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Obecnie prowadzone na bydle prace hodowlane glownie ukierunkowane sg na
doskonalenie cech funkcjonalnych zwierzat. Do nich wlicza si¢ wszystkie parametry
pozaprodukcyjne, ktore moga mie¢ wptyw na koszty produkcji czyli rozrodczo$¢, zdrowotnos$é,
wykorzystanie paszy, zdolno$¢ wydojowa i behawior. Znaczenie cech funkcjonalnych w relacji
do optacalnosci hodowli bydta i produkcji mleka wzrasta w miar¢ rosngcej przecigtnej
wydajnosci mlecznej krow. Wytwarzanie mleka jako proces fizjologiczny uzalezniony jest
bezposrednio od ptodnosci. Korzystne wartosci wskaznikow rozrodczych tj. wieku przy
pierwszym wycieleniu, indeksu unasienien, dlugo$ci cigzy oraz okresow: spoczynku
poporodowego, ustugi, migdzycigzowego 1 miedzywycieleniowego odgrywaja zasadnicza role
w cyklu reprodukcyjno-produkcyjnym krowy mlecznej i wptywajg w sposob bezposredni na
wskazniki optacalno$ci produkcji mleka. U krow wysokowydajnych niekiedy wystepuje po
ocieleniu ujemny bilans energetyczny zwigzany z niedostateczng podaza energii co skutkuje
wystagpieniem schorzen metabolicznych, a takze probleméw z rozrodem. Najczestszymi
przyczynami brakowan krow ze stada sg zaburzenia rozrodu. Plodnos¢ krow determinowana
jest gtownie srodowiskiem w ktorym przebywaja zwierzeta, aczkolwiek czynniki genetyczne
takze determinujg tg ceche.

Nowoczesne techniki analizy DNA pozwalaja na szczegdtowe poznanie struktury
genow zwierzat gospodarskich. Selekcja na podstawie oceny genotypu zwierzgcia jest
przydatna szczego6lnie w doskonaleniu parametrow, ktore fenotypowo trudniej jest okresli¢ np.
cechy rozrodu. Rozwoj genomiki strukturalnej i funkcjonalnej umozliwia wytypowanie |
zastosowanie markeréw genetycznych w hodowli zwierzat. Efekty markerow sumuje si¢ przy
zastosowaniu modeli statystycznych i w rezultacie otrzymuje si¢ tzw. genomowa warto$¢
hodowlang. Ocena genomowa oparta jest na bazie funkcjonalnych rozpoznanych
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu tzw. SNP. Stad ciagle aktualnym jest poszukiwanie
gendéw oraz identyfikacja ich polimorfizméw zwigzanych z poziomem cech uzytkowych u
zwierzat. Obecnie w przypadku bydta prowadzi si¢ badania asocjacyjne calego genomu, ktore
umozliwiaja réwnoczesng identyfikacja tysiecy SNP oraz pozwalajg na okreslenie ich zwigzku
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z dang cecha. Mechanizm ekspresji informacji genetycznej zawartej w postaci sekwencji
nukleotydowej DNA ma charakter ztozony i wieloetapowy. Istotng rol¢ w tych procesach
odgrywaja polimorfizmy dotyczace regiondow regulatorowych i promotorowych genu. Bowiem
w tych miejscach zlokalizowane sg rdéznorodne motywy regulatorowe m.in. wigzania
czynnikow transkrypcyjnych, ktore wspoétdziataja ze soba w procesie ekspresji informacji
genetycznej. Polimorfizmy zmieniajace strukture motywow regulatorowych moga oddziatywac
na proces transkrypcji wpltywajac na ilo$¢ i funkcjonalno$¢ powstaltego biatka.

Podjety przez mgr inz. Sar¢ Tabor-Osinskg temat dysertacji doktorskiej jest interesujacy
I aktualny ma takze duze znaczenie utylitarne. Autorka poszukiwata zaleznosci migdzy
wariantami genetycznymi gendw o potencjalnym wplywie na poziom cech rozrodczych, a
wielko$cia wybranych wskaznikéw ptodnosci U krow rasy jersey i polskiej holsztynsko-
fryzyjskiej odmiany czarno-biatej. Badania dotyczyly polimorfizmu w regionach
promotorowych i regulatorowych bydlecych genéw insulinopodobnego czynnika wzrostu 1
(IGF-1), receptora estrogenowego 1 (ER1) i genu specyficznego dla oocytow (JY-1).

Badania doktorantki wlaczaja si¢ w nurt biezacych poszukiwan gendéw oraz
identyfikacji ich form polimorficznych mogacych mie¢ prawdopodobny wptyw na poziom cech
reprodukcyjnych u bydta. Wybor gendéw moze mie¢ zwigzek z poziomem cech rozrodczych
krow, gdyz ich rola biologiczna polega na regulacji proceséw reprodukcyjnych u samic. A
ponadto polimorfizm regionéw promotorowych i regulatorowych genow IGF-1, ER1, i JY-1
moze warunkowac ilo$¢ 1 zmienno$¢ kodowanych biatek. Dlatego wybdr tematyki badawcze;j
przez mgr. inz. Sar¢ Tabor-Osinska uwazam za trafny i mogacy wnie$¢ nowa wiedzg w zakresie
wyjasnienia molekularnych mechanizméw regulujacych zmienno$¢ cech reprodukcyjnych u
krow mlecznych.

Uktad pracy

Rozprawa ma forme klasycznej monografii i obejmuje 87 stron maszynopisu. Praca
oprocz: ,,Wykazu skrotow (s. 5-8), ,,Aneksu” (s. 81-83), ,,Streszczenia” (s. 84-85) i,,Abstractu”
(s. 86-87), zawiera rozdziaty gtowne tj.: ,,Wstep” (s. 9-10), ,,Przeglad pi$miennictwa” wraz z
trzema podrozdziatami (s. 11-34), ,,Cel pracy” (s. 35), ,,Materiat i metody” wraz z pigcioma
podrozdziatami (s. 36-41), ,,Wyniki” wraz z czterema podrozdziatami (s. 42-55), ,,Dyskusje”
(s. 56-65), ,Stwierdzenia i wnioski” (s. 66) oraz ,Bibliografie” (s. 67-80). W pracy
zamieszczono 5 wykresow, 14 rycin 1 17 tabel z czego 5 zawarto w ,,Aneksie”.

Ocena szczegolowa pracy

W rozdziale ,,Wstgp” w sposob syntetyczny, ale jednoczesnie wyczerpujacy
wprowadzono do tematyki dysertacji doktorskiej jak rowniez przedstawiono celowo$é
prowadzenia zamierzonych badan.

Kolejny z rozdzialow ,,Przeglad piSmiennictwa” stanowi obszerny fragment pracy. W
tej czesci opracowania przedstawiono dotychczasowe osiggnigcia naukowe w zakresie podjetej
tematyki badan. Doktorantka z duza starannos$cia w sposob doktadny i wnikliwy opisala
pelniong funkcje biologiczng insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF — 1), receptora
estrogenowego 1 (ER 1) i bydlgcego, specyficznego dla oocytow biatka (JY — 1). Rozdziatl ten
zawiera takze podrozdziaty charakteryzujace strukture, ekspresje i polimorfizm genéw: IGF
-1, ER 11JY — 1. W przypadku dwoch pierwszych wymienionych genow (IGF — 1, ER 1)
opisano rowniez zaleznosci migdzy ich wariantami genetycznymi a wydajnoscia reprodukcyjng
krow. Nalezy podkresli¢, ze ta cze$¢ dysertacji zostala napisana w sposob interesujacy a
zarazem szczegotowy co wymagato przegladu duzej liczby pozycji literatury gldwnie
obcojezycznej powiazanej z tematyka dysertacji doktorskiej. Swiadczy to o dobrej znajomosci



problematyki badawczej i wysokim merytorycznym przygotowaniu Doktorantki do realizacji
podjetego celu pracy.

Cel pracy zostat jasno postawiony i dotyczyt analizy zwigzku miedzy wariantami
polimorficznymi w regionach regulatorowych genéw IGF-1, JY — 1 i ER 1 a wybranymi
cechami rozrodu u krow tj.: wiekiem przy pierwszym wycieleniu, skuteczno$cig zaptodnienia,
masg cielgcia oraz dlugoscig okresow: przestoju poporodowego, miedzywycieleniowego,
miedzycigzowego I ciazy.

W tym rozdziale Autorka réwniez umiescita trzy hipotezy badawcze. Zostaty one
sprecyzowane w sposob zrozumiaty i logiczny. W pierwszej hipotezie badawczej zalozono, ze
wystepowanie ewentualnej zmienno$ci w obszarze regulatorowym genu insulinopodobnego
czynnika wzrostu 1 (IGF-1, GenBank: AF017143) moze kreowa¢ lub znosi¢ potencjalne
wigzania czynnikow transkrypcyjnych przektadajac sie na poziom ekspresji IGF-1, co moze
mie¢ zwigzek z poziomem cech reprodukcyjnych u krow. W drugiej z kolei Doktorantka
zaktada, ze zmienno$¢ sekwencyjna w obszarze 3’UTR genu specyficznego dla oocytow (JY -
1, GenBank: JF262042.2) moze przypuszczalnie wptywaé na stabilnos¢ mRNA bydlecego,
specyficznego dla oocytéw biatka (JY — 1) 1 wigzanie z biatkami wspomagajacymi jego
transport do cytoplazmy oraz wydajnos¢ translacji. Te procesy mogg mieé¢ powigzanie z
ekspresja biatka specyficznego dla oocytow (JY — 1) oraz funkcjami rozrodczymi krow. Trzecia
hipoteza badawcza, zaktada, ze zmiany sekwencyjne w regionie promotorowym genu receptora
estrogenowego 1 (ER 1, GenBank: AY340597) moga wptywac na poziom ekspresji receptora
dla estrogenow i ksztaltowaé parametry rozrodu kréw. Postawione hipotezy badawcze sg
wlasciwe 1 dobrze przemyslane wynikaja z szczegdtowej analizy dostgpnej literatury
dotyczacej funkcji oraz powigzania badanych genéw z réoznorodnymi $ciezkami sygnatowymi
organizmu krowy zwiazanych z jego reprodukcja.

Jednakze, w mojej opinii hipotezy badawcze powinny by¢ umieszczone w osobnym
rozdziale czy podrozdziale lub tez ewentualnie razem z celem pracy (tak jak to jest w niniejszej
dysertacji), lecz wowczas rozdzial taki powinien by¢ nazwany ,,Cel pracy i hipotezy
badawcze”. Taka formuta pracy bytaby bardziej przejrzysta.

Rozdziat ,,Material i metody” sktada si¢ z pigciu podrozdziatow, przy czym trzeci z nich
tj.: 4.3 ,,Oznaczanie genotypéw” zawiera trzy punkty. Badania zostaty przeprowadzone w
obrebie dwoch ras krow mlecznych pochodzacych z trzech stad. W pierwszym stadzie liczba
osobnikéw doswiadczalnych wynosita 758 krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany
czarno-biatej. Natomiast krowy rasy jersey objete badaniami pochodzity z dwoch odrgbnych
stad, taczna ich liczba wynosita 233 osobniki. Szkoda, ze podrozdziat 4.1 ,,Materiat badawczy”
nie zawiera informacji dotyczacych warunkoéw utrzymania kréw ich struktury wiekowe;,
poziomu produkcyjnego i systemu zywienia. Bowiem sg to czynniki z grup srodowiskowych i
fizjologiczno-produkcyjnych, ktére mogly takze oddziatywaé na wielkos¢ uzyskanych
parametréw rozrodu krow. Zwlaszcza dotyczy to krow rasy jersey, ktore pochodzity z dwoch
odrgbnych stad. W przypadku kolejnych ewentualnie planowanych badan w celu
wyeliminowania wptywu czynnikow tj. wieku i poziomu produkcji mleka sugerowatbym, zeby
z grupy zwierzat doswiadczalnych wybra¢ jatlowice i zbada¢ zwigzek wariantow genetycznych
analizowanych gendéw z wybranymi parametrami rozrodu (np. skuteczno$cia zaptodnienia,
wiekiem przy pierwszym wycieleniu oraz dtugos$cia okresu ustugi inseminacyjnej i cigzy).
Autorka stosujac skrot myslowy podaje, ze jednym z czynnikéw poddanym analizie jest masa
cielecia, najprawdopodobniej dotyczy to urodzeniowej masy ciata oseska. W kolejnych
podrozdziatach tj.: 4.2 i 4.3 Doktorantka w sposob szczegdlowy przedstawita metodyke
dotyczaca: izolacji DNA, oznaczania genotypow wybranych genow do ktorych wykorzystano
techniki ACRS-RFLP (IFG-1) i PCR-RFLP (ER1 i JY-1). W podrozdziale 4.4 dokonano opisu
zastosowanych metod statystycznych. Szkoda, ze w planowanych obliczeniach dotyczacych
czestosci  wystegpowania poszczegdlnych alleli 1 genotypéw analizowanych miejsc



polimorficznych nie uwzglgdniono analizy okre$lajacej stan rownowagi genetycznej W
poszczegolnym locus. Bowiem taka informacja mogtaby §wiadczy¢ np. o stanie konsolidacji
genetycznej badanej grupy krow uwarunkowanej ukierunkowang pracg hodowlang. Wpltyw
czynnikow na cechy rozrodcze kréw analizowano wedtug poprawnie skonstruowanego modelu
statystycznego wykorzystujac pakiet oprogramowania Statistica 10.0 (StatSoft). W
podrozdziale 4.5 opisano metodyke analizy bioinformatycznej sekwencji regulatorowej P1
bydlecego genow IGF-1 i ER 1. Badania te polegaly na analizie predykcji potencjalnych miejsc
konsesusowych dla wigzania czynnikéw transkrypcyjnych w miejscu/poblizu analizowanych
substytucji genu IGF-1 i ER 1. W mojej opinii czgs¢ doswiadczalna opracowania zostata
prawidlowo zaplanowana, zorganizowana i przeprowadzona. Do tego typu badan liczba
zwierzat objetych doswiadczeniem byta wystarczajaca, aczkolwiek im wigcej jest osobnikdéw
genotypowanych w analizowanych miejscach polimorficznych tym mniejsze jest
prawdopodobienstwo wystepowania monomorfizmu. Praca pod wzgledem metodycznym za
wyjatkiem drobnych powyzej wymienionych spostrzezen nie budzi zastrzezen.

Rozdziat ,,Wyniki” sktada si¢ z czterech podrozdziatow. Pierwszy z nich (5.1) dotyczy
rezultatow badan wiasnych z zakresu identyfikacji wariantéw polimorficznych analizowanych
genow. W tym podrozdziale obok oméowienia wynikow badan wlasnych zamieszczono zdjgcia
zeli agarozowych przedstawiajace zamplikowane fragmenty badanych genow po rozdziale
elektroforetycznym oraz elektroforetyczny rozdziat fragmentow restrykcyjnych z oznaczonymi
genotypami. W rozdziale 5.2 podano frekwencje otrzymanych alleli i genotypow badanych
wariantow polimorficznych trzech genéw. W przypadku genu JY-1/Bsrl krowy jersey wykazaty
brak polimorfizmu (wystapit wytacznie dla tego locus wariant genetyczny TT). Autorka w tym
podrozdziale konfrontuje wyniki swoich badan z rezultatami uzyskanymi przez innych autorow
cytujac wiele pozycji literaturowych. Podobny uktad wystepuje w podrozdziale 5.4. W takie;j
sytuacji uwazam, ze obecne rozdzialy pracy ,,Wyniki” i,,Dyskusja” powinny by¢ polaczone we
wspolny rozdziat ,,Wyniki ich omowienie” lub ,,Wyniki i dyskusja”. W podrozdziale 5.3
opisano zwigzek migdzy wariantami polimorficznymi analizowanych gendéw a cechami
uzytkowosci rozplodowej krow. Autorka zaprezentowala te zaleznosci w sposob przemyslany,
szczegdtowy i kompletny. Wyniki analizy statystycznej przedstawiono w 10 tabelach z ktorych
5 umieszczono w ,,Aneksie”. Ponadto w rozdziale ,,.Dyskusja” znajduje si¢ 5 wykresow z
wynikami badan wtasnych. Uwazam, ze dla przejrzystosci 1 utatwionej analizy wynikéw 1
tendencji wystepujacych w tabelach i wykresach nalezatoby zgrupowacé je razem w jednym
rozdziale. Atutem pracy jest podjecie si¢ przez Doktorantkg zadania wskazania w obszarze
regulatorowym genow IGF-1i ER 1 przy wykorzystaniu analizy in silico potencjalnych miejsc
konsensusowych dla zdefiniowanych bydlgcych czynnikow transkrypcyjnych mogacych
réznicowac poziom ekspresji wyzej wymienionych gendw. Mogtoby to stwarza¢ podstawy do
wytlumaczenia zmiennosci cech reprodukcyjnych u kréw. Jednakze wyniki zaprezentowane w
podrozdziale 5.4 $wiadcza, o braku wystepowania w obszarze regulatorowym gendéw IGF-1 i
ER 1 miejsc wigzania dla czynnikoéw transkrypcyjnych.

W rozdziale ,,Dyskusja” wykorzystano duza liczbe tematycznie zwigzanych pozycji
literaturowych. Przedstawiona interpretacja wynikow $wiadczy o duzej znajomosci badanej
tematyki 1 o umiejetnosci prowadzenia wyczerpujacej dyskusji.

Rozdzial ,,Stwierdzenia 1 wnioski” posiada trzy punkty, ktére w pelni korespondujg z
zatozonym celem i hipotezami badawczymi. Sformulowane zostaty one jasno i poprawnie, a
tre$¢ ich wynika z otrzymanych rezultatdow badan. Cenng warto$cig pracy jest wykazanie
zmienno$ci w obrebie analizowanych gendéw, co umozliwilo poznaé przyczyny
migdzyrasowych roznic w relacji do okreslonego poziomu cech rozrodczych. Autorka
wykazata wystgpowanie zwigzku miedzy polimorfizmem w obszarze regulatorowym P1 genu
IGF-1/SnaBI z dlugoscig przestoju poporodowego u kroéw jersey oraz z skutecznoscig
zaptodnien i dlugoscig okresu miedzycigzowego u krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej



odmiany czarno-biatej. W przypadku rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-
biatej stwierdzono, rowniez istotne zalezno$ci miedzy wariantami genetycznymi genu JY-
1/Bsrl z dlugoscia cigzy i okresu migdzywycieleniowego. Z kolei zmiany sekwencyjne w
regionie promotorowym genu ER1 u krow jersey korclowaly z dlugoscig okresu
miedzywycieleniowego. Natomiast u krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany
czarno-biatej genotyp ER1/Bgll byl powigzany z przestojem poporodowym. W moim
przekonaniu rowniez dzieki uzyskanym rezultatom badan zostata poszerzona wiedza dotyczaca
genetycznych mechanizmow kontroli cech reprodukcyjnych u bydta.

Bibliografia pracy jest bogata i1 $cisle powigzana z tematyka opracowania. Ponad 93
% zamieszczonej literatury stanowig pozycje obcojezyczne. Niemalze wszystkie pozycje
literaturowe cytowane w tek$cie pracy sa umieszczone w ,,Bibliografii”.

Jednakze, przygotowujac prace do opublikowania sugerowatbym o ponowne jej
przejrzenie 1 poprawe nielicznych niedcistosci zwigzanych z cytowaniem literatury oraz
drobnych btedow edytorskich i stylistycznych.

Wszelkie uwagi i sugestie zawarte w tresci niniejszej recenzji wynikajg wylacznie z
drobiazgowosci 1 dociekliwo$ci recenzenta 1 nie umniejszajg wysokiej wartosci merytoryczne;j
dysertacji doktorskiej oraz jej pozytywnej oceny. Praca stanowi warto§ciowe opracowanie
naukowe o duzych walorach poznawczych i aplikacyjnych.

Ocena koncowa

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji dysertacja doktorska mgr inz.
Sary Tabor-Osinskiej pt. ,,Polimorfizm w regionach promotorowych i regulatorowych genéw
o potencjalnym wptywie na poziom cech rozrodczych krow ras jersey i polskiej holsztynsko-
fryzyjskiej odmiany czarno-biatej” w petni odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytutach z zakresu sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789).

Przedstawiajac ocen¢ pozytywna niniejszej pracy doktorskiej, zgtaszam wniosek do
Wysokiej Rady Wydziatu  Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o dopuszczenie mgr inz. Sary Tabor-Osinskiej
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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