dysertacji.

Rozdziat ,,Materialy i metody”, majacy dziesie¢ podrozdziatow, zostat przedstawiony
na 12 stronach tekstu, wraz z 3 tabelami i 3 rysunkami. Z tresci tego rozdzialu wynika, ze
materiatem badawczym byly probki krwi obwodowej oraz cebulek wlosowych koni
reprezentujacych cztery rasy, tj. konie huculskie, koniki polskie, konie matopolskie oraz
polski kon zimnokrwisty z uwzglednieniem dwdch typéw regionalnych: konia sokélskiego i
konia sztumskiego, lacznie 801 probek. Dodatkowo, na 43 koniach rasy pelnej krwi
angielskiej, prowadzono analizy takze dla prob technicznych, ktére stanowily kontrole
pozytywna, jednak nie byly one przedmiotem analizy wynikéw badan wilasnych. W tym
miejscu brakuje mi tego krotkiego wyjasnienia, ktore pojawia si¢ pdzniej na str. 35 oraz w
rozdziale ,,Wyniki”, w ktérym uzasadniono dlaczego wykorzystano takze proby techniczne od
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koni pelnej krwi angielskiej ? Rozpatrujac ogélna liczebnosé, jak i liczebnos¢ w
poszczegblnych grupach rasowych, a tym samym liczb¢ analizowanych markerow
genetycznych (17 STR i 120 SNP), nalezy uznac ja za wystarczajaca. W tym miejscu nasuwa
mi si¢ jedna uwaga, a mianowicie szkoda, iz Autorka nie uwzglednita takze koni rasy
wielkopolskiej, ktore obecnie majg najwyzszy status zagrozenia, sposréd wszystkich ras
biorgcych udziat w POZG w Polsce, co niewatpliwie wzbogacitoby uzyskane wyniki.
Schemat analiz markerow STR i SNP obrazowo przedstawiono w formie graficznej. W
dalszej czesci tego rozdziatu Autorka wyjasnita, jak prowadzono izolacje DNA oraz analize¢
markero6w mikrosatelitarnych (STR). Natomiast w tabeli 2, powolujac si¢ na trzy uznane
publikacje roznych autoréw, przedstawila opisy 17 konskich mikrosatelitarnych loci,
rekomendowanych do kontroli pochodzenia koni. Nastgpnie opisala, jakie procedury
zastosowano w analizie statystycznej STR. W czg$ci metodyki dotyczacej analizy markeréw
SNP Autorka wyjasnita w jaki sposéb weryfikowano jakos¢ materialu do badan oraz w jaki
sposob dokonywano wyboru marker6w SNP, ktérych zestaw zamieszczono w tabeli 3.
Nastepnie opisala, jak przeprowadzono identyfikacje SNP-6w i przy zastosowaniu jakiego
aparatu. Analiza statystyczna SNP to ostatni podrozdzial tej czesci pracy. Przyklady
prowadzonych analiz Autorka zamie$cila na trzech rysunkach. Niewatpliwie przyj¢te metody
badan nalezy uzna¢ za nowoczesne i zgodne z obecnymi trendami badawczymi dotyczacymi
analiz genetycznych opartych na markerach STR i SNP. Ponadto, na podstawie
przedstawionego opisu metod badawczych oraz opisu zastosowanych analiz statystycznych,

mozna stwierdzié, ze Autorka dobrze opanowata warsztat badawczy.

Rozdzial ,,Wyniki” to syntetyczne przedstawienie rezultatow badan wiasnych. Autorka
zestawila je w formie 6 tabel, 2 wykreséw i 1 rysunku, po kolei je omawiajac ale bez
nadmiernego rozbudowywania tekstu, ktory je opisuje, co uznaj¢ za wlasciwg forme.
Wiekszos$¢ tabel w swojej konstrukcji jest mocno rozbudowana i zamieszczone w nich dane
nie wymagaja szerokiej interpretacji. Material przedstawiony w tej czgéci pracy jest
adekwatny w stosunku do przyjetego w metodyce zakresu badan i w pelni odzwierciedla
uzyskane wyniki, ktérych omawianie podzielita na dwa podrozdzialy. W pierwszej kolejnosci
Autorka przedstawita wyniki badan dotyczgce polimorfizmu mikrosatelitarnego DNA (STR),
skupiajac si¢ na charakterystyce 17 loci mikrosatelitarnych badanych czterech ras koni,
wspoOlczynniku ich struktury genetycznej oraz wspolczynnikach populacyjnych dla
wszystkich loci w zestawie 17 markeréw mikrosatelitarnych z uwzglgdnieniem dwoch typow

regionalnych koni zimnokrwistych. Przy omawianiu tabeli 6 G. Autorka pomylila przytaczane



wartosci w odniesieniu do $redniej heterozygotycznosci oczekiwanej, gdyz dla badanych ras
wyniosta ona od 0,6938 (kn) do 0,7341 (m), a nie jak mylnie podano: 0,6726 (kn) do 0,7323
(z/sok.). Oceny struktury genetycznej populacji w oparciu o markery STR obrazowo
przedstawiono w postaci dwoch wykreséw. Nastepnie omdéwiono polimorfizm pojedynczego
nukleotydu (SNP), dokonujac ogdlnej jego oceny dla wybranych ras koni, gdzie w jednej z
tabel przedstawiono markery 53 JPN System, a w drugiej: markery wlasne (wg rozkladu
Hardy'ego-Weinnberga, call rate). Na podstawie uzyskanych wartosci czestosci rzadszego
allelu — MAF (obliczonych na podstawie frekwencji pierwszego i drugiego allelu) Autorka
stwierdzita, ze dla ponad 83 % mutacji, jego czg¢sto$¢ wyniosta ponad 5 %, co wskazuje na
mozliwo$¢ zastosowania zestawu do kontroli pochodzenia, zmiennosci genetycznej, czy
analiz populacyjnych. Bez watpienia sg to interesujace, gléwnie z punktu widzenia praktyki,
wyniki. W koncowej czgsci omdéwienia wynikow Autorka dokonata oceny polimorfizmu SNP
wszystkich ras koni w uwzgl¢dnieniem dwodch typow regionalnych koni zimnokrwistych, a
uzyskane wyniki analizy statystycznej przedstawiono w dwodch tabelach, zamieszczajac je na

koncu pracy w rozdziale ,,Aneks”.

Zakres i1 ukltad tej czgsci pracy zostal wykonany poprawnie, a drobne uchybienia
wymienitem wczesniej. Uzyskane wyniki zostaly dostatecznie szczegblowo przedstawione, w
oparciu o analize statystyczna, co wskazuje na dobre przygotowanie praktyczne i naukowe

Doktorantki.

W rozdziale ,,Dyskusja” Autorka przyjeta podobny uklad chronologiczny, jak podczas
omawiania wynikow. W pierwszej kolejnosci ustosunkowala si¢ zmiennos$ci genetycznej i
struktury populacji na podstawie markeré6w mikrosatelitarnych stuzacych do identyfikacji
osobniczej i kontroli pochodzenia. W tym podrozdziale wyodrebnita charakterystyke
genetyczng czterech badanych ras koni, w tym z uwzglednieniem dwoéch typow regionalnych
oraz analiz¢ ich struktury genetycznej. W kolejnym podrozdziale ocenita zmiennos¢
genetyczng i struktur¢ populacji na podstawie markeréw SNP, dokonujac charakterystyki
genetycznej wybranych ras koni w oparciu o markery SNP, a nastgpnie okreslita obecne
perspektywy zastosowan tych markerébw w kontroli pochodzenia koni. Autorka
ustosunkowata si¢ do tych w/w zagadnien odnoszac je do badan innych autoréw. Literatura
wykorzystana w tym rozdziale zostata dobrze dobrana, jest aktualna i prawidlowo cytowana.
Swiadczy ona o dobrym warsztacie badawczym i nalezytym teoretycznym przygotowaniu
Doktorantki do problemu badawczego podjetego w pracy doktorskiej. Jednoczesnie na jej tle

widaé, Zze oceniana dysertacja ma aspekty odkrywczosci, co potwierdza zestaw wilasnych
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markerow SNP, ktéry moze zosta¢ wykorzystany do kontroli rodowodow koni (ich
pochodzenia), czy tez analizy zmiennosci genetycznej populacji. Na str. 58 (drugi wiersz od
goéry) zauwazylem drobng pomytke dotyczgca powolania si¢ na tabele 2, a de facto chodzi o
tabele 5.

Efekty swoich badan Autorka podsumowata w rozdziale ,,Wnioski”. Sformutowata
siedem stwierdzen i wnioskow, ktére w swej tresci odzwierciedlajg uzyskane wyniki oraz
potwierdzaja realizacj¢ przyjetego celu badawczego i metody, jakie zastosowano w celu jego
osiggni¢cia. Uwazam, Ze majg one istotne znaczenie poznawcze i aplikacyjne, a tym samym

w czesci moga by¢ wykorzystane w praktyce.

Jak wynika z rozdziahlu ,Literatura” Doktorantka w swojej dysertacji wykorzystata 95
pozycji literatury, w tym 9 stron internetowych, co do ktérych mam uwage, iz nie podata daty
ich dostgpu. Liczba pozycji literatury jest stosunkowo skromna, jednak nalezy podkresli¢, ze
jest ona merytorycznie w pelni uzasadniona, co podkreslalem wczesniej i sklada si¢ gldwnie z
oryginalnych prac naukowo-badawczych, w zdecydowanej wiekszosci anglojezycznych, z

ktérych (pomijajac strony internetowe) 50 % zostato opublikowanych w ostatniej dekadzie.

W ostatnim rozdziale ,,Aneks” Autorka zamiescita m. in. wykresy, przyktady analiz
markeré6w genetycznych oraz selekcji markerow wiasnego panelu, jak rowniez wartosci
wskaznikow polimorfizmu dla poszczegdlnych SNP-6w w odniesieniu do markerow 53 JPN
System i marker6w wiasnych. Nalezy stwierdzié, ze rozdziat ten jest dobrym uzupelnieniem

uzyskanych wynikéw badan, tym samym podnosi wartos¢ ogolng pracy.

W ocenie koncowej chciatbym doda¢, iz w pracy znalazly si¢ drobne pomyiki, jak
rowniez tzw. literdwki i niepoprawnosci stylistyczne ale generalnie jest ich niewiele i sadzg,
ze przy przygotowywaniu pracy do druku Autorka naniesie stosowne poprawki. Niemniej
chcialbym podkreslié, ze te wszystkie uwagi krytyczne, jakie poczynilem w niniejszej

recenzji, w zadnej mierze nie obnizajg wartosci merytorycznej ocenianej dysertacji.

Uwzgledniajac powyzsza oceng, warto$¢ naukows i praktyczng niniejszej pracy
stwierdzam, Ze oceniana rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Bieniek, pt.
»Charakterystyka genetyczna wybranych ras koni z zastosowaniem polimorfizmu sekwencji
mikrosatelitarnych i markeréw SNP”, przygotowana pod kierunkiem naukowym dr hab. Anny
Radko, prof. IZ, spetnia wymogi stawiane tego typu pracom, okreslone w ustawie z 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. z 2017r., poz. 1789) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. —
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Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r.
poz. 1696, z p6zn. zm.), a tym samym jest osiggni¢ciem naukowym Doktorantki w zakresie
dziedziny nauk rolniczych, dyscypliny zootechnika i rybactwo. W zawigzku z powyzszym
przedkladam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Zootechniki — PIB w Krakowie, o

przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Bieniek do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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