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Wprowadzenie

W erze postgenomiczej, dzigki dysponowaniu pelnymi sekwencjami nukleotydowymi

wielu gatunkéw zwierzat gospodarskich, pojawiaja si¢ nowe mozliwosci analizy genetycznej.
Odkrycie jednonukleotydowych polimorfizméw (SNP) rozproszonych wzdluz calego genomu w
polaczeniu z wysokowydajnymi technikami genotypowania (mikromacierze) stworzylo nowa
sytuacje, w ktorej genetyczna warto$¢ cech moze by¢ szacowana bez znajomosci fenotypu.
Dostep do tej informaciji nie jest ograniczony ani do wieku, ani plci czy stanu fizjologicznego. Ta
rewolucyjna zmiana najpelniej wyraza si¢ w selekcji genomowej bydla, ktora stata sie rutynowa
metoda stosowana przez hodowcdéw w wielu krajach, w tym takze w Polsce.
Poza szacowaniem genomowej warto$ci hodowlanej, genotypowanie zwierzat umozliwia
pozyskanie danych przydatnych do dodatkowych typow analiz, np. kontroli pochodzenia czy
wykrywania nosicieli defektéw genetycznych. Ponadto, mozliwa jest ocena stopnia
homozygotycznosci  okreslonej  populacji  zwierzat  poprzez uzycie tzw. ciagow
homozygotycznosci (ROH — runs of homozygosity), tj. identycznych serii homozygotycznych
SNP oddziedziczonych od obojga rodzicéw. Przyjmuje si¢, ze dlugie ROH $wiadcza o bliskim
spokrewnieniu osobnikéw, a krotkie sa wynikiem wigkszej liczby crossing-over i dlatego
reprezentuja dalsze spokrewnienie. Poznanie dtugosci 1 liczby ROH moze by¢ zatem uzyteczne w
badaniach filogenetycznych, w ocenie chowu wsobnego czy w §ledzeniu proceséw selekcyjnych,
w tym takze typowaniu subregionéw genomu, w ktérych ujednolicenie genetyczne wyrazone
przez ROH §wiadczy o obecnosci genéw warunkujacych cechy uzytkowe podlegajace selekcji.

W tym wlasnie nurcie naukowych eksploracji miesci si¢ dysertacja doktorska Pana mgr
inz. Tomasza Szmatoly, ktéry podjat si¢ proby kompleksowej charakterystyki ROH dla 11 ras
bydla hodowanego w Polsce. Ze wzgledu na oryginalny cel pracy, unikalno$¢ zastosowanych
danych oraz nowoczesny charakter metod badawczych, prace t¢ nalezy uznaé za interesujaca i
warto§ciowa w dyscyplinie naukowej zootechnika.

Calo$¢ dysertacji jest napisana zwigzlym i precyzyjnym jezykiem naukowym, w sposéb
przejrzysty 1 logiczny. Praca ma typowy uklad klasycznej rozprawy doktorskiej liczacej tacznie 102
strony znormalizowanego maszynopisu zawierajacego wstep, cel pracy, materialy i metody,
wyniki badan, dyskusj¢ oraz wnioski. Zawiera takze wykaz skrotéw, streszczenie oraz spis

pi$miennictwa, na ktéry sklada si¢ 95 pozycji, $ciSle odnoszacych si¢ do tematu dysertacji.
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Ponadto zaopatrzona jest w materialy uzupelniajace ukazujace ksztalt wzorcéw ROH dla
poszczegdlnych chromosomoéw 1 kazdej z badanych ras oraz liste gendéw lezacych w regionach o
wysokiej czgstosci wystegpowania ROH w kazdej z ras.

Czytajac prace odnosi si¢ bardzo pozytywne wrazenie wynikajace z umiejetnego polaczenia

aktualnej tematyki 1 nowoczesnego warsztatu badawczego.

Uwagi i komentarze

Tytut pracy

Tytul pracy koresponduje z czterema pierwszymi celami pracy. Ostatnie dwa cele, tj.
dotyczace identyfikacji gendéw kandydujacych w regionach o szczegdlnie wysokim stopniu
wystepowania ROH oraz obliczenie wspolczynnika inbredu genomicznego, nie sq zapowiedziane
w tytule pracy. Mozna to zrozumie¢ jako che¢ unikniecia zbyt diugiego tytulu, jednak zasada
nadrzedna powinna by¢ maksymalna adekwatnos$¢ tytulu do tresci. Przykladowo, alternatywny
tytul o brzmieniu ,,Charakterystyka ciggéw homozygotycznosci i ich wykorzystanie do
szacowania wspolczynnika inbredu i identyfikacji sygnatur selekcji u wybranych ras bydla”,

pelniej oddawalby zawartos¢ pracy.

Wstep

Wstep napisany jest w sposob bardzo przejrzysty i kompetentny o czym $wiadczy trafny i
aktualny dobor literatury. Szczegdlnie doceni¢ nalezy ten fragment, w ktérym Autor opisuje
techniczne kryteria identyfikacji ROH, takich jak liczba SNP, minimalna dlugos¢ ROH,
minimalne odstepy miedzy homozygotycznymi SNP, maksymalna liczba heterozygotycznych
SNP w obrebie ROH. Znajomos¢ tych ograniczen swiadczy o dobrym przygotowaniu Autora do
wykonania analiz, ktére przy zbyt duzej dowolnosci przyjetych kryteriéw, moga wygenerowac
zupelnie inne wyniki charakteryzujace ROH.
We wstepie Autor nie zamiescit omowienia trzech prac, ktére z jego udzialem zostaly juz
opublikowane, a ktére wyraznie koresponduja z wybranymi elementami ocenianej pracy. Chodzi
o prace:
Gurgul i wsp. (2016), ktora ukazala si¢ w Journal of Animal Breeding and Genetics pod tytulem
“Identification of genome-wide selection signatures in the Limousin beef cattle breed”;
Gurgul 1 wsp. pt.: “The use of runs of homozygosity for estimation of recent inbreeding in

Holstein cattle” (Journal of Applied Genetics 2016);



Szmatota i wsp. (2016) pt.: Characteristics of runs of homozygosity in selected cattle breeds
maintained in Poland (Livestock Science).

Pierwsza z prac nie zostala w ogéle zacytowana w dysertacji, do drugiej Autor krétko odniodst si¢
w rozdziale Dyskusja, a trzecia jest zdawkowo przytoczona na stronie 16.

We wszystkich przypadkach jednak brakuje wyraznego sprecyzowania, w jakim zakresie wyniki
juz opublikowane s3 ponownie przytoczone przez Autora w ocenianej pracy, a w jakim stopniu

stanowig autonomiczna analize.

Cel pracy

W rozdziale tym precyzyjnie sformulowano 6 szczegdélowych celow. Cele te sg
nowatorskie i zapowiadajq uzyskanie nowej wiedzy natury gléwnie poznawczej, zwlaszcza w
przypadku ras zachowawczych bydla, to jest dla bydta rasy polskiej czerwonej, polskiej czarno-

biatej, polskiej czerwono-bialej 1 bialogrzbiete;.

Materiat i metody

Badania wykonano na 1931 osobnikach reprezentujacych 11 ras bydla utrzymywanego w
Polsce. Zauwazalna jest znaczna dysproporcja w liczebnosci poszczegdlnych ras, wahajaca si¢ od
77 sztuk u bydla rasy Hereford do 299 sztuk u bydla rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany
czarno-bialej. Ten fragment powinien by¢ nieco lepiej opisany aby uwiarygodni¢ losowosé proby,
np. poprzez liczbe stad, z ktoérych pochodzily badane zwierzeta, liczbe ojcéw po ktorych
pochodzily badane osobniki czy opis metody losowego wyboru (z jakiej puli i w jaki sposob
losowano). Wiadomo, ze liczba osobnikéw wplywa na frekwencje genotypow i alleli, a tym
przypadku na liczbe 1 dlugos¢ ROH. Rasa Hereford, w poréwnaniu do innych ras,
reprezentowana jest najmniej licznie 1 jednoczesnie bardzo wyrdznia si¢ zarowno w liczbie ROH
jak 1 sumie dlugosci ROH. Ta koincydencja wzbudza naturalne podejrzenie, czy rzeczywiscie jest
to proba reprezentatywna.
W legendzie tabeli 1 powinny by¢ rozwinigte skréty ras. Cho¢ dla wigkszosci z nich skrét
domyslnie sugeruje petna nazwe, nie dotyczy to skrétéw ZR czy ZB.
Prawidlowo przyjeto wskazniki filtracji jakosci genotypéw CallRate (95%), GenCall (0,7) i
GenTrain (>0,4), cho¢ w przypadku CallRate jest on inny niz w pracy Szmatola i wsp. (2010).
Podobnie inna jest tez ostateczna liczba SNPs zastosowana w analizach statystycznych (42787 w
niniejszej pracy i powyzej 46 tysiecy w publikacji).
Przyjeta wielko$¢ pieciu kategorii dltugosci ROH jest typowa dla tego typu prac, podobnie jak
poziomy dopuszczenia heterozygot oraz liczba nieoznaczonych genotypéw w poszczegdlnych
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kategoriach ROH. Za adekwatna takze nalezy uzna¢ metode obliczania genomicznego
wspolczynnika inbredu zaczerpnieta z pracy McQuillana i wsp. (2008), gdyz jest ona najczescie]
stosowana przez innych autorow.

Z metodyki pracy wynika, ze przyjeto wlasng metode identyfikacji regionéw genomu o wysokiej
czestodci wystepowania ROH, czyli tzw. ,,ROH hotspots”. Za wyznaczniki takich miejsc uznano
te SNPs, ktore stanowily zaledwie 1% najwyzszych wartosci ich wystapien w danej populacji. To
do$¢ wymagajace kryterium miato decydujacy wplyw na wyniki realizacji celéw nr 4 1 5 pracy, a
wiec identyfikacje sygnatur selekcji 1 gendw kandydujacych podlegajacych kierunkowej selekcii.
Trzeba w tym miejscu szczegélnie doceni¢ logike 1 adekwatno§é zastosowanych metod,
szczegblnie w zakresie uzycia programéw komputerowych do bioinformatycznej obrébki

danych.

Wyniki

Wyniki badan nalezy uznac za ciekawe i1 wartosciowe. Po raz pierwszy otrzymaliSmy tak
obszerng charakterystyka ROH u wigkszosci ras bydta hodowanych w Polsce. Wykresy 11 2 oraz
tabele 2 i 3 pokazuja zaréwno réznice miedzy rasami, ale takze miedzy typami uzytkowymi.
Generalnie réznice te nie s zaskakujace, gdyz rasy mleczne znane z wigkszego inbredu
charakteryzuja si¢ wyzsza liczba ROH a rasy dwukierunkowe, w tym rasy zachowawcze —
mniejsza liczba ROH. Grupa trzech ras typu migsnego wykazuje wartosci posrednie, z wyjatkiem
rasy Hereford, ktéra znaczaco odbiega od wszystkich innych.
W tabeli 6 pokazano brak statystycznie istotnych réznic dla rozkladéw $rednich ilosci ROH
migdzy badanymi rasami, nawet migdzy rasami Hereford i polskiej czerwonej, gdzie réznice w
rozkladzie ilosci ROH byly wielokrotne (Tabela 5). W przypadku jednak $redniej sumy dlugosci
ROH w poszczegdlnych kategoriach ROH (Tabela 7), statystycznie istotne réznice miedzy
wieloma rasami zostaly stwierdzone (Tabela 8). Wizualne wrazenie powstale z poréwnania tych
tabel nasuwa pytanie — co jest przyczyng w ocenie statystycznej istotno$ci tych rdéznic
dotyczacych zaleznych od siebie cech ROH.
Jesli chodzi o wartosci genomicznego wspolczynnika inbredu koresponduja one z wezesniejszymi
charakterystykami ROH, co klarownie pokazuje Wykres 3 i szczegélowo dokumentuje Tabela 9.
Zgodnie z oczekiwaniami najwyzsza warto$¢ inbredu zaobserwowano u rasy Hereford, rasy
holsztynisko-fryzyjskiej odmiany czarno-bialej i rasy Montbeliarde co potwierdza si¢ dla kilku
kategorii ROH (>1 Mb, >2Mb i >4 Mb). Najnizszy wspdlczynnik inbredu stwierdzono dla

pozostatych ras migsnych oraz ras zachowawczych. Na stronie 33 wkradl si¢ prawdopodobnie



btad — dla tych ras podano zbyt szeroki zakres tego wspotczynnika od 0,025 do 0,40; powinno
chyba by¢ od 0,025 do 0,04.

Przyjeta metoda typowania regiondw genomu o najwyzszej czestosct ROH pozwolita na
stworzenie tzw. wzorcow ROH dla kazdej z ras, ktérych pozycje wskazano orientacyjnie (Wykres
4 1 5) oraz precyzyjnie (Tabela 10). Wykres 4 pokazuje w zasadzie brak wyraznych takich
regiondw u ras zachowawczych, natomiast u ras mlecznych i migsnych pojawiaja si¢ wyrazne piki,
szczegolnie widoczne u ras Limousin i Charolaise. Trudno dostrzec, aby wszystkie rasy nalezace
do jednego typu uzytkowego mialy jaki§ charakterystyczny wspolny wzorzec ROH, chociaz
pewne podobienstwo wida¢ dla obu odmian rasy holsztynsko-fryzyjskie;.

Wykres 5 pokazuje indywidualne chromosomy, dzi¢ki czemu mozemy dostrzec czy wystepuja
regiony o najwyzszej czestosci wystgpowania ROH wspdlne dla kilku ras. Takie regiony
wystepujg na wielu chromosomach, m. in. na chromosomie 6, 14 1 16. Sa to regiony stosunkowo
duzej wielkosci, stad liczba genéw znajdujacych si¢ w ich obrebie jest znaczna (od 98 od 250).
Cickawa wydaje si¢ analiza wskazujaca na wystegpowanie genow lezacych w obrebie wspolnych
ROH hotspots dla kilku ras (Wykres 6). Pewne zaskoczenie budzi fakt braku takich genéw dla 4
ras mlecznych 1 3 ras migsnych.

W Tabeli 11 w legendzie uzyto terminu ,,Procesy metaboliczne” zamiast ,,Procesy biologiczne”.
Procesy metaboliczne stanowig jedna z klas proceséw biologicznych, wymieniona zreszta w
przedostatniej pozycji. Zastanawia takze to, dlaczego odmiany tej samej rasy (HO i RW) tak
znaczaco roznia si¢ liczba gendw zaangazowanych w procesy komoérkowe (2-krotnie), lokalizacje

(ponad 3-krotnie) czy procesy metaboliczne (prawie 2-krotnie).

Dyskusja

Dyskusja wlasnych wynikow wskazuje, ze sa one ogodlnie zbiezne z uzyskanymi przez
innych autorow. Brakuje w jej jednak odniesienia do wlasnych wynikéw opublikowanych
wczedniej. Dyskusja taka jest konieczna, je§li uzyskane rezultaty maja charakteryzowac
poszczegdlne rasy w mozliwie aktualny 1 obiektywny sposob.
Szczegolnie konieczne jest szersze oméwienie wynikow pracy Szmatola i wsp. (2016) pt.:
“Characteristics of runs of homozygosity in selected cattle breeds maintained in Poland”
(Livestock Science), ktorej tytul jest niemal identyczny z tytulem dysertacji. Poréwnanie liczby
osobnikéw w dysertacji 1 rzeczonej publikacji ujawnia réznice w przypadku rasy holsztynsko-
fryzyjskiej (853 sztuki bez podziatu na odmiany wobec 299 dla HO 1 231 dla RW), co jak

przypuszczam, wplyneto na uzyskane wyniki badan. Widac to zaréwno w tabelach jak i



wykresach. Zachodzi zatem pytanie, ktore wyniki sg blizsze prawdy. Zastanawiajace jest to, ze
Autor nie omawia w Dyskusji tych réznic i nie prébuje ich wyjasnic.
Podobna uwaga dotyczy pracy Gurgul i wsp. (2016) pod tytulem “Identification of genome-
wide selection signatures in the Limousin beef cattle breed”. Pracy tej Autor nie zacytowal i nie
omowil. Czy regiony nazwane przez Autora w tej publikacji jako ,,selection footprints” pokrywajq
si¢ z regionami o najwyzszej czestosci wystegpowania ROH dla rasy Limousin zamieszczonymi w
tabeli nr 10 dysertacji? Z metodyki obu prac wynika, ze w analizie uzyto prawie takiej samej liczby
osobnikow (197 vs 201). Czy byly to te same zwierzeta czy inne? Na czym polega uzycie ROH
do wytypowania ROH hotspots, a na czym tzw. core haplotypes? Odpowiedzi na takie pytania
powinny by¢ omoéwione w Dyskusji w odpowiednim rozdziale ocenianej pracy. Jesli Autor,
poniekad stusznie, w swojej dysertacji zawarl duzo szerszy zakres analiz obejmujacy 11 ras,
powinien réznice te omoéwic¢ uwypuklajac oryginalnos¢ wynikéw dotychcezas niepublikowanych
czy ewentualne korzysci plynace z lacznej analizy.
W zwigzku z tym trudno si¢ zgodzi¢ z ostatnim zdaniem sformutowanym w ,,Podsumowaniu
wstepu”, ze ,,Badania przeprowadzone w niniejszej pracy doktorskiej sq pierwszymi
wielkoskalowymi badaniami ROH przeprowadzonymi u bydia utrzymywanego w Polsce”.
Mozna je uznac za stuszne w przypadku 7 ras, natomiast w przypadku 4 innych ras zostaly one
juz opublikowane i niezaleznie od réznic trudno uznac je za ,,pierwsze”.
W podrozdziale dotyczacym ROH jako miary inbredu, przytoczone sa prace innych autorow
$wiadczace o dos¢ wysokim wskazniku korelacji miedzy genomicznym wspolczynnikiem inbredu
a tradycyjnym wspolczynnikiem inbredu opartym na danych rodowodowych. Nie znajduje to
potwierdzenia we wczesniejszej pracy z udzialem Autora (Gurgul i wsp. 2016), gdzie te wskazniki
byly duzo nizsze. Co prawda Autor podaje prawdopodobng przyczyne tej rozbieznosci, ale nie
konkluduje, ktéra metoda obliczania korelacji jest bardziej wlasciwa co byloby pomocne w ocenie
praktycznej przydatnosci genomicznego wspolczynnika inbredu. Ma to znaczenie w sytuaciji
upowszechniajacej si¢ oceny genomowej bydla, stwarzajacej mozliwosci do rutynowego
stosowania ROH w ocenie inbredu. W tym miejscu cenna bylaby opinia Autora, czy inna metoda
obliczania korelacji, jest w stanie ewentualnie skorygowac w literaturze naukowej wrazenie, ze u
polskiego bydta holsztynsko-fryzyjskiego inbred oparty o badania ROH i rodowody jest dos¢
dalece rozbiezny, co moze sugerowaé niska jakos¢ rodowodow bydta w Polsce.

Dyskusja tej czesci wynikow, ktora dotyczy tzw. ROH hotspot jest przekonywujaca 1 w
wielu przypadkach znajduje potwierdzenie w badaniach innych autoréw. Najciekawszym i
nowatorskim rezultatem wydaje si¢ stwierdzenie w obr¢bie ROH hotspots 13 genéw wspodlnych

dla czterech ras zachowawczych (Wykres 6), ktére Autor nieco blizej charakteryzuje na str. 57.



W calej pracy brakuje mi elementu pokazujacego jak w czasie mogly zmienia¢ si¢
zarowno liczba jak 1 dlugo§¢ ROH u tej samej rasy, co stanowiloby jeszcze bardziej
przekonywujacy dowdd na istnienie sygnatur selekcji w postaci ROH. Taka analiza wymagataby
przebadania subpopulacji osobnikéw tej samej rasy z réznych okresow selekeji. W materiale jakim
Autor dysponuje takie analizy sa potencjalnie mozliwe w dwoch przypadkach. Zwazywszy na
fakt, ze bydlo polskie holsztynsko-fryzyjskie obu odmian powstato poprzez dolew krwi HF do
rasy polskiej czarno-bialej 1 polskiej czerwono-bialej trwajacy od ponad 40 lat — nasuwa si¢
sugestia, ze by¢ moze glebsza analiza poréwnawcza tych grup rasowych doprowadzilaby do
wskazania miejsc w genomie, w ktérych doszlo do najbardziej znaczacych zmian

heterozygotycznosci.

Podsumowanie i wniosk:

W koncowej czedci dysertacji znajdujemy siedem przekonywujaco sformutowanych
konkluzji, ktore w pelni odzwierciedlaja uzyskane wyniki badan.
We wniosku nr 1 brakuje odniesienia, wobec ktérego Autor ocenia, ze wystepowanie ROH jest
,»czestym” zjawiskiem w genomach analizowanych ras bydla. Jak pokazuja wyniki ta czgsto$¢ jest
zroznicowana w zaleznosci od rasy, czy grup ras. Wniosek drugi to potwierdza. Oba wnioski
mozna by polaczy¢ w jeden.

Unikatbym sformutowania ,,rasy komercyjne”, a pozostawil pojecie — rasy produkcyjne.

Pismiennictwo
W wykazie pismiennictwa nie mozna znalez¢é dwéch zacytowanych w dysertacji pozyciji:

Willimas 1 wsp. (2015) na str. 17 1 Meszaros 1 wsp. (2015) na str. 55.

Whniosek koncowy

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi i komentarze stanowia element naukowego
dyskursu. Za nieuzasadnione uznaj¢ zubozenie dyskusji wynikéw przedstawionych w pracy o
wyniki uzyskane przez Autora we wczesniej opublikowanych swoich pracach. Przypuszczam, ze
to nie pomniejszyloby wartosci merytorycznej ocenianej rozprawy doktorskiej, lecz przeciwnie,
pozwoliloby na lepsze poznanie réznic pojawiajacych si¢ w tego typu analizach, wynikajacych z
przyjetej metodyki czy nieco innego materiatu. Biorac to pod uwagg, sklaniam si¢ do opinii, ze
najbardziej oryginalna i warto$ciowq czesScia dysertacji jest charakterystyka ROH u kilku ras
zachowawczych utrzymywanych w Polsce, ocena ich genomicznego wspoélczynnika inbredu oraz

funkcjonalna analiza ROH hotspot pozwalajaca na lepsze zrozumienie molekularnego podloza
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szczegblnych cech tych ras. Niezaprzeczalnymi walorami dysertacji jest nowoczesny warsztat
badawczy i precyzyjny opis wynikéw. Na bazie osiagnietych wynikéw, skonfrontowanych z
najnowszymi badaniami z tego samego zakresu, wyciagnicto przekonywujace i trafne wnioski.
Dlatego, biorac pod uwage cala zawarto$¢ pracy stwierdzam, ze przedstawiona do oceny
dysertacja doktorska Pana mgr inz. Tomasza Szmatoly jest warto$ciowym dzietem
naukowym, zawierajacym szereg wynikow rozszerzajacych wiedze z zakresu zootechniki,
a w szczegolnosci genomiki bydta. W zwigzku z powyzszym stwierdzam, Ze rozprawa
doktorska Pana mgr inz. Tomasza Szmatolty pt. ,Charakterystyka ciagow
homozygotycznosci u wybranych ras bydfa” spelnia wymagania okreslone w ustawie z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 55, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami) oraz w Rozporzadzeniu
Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegdlowego trybu i warunkéw
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz
postepowaniu o nadanie tytulu profesora. Dlatego wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu
Zootechniki — Panstwowego Instytutu Badawczego w Krakowie o dopuszczenie Pana mgr inz.

Tomasza Szmatoly do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Olsztyn, 21 stycznia 2019 r. Prof. dr hab. Stanistaw Kaminski

Vi
v M



