Streszczenie

W dzisiejszych czasach prowadzone sg intensywne badania, ktérych celem jest poprawa
jakosci migsa wieprzowego. Jako$§¢ migsa to zespOt cech decydujacych o jego wartosci
uzytkowej oraz cech precyzujacych jego wartos¢ odzywceza dla konsumenta. Jednak,
dla wspétczesnego konsumenta sposrod licznych parametréw charakteryzujacych migso,
najwazniejsze s3. barwa, krucho$¢, soczysto$¢ oraz smak i zapach czyli parametry
organoleptyczne. Przyczyny powyzszego zjawiska posiadaja wieloczynnikowy charakter
1 obejmuja zardwno aspekty srodowiskowe, jak i genetyczne. Ich poznanie pod katem asocjacji
z jakoScig migsa wieprzowego moze Ww przysztosci umozliwi¢ selekcje zwierzat
o preferowanym wariancie genetycznym, ktorych migso charakteryzowaé sie bedzie
korzystnicjszymi parametrami jakosci migsa. Jest to priorytetowe zagadnienic dla hodowcow
i producentéw trzody chlewnej. W tym kontekscie analiza wariantéw polimorficznych genu
HK2 w aspekcie cech uzytkowych §win i parametréw jako$ci migsa wieprzowego mozna uznaé
za uzasadnione z powodu biologicznej roli w regulacji procesu glikolizy, a takze z uwagi
na charakter molekularny mechanizmu, wskazujgcego na zmienno$é kodowanych biatek.

Cel pracy. Celem niniejszej pracy byla detekcja polimorfizméw w genie kodujacym
heksokinazg 2 (HK2) u $wini domowej (tac. Sus scrofa domestica) oraz ustalenie potencjalnych
zaleznosci pomigdzy genotypami analizowanych fragmentéw genu a cechami uzytkowymi
Swin (tucznymi i rzeznymi) oraz wybranymi parametrami jako$ci migsa.

Materialy i metody. Badaniami objgto 722 osobnikéw 3 ras $win: polska biala
zwistoucha, wielka biata polska i pulawska. Zwierzgta utrzymywano w Stacjach Kontroli
Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej (SKURTCh) Instytutu Zootechniki PIB w Balicach.
Warunki utrzymania wszystkich osobnikéw byly takie same. Genomowe DNA wyizolowano
z tkanki mig$nia najdhuzszego grzbietu przy uzyciu zestawéw firmy A&A Biotechnology
(Polska): Sherlock AX oraz Genomic Mini. W pierwszym ctapie badan cksony w genie HK?2
zostaty poddane analizie za pomocg metody PCR-HRM. Wytypowane za pomocg tej techniki
fragmenty amplifikacji PCR, a otrzymane produkty zsckwencjonowano metodg Sangera.
W analizowanych fragmentach genu HK2 wykazano obecno$¢ 15 mutacji. Dla dwoch
zidentyfikowanych | polimorfizméw, zmian typu SNP znajdujgcych sig: w regionie
splicingowym eksonu 7 (g.68177052A>G) oraz w eksonie 12 (g.68167661C>T) opracowano
odpowiednig metod¢ molekularng (odpowiednio PCR-RFLP oraz PCR-ACRS) pozwalajaca
na oznaczenie frekwencji wybranych mutacji na wigkszej grupie zwierzgt. Analiza statystyczna

przeprowadzona zostata przy uzyciu pakietu SAS/STAT.



Wyniki. Uzyskane frekwencje wariantéw polimorficznych analizowanego genu
pokazujg, iz wystgpuje zmiennos¢ w obrebie genu HK2. Zidentyfikowane polimorfizmy
wykazujg istotng asocjacj¢ z wybranymi cechami tucznymi, rzeznymi oraz jako$cia migsa
u Swin roznych ras.

Whioski. Gen HK2 moze kandydowaé do miana genu markera genetycznego

wybranych cech tucznych.
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Abstract

Nowadays, intensive research is conducted to improve the quality of pork. The quality
of meat is a set of features that determine its utility value and features that determine
its nutritional value for a consumer. However, for a modem consumer, among the numerous
parameters that characterise meat, the most important are: colour, tenderness, juiciness, as well
as taste and smell, i.e. organoleptic parameters. The reasons for the above phenomenon are
multi-faceted and include both environmental and genetic aspects. Understanding them in terms
of association with the quality of pork may, in the future, enable the selection of animals
with a preferred genetic variant, whose meat will be characterised by more favourable meat
quality parameters. This is a priority issue for pig farmers and producers. In this context,
the analysis of polymorphic variants of the HK2 gene in terms of the performance
characteristics of pigs and pork quality parameters can be considered justified due
to the biological role in the regulation of the glycolysis process, as well as due to the molecular
nature of the mechanism indicating the variability of the encoded proteins.

The aim of this dissertation. The aim of this study was to detect polymorphisms
in the gene encoding hexokinase 2 (HK2) in domestic pig (Sus scrofa domestica)
and to determine the potential relationships between the genotypes of the analysed gene
fragments and the performance characteristics of pigs (fattening and slaughter) and selected
parameters of meat quality.

Materials and methods. The research covered 722 pigs of 3 breeds: Polish Landrace,
Polish Large White and native breed Putawska. The animals were kept at Pig Tests Stations
(National Research Institute of Animal Production) in Balice, Poland. Feeding and housing
conditions were consistent for all animals. Genomic DNA was isolated from longissimus dorsi
muscle with the use of A&A Biotechnology (Poland) sets: Sherlock AX and Genomic Mini.
In the first phase of the research, exons in the gene HK2 had to go through PCR-HRM method.
Fragments of PCR amplification selected by this technique, and the obtained products were
sequenced using the Sanger method. 15 mutations were found in the analysed HK?2 gene
fragments. For two identified polymorphisms, SNP type located in the splicing region of exon
7 (2.68177052A> G) and in exon 12 (g.68167661C> T), an appropriate molecular method
was developed (PCR-RFLP and PCR-ACRS, respectively) allowing to determine the frequency
of selected mutations on a larger group of animals. Statistical analysis was performed using
the SAS / STAT software.



Results. The obtained frequencies of the polymorphic variants of the analysed gene
show that there is variability within the HK2 gene. The identified polymorphisms show
a significant association with selected fattening and slaughter characteristics as well as meat
quality in pigs of various breeds.

Conclusions. The HK2 gene may be a candidate gene for a genetic marker gene

of selected fattening traits.
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W Polsce wieprzowina jest jednym z najcze$ciej spozywanych rodzajow migs, jej
konsumpcja wynosi ok. 40 kg rocznie w przeliczeniu na jednego mieszkanca, co jednoczesnie
wynosi od 60-70 % ogblnego spozycia migsa wg GUS w Polsce. Wiele elementéw decyduje o
tym, ze migso w tym wieprzowina jest i bedzie jeszcze przez wiele lat bardzo waznym
sktadnikiem diety w wielu krajach $wiata jako zrodlo biatka witamin oraz niezbednych
aminokwaséw. Mimo pojawiajacych sie opinii o niekorzystnym wplywie na zdrowie
czlowieka zwlaszcza w kontekscie rozwoju choréb metabolicznych, w tym ukladu krgzenia,
‘poniewaz moze stymulowa¢ wzrost poziomu tzw. ,.zlego cholesterolu” (frakcja LDL), to
wcigz racjonalne odzywianie nie zaklada catkowitej rezygnacji ze spozywania migsa. Tym
niemniej, aby ograniczy¢ negatywny wplyw spozywania migsa prowadzona jest stala praca
hodowlana w celu poprawy jego jakosci, uwzgledniajac tez aspekt prozdrowotny. Dzigki
nowym technologiom molekularnym mozliwe jest dokladna weryfikacja podioza
genetycznego réznych cech uzytkowych zwierzat w tym jakosci migsa. Tak szeroka analiza
obejmujaca poziom genomu pozwala identyfikowa¢ regiony genomu, w ktérych

zlokalizowane sa loci cech ilosciowych QTL sprzezonych z pozadanym fenotypem zwierzat



oraz polimorfizmy wskazujac tzw. geny kandydujace. Wiasciwa selekcja z wykorzystaniem
markeréw genetycznych oraz narzedzi genetyki molekularnej umozliwia w dalej w sposob
precyzyjny okresli¢ i wyeliminowa¢ z hodowli trzody chlewnej niepozadane warianty genow
obnizajacych jako$¢ migsa. Przykladowym byla eliminacja wariantu genu RYRI, ktora
zmniejszyla istotnie czesto$¢ wystgpowania migsa wadliwego typu PSE.

Tym niemniej, poligeniczny charakter wielu cech uzytkowych $win powoduje, ze
naleza do cech nisko odziedziczalnych, co ogranicza wykorzystanie w selekcji pojedynczych
marker6w genetycznych. Stale doskonalenie $win, w duzej mierze odbywa si¢ w oparciu
metody genetyki populacji, ktore uwzgledniaja rowniez parametry jakosci migsa, w tym
takich jak: kwasowo$¢, wodochlonnos¢, barwa i przewodnos¢ elektryczng oraz zawartos¢
tluszczu $rodmiesniowego, ktory decyduje o wartosci wieprzowiny w procesach
przetwérczych i walorach kulinarnych. Mimo to i prowadzonych szeroko badan
molekularnych wcigz nie otrzymaliSmy wyczerpujacej odpowiedzi na wiele kwestii
dotyczacych genetycznego podioza wielu cech jak i interakcji genotypu z czynnikami
$rodowiskowymi. Dlatego tez, kompleksowe analizy genomiczne i transkryptomiczne, w
szczegdlnosci uwzgledniajagce weryfikacje polimorfizmu licznych kluczowych gendéw
uczestniczacych w przemianach metabolicznych zachodzacych w organizmie zwierzat, sg
niezbedne nie tylko do charakterystyki zmian strukturalnych i funkcjonalnych w komdérkach
miesni, ale tez opracowania skutecznych optymalnych systemow zywienia zwierzat
odpowiadajacych na zapotrzebowanie organizmu jak i gwarantujacych otrzymanie produktu o
pozadanych wiasciwosciach.

Pani mgr Katarzyna Wozniak w prezentowanej rozprawie doktorskiej podjela sig
szczegbtowej analizy polimorfizmu jednego z genéw, ktéry mozna uznal za gen
kandydujacy, genu kodujacego enzym heksokinaz¢ 2 (HK2) u $wini domowej (Sus scrofa
domestica) celem ustalenia potencjalnych zaleznosci pomiedzy polimorfizmem tego genu a
cechami uzytkowymi $win (tucznymi i rzeznymi) oraz wybranymi parametrami jakosci
migsa. Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie monografii, w skiad ktorej
wchodzi 7 rozdzialéow takich jak: Wstep, Przeglad literatury, Cel Pracy, Material i Metody,
Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski, Streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
Suplement, Spis Rycin, Tabel oraz Bibliografig .

Praca liczy 96 strony tekstu, 106 pozycji literaturowych, 16 stron wprowadzenia
obejmujacego przeglad literaturowy, 1 stronicowy szczegétowo opisany cel pracy, 16 stron
opisu materiatu i zastosowanych metod badawczych, 21 stron opisu uzyskanych wynikow, 7

stron dyskusji oraz 1 strong wnioskow. Ponadto do pracy dotgczyta dodatkowe informacje



uzupelniajagce w postaci obszernego suplementu (12 stron) zawierajgcego ryciny
przedstawiajace wyniki identyfikacji polimorfizméw. Przedstawiona praca jest zgodna z
wymogami formalnymi stawianymi rozprawie doktorskiej,

Ocena Merytoryczna
1. Oryginalnos¢ tematyki i wartos¢ poznawcza pracy

Prezentowana praca podejmuje temat, ktory jest wciaz aktualny wymagajgcy
dokltadnej charakterystyki. Ponadto praca zawiera wlasciwie sprecyzowane cele badawcze i
hipotezy. Prezentowane badania, metody i uzyskane wyniki zostalty oméwione skrupulatnie,
uwzgledniajgc aktualne dane literaturowe z przedmiotowego obszaru wiedzy. Poza tym ze
Doktorantka w sposéb wnikliwy uzasadnila konieczno$¢ podjetych badan, we wstepie
zdefiniowata réwniez syntetycznie kwestie dotyczace cech jakosci migsa wplywajacych na
warto$¢ technologiczng i kulinarng migsa. Prezentujac obecny stan wiedzy podkreslita istotg
badan wykorzystujacych narzedzia molekularne na przykladzie genu wrazliwosci na stres
RYRI. Co jest oczywiscie stuszne biorac pod uwage znaczenie i wykorzystanie testowania
stad hodowlanych pod katem niepozadanego wariantu genu RYRI. Tym niemniej mozna
byloby dokonaé szerszego przegladu zidentyfikowanych mutacji przyczynowych wybranych
innych genow kandydujacych dla cech jakosci migsa. Z punktu widzenia jakosci migsa
Autorka podkreslita i opisala znaczenie glikolizy jako jednego z istotnych procesow
metabolicznych zwigzany z przemianami zachodzacymi post mortem, jako procesu
decydujacego o wlasciwosciach fizykochemicznych migsa, oraz wskazala istotna role
heksokinaz, enzymdéw uczestniczacych w tym procesie. Przedstawiony przeglad
pi$miennictwa w mojej ocenia nie tylko w pelni przekonuje o zasadnosci podjetego tematu
badan, ktéry wcigz wymaga dokladnego scharakteryzowania w kontekscie wpltywu
polimorfizmu wybranych genéw na cechy uzytkowe $win, ale tez informuje czytelnika o
obecnym stanie wiedzy.

Zdefiniowanie celow/ hipotez badawczych
Doktorantka w sposéb jasny i adekwatny zdefiniowata cel pracy, ktérym bylta identyfikacja
polimorfizméw w genie kodujacym heksokinaze 2 (HK2) u $wini domowej (Sus scrofa
domestica) oraz charakterystyka potencjalnych zaleznosci pomig¢dzy genotypami opartym
na zidentyfikowanych polimorfizmach genu a cechami uzytkowymi $win (tucznymi i
rzeznymi) oraz wybranymi parametrami jakosci migsa, oraz hipotez¢ badawcza: W
sekwencji genu kodujacego heksokinazg 2 wystepujg zamiany polimorficzne, ktore w istotny

spos6b moga wplyna¢ na cechy fenotypowe badanych osobnikow.”



Zakres i metody badani

Jako material do badan w prezentowanej pracy Autorka wybrata 722 loszki trzech
ras: wielka biala polska (wbp) i polska biata zwistoucha (pbz) oraz rasy putawskiej jako
rasy zachowawczej. Ocena zwierzat pod katem cech uzytkowych byla przeprowadzona
zgodnie z metodyka stacyjng dla trzody chlewnej, obejmujaca parametry jakosci migsa
oraz wyniki uzytkowosci tucznej i rzeznej w Stacji Kontroli Uzytkowosci Trzody
Chlewnej (SKURTCh) zlokalizowanej w Zakladzie Doswiadczalnym Instytutu
Zootechniki PIB w Chorzelowie. W trakcie oceny stacyjne pobierano tez probki migsnia
do dalszych badan, co nie wymaga dodatkowej zgody Komisji Etycznej ds Doswiadczen
na Zwierzetach. Dalsze procedury dotyczace izolacji DNA oraz analiz identyfikujacych
zmiany w sekwencji w eksonach 1-18 genu HK2 w oparciu o genotypowanie metoda
PCR-HRM i sekwencjonowanie metodg Sangera, sg opisane w sposob skrupulatny i
klarowny. Doktorantka opracowata metodycznie odpowiednie parametry dla testow
molekularnych PCR-RFLP oraz PCR-ACRS wykorzystanych do ustalenia frekwencji
wybranych polimorfizméw na wiekszej grupie zwierzat. Uzyskane wynik zostaly tez
poddane odpowiedniej analizie statystycznej z wykorzystaniem pakietu SAS 8.02 z
zastosowaniem wilasciwych dla tych analiz testow.

Wyniki zrealizowanych badan

Na uwage zastuguje szeroki zakres przeprowadzonych przez Doktorantke¢ analiz
molekularnych obejmujgcych rozne techniki molekularne oraz analizy jakosciowe DNA
przeprowadzone w 18 fragmentach eksonéw genu HK2. Dzigki temu doktorantka
zidentyfikowatla 12 polimorfizméw typu SNP oraz 3 polimorfizmy typu insercja-delecja,
w obrebie 5 eksondw, 2 intronéw oraz regionu 3’UTR genu HK2. Po dalszej weryfikacji
Doktorantka wytypowala 2 polimorfizmy jako najbardziej obiecujace. Pierwszy byl
synonimiczny, ale znajdujacy si¢ w regionie splicingowym eksonu 7 (g.681770524>G
czy tu nie powinno byé T>C) przez co potencjalnie moggcy mie¢ wplyw na proces
transkrypcji a tym samym regulacj¢ ekspresji genu HK2. Drugi wybrany polimorfizm by1
zlokalizowany w eksonie 12, niesynonimiczny (g.68167661C>T czy tu nie powinno by¢
G>T) skutkujgcy zmiang w sekwencji aminokwaséw w lancuchu polipeptydowym z
waliny na metionine. Analiza wybranych polimorfizméw pozwolita Doktorantce tez
okresli¢ zaleznosci zmiany w czestosci alleli genu HK2 u badanych ras Swin.

Doktorantka wykazata, ze w przypadku analizy I polimorfizmu najczgsciej
wystepujagcym  genotypem, byt genotyp homozygotyczny TT (79%) podczas gdy
heterozygoty TC stanowity 18% calej badanej populacji. W szczegdlnosci istotng



przewage homozygot TT zaobserwowano w przypadku rasy wbp i pbz, genotyp
wystepowat odpowiednio w 95% i 83%, genotyp TC — 5%i 16%). Natomiast wsrdd
osobnikéw rasy pulawskiej genotypy TT wystgpowaly w 57% a TC 34%. Ponadto,
stwierdzono, ze rasy pbz oraz putawska znajdowaly si¢ w stanie rownowagi Hardy-
Weinberga. Analiza II polimorfizmu wykazala, ze Genotyp homozygotyczny GG
(frekwencja: 0,64) wystepowal dwa razy czesciej niz genotyp heterozygotyczny GA
(frekwencja: 0,32) u wszystkich ras lacznie. Najrzadziej wystgpujagcym genotypem byt
uktad homozygotyczny AA, nie wystgpowal w ogole w rasie wbp, najwyzsza frekwencje
zidentyfikowano w rasie putawska jako zachowawcze gdzie wynosit 11%, rozkiad
pozostatych genotypoéw GG oraz GA byt bardzo zblizony i wynosit odpowiednio 47 oraz
42%. Stwierdzono tez, podobnie ze grupa $§win reprezentujaca ras¢ wbp nie znajdowata
si¢ w stanie rownowagi Hardy’ego-Weinberga.

Cechy a polimorfizm

Przeprowadzone przez Doktorantk¢ analizy statystyczne wykazaly, ze [ z
polimorfizméw byt istotnie zwigzany z srednig gruboscia stoniny z pigciu pomiaréw u rasy
pbz (p <0,05), u rasy putawskiej (p<0,05) oraz u osobnikéw wszystkich ras analizowanych
tacznie (p<0,01). U $win rasy pbz najmniejsza gruboscia stoniny charakteryzowaly sig
osobniki heterozygotyczne TC (1,26 cm), natomiast u $win rasy pulawskiej najmniejsza
grubos¢ stoniny mozna bylo zaobserwowac u osobnikéw homozygotycznych TT (1,58 cm).
We wszystkich przypadkach najwigksza wartoscia $redniej  grubosci  stoniny
charakteryzowaty si¢ osobniki homozygotyczne CC.

Co jest interesujace, ze na podstawie uzyskanych przez Doktorantke wynikow mozna
hipotetycznie zalozy¢, ze efektem presji selekcyjnej na niskg grubos¢ stoniny i wysoka
miesno$é, mogla by¢ preferencja selekcyjna obserwowana w formie najwyzszej frekwencji
genotypu TT, i na odwr6t najnizsza migsnos¢ wystgpowata u osobnikéw o genotypie CC,
ktory to wykazywal tez najnizszg frekwencj¢ w badanej grupie zwierzat szczegdlnosci ras
wbp i pbz . Podobnie sugestywnym jest wynik wskazujacy, ze osobniki o najczescie]
wystepujacym genotypie TT charakteryzowaly si¢ najwigkszymi przyrostami. Co jest w
pewnym sensie oczekiwanym efektem selekcji zwierzat. Podobne spostrzezenia dotyczyly
zuzycia paszy, ktore najwyzsze bylo u zwierzat o genotypie CC - najrzadziej obserwowanym
genotypem u wszystkich ras w szczegoélnosci rasy wbp i pbz.

Podobnie wyniki dotyczace najnizszej wodochtonnosci, ktéra byla obserwowana u
osobnikow o genotypie o najwyzszej frekwencji, moga sta¢ si¢ pomocne z punktu widzenia

oczekiwanych efektow prowadzonej selekcji swin.



Powyzsze obserwacje sg bardzo interesujace przez co zastuguja na uwage w
kontekscie wyboru markerow do selekcji. Interesujacym byloby zestawienie obydwu
genotypdw razem, dla sporzadzenia pordwnan kombinowanych genotypéw. Czy Doktorantka
podejmowata takie proby? Pobrany material w postaci wycinkéw migsnia mogh rowniez
postuzy¢ do analiz weryfikujacych poziom ekspresji badanych genéw w zaleznosci od
zidentyfikowanych mutacji. Takie analizy moglyby dostarczy¢ szerszej wiedzy dotyczace]
oddziatlywania i znaczenie analizowanych polimorfizméw na i inne geny. Czy Doktorantka
wykonywala takie analizy czy sg one planowane w przysztych badaniach?

W podsumowaniu swojej pracy Doktorantka jednak krytycznie zauwaza, ze
przeprowadzone badania wskazujg na brak mozliwosci bezposredniego wykorzystania
badanych mutacji gendw, z czym trudno si¢ nie zgodzi¢. Zwlaszcza, ze do selekcji wspieranej
markerami konieczne sg dokladne badania walidacyjne. Tym niemniej nierdwna frekwencja
genotypow, moze wskazywac, ze geny te byly pod presja selekcyjna. Co moze by¢ przestanka
do bardziej kompleksowych badan tych genéw, jako kandydujacych do roli markeréw
zwigzanych poprawg jakos$ci wieprzowiny.

Przedstawione powyzej opisane przez Doktorantke obserwacje, sa tylko czgscia
bardzo szczegdtowo analizowanego tematu prezentowanej rozprawy. Nalezy stwierdzié, ze
Autorka wykazata si¢ duza skrupulatnoscia i pracowitoscig zaréwno wykonujac analizy
molekularne jak i analizy statystyczne oraz adekwatnie omawiajagc wyniki w kontekscie
danych literaturowych.

Wysoko oceniajgc warto$¢ przedstawionej pracy stwierdzam, ze sg pewne elementy,
ktére wymagalyby korekty, badz bardziej klarownego wyjasnienia:

1. Czy zidentyfikowane przez autork¢ mutacj¢ byly nowymi, czy pokrywaly si¢ z

mutacjami juz zidentyfikowanymi w bazie GeneBank?

2. Czy autorka podejmowata probg zestawienia haplotypéw analizowanych mutacji i
ich wptywu na cechy?

3. Do badan molekularnych wykorzystywane byly probki pobrane poubojowo z
migénia najdhuzszego grzbietu, czy w zwiazku z tym byly podejmowane proby
oceny poziomu ekspresji HK2.

4. Czy byl analizowany wplyw polimorfizméw, ktére zmienialy sekwencje
aminokwasow, typu in-del, czy powodujace zmiang sposobu skladania gendw, na
ekspresje innych genéw?

5. Biorac pod uwage wyniki przedstawione na rycinie 2. ,,Chromatogram uzyskany

po sekwencjonowaniu 7 eksonu genu HK2”, mam pytanie czy w opisie



polimorfizmu g.68177052A>G nie powinno by¢ jednak T>C? Czy podobnie tez
na rycinie 8. ,,Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 12 eksonu genu
HK2 (g.68167661C>T)” nie powinno by¢ G>T?

Wymienione uwagi nie umniejszaja wartosci rozprawy i prezentowanych w niej
wynikow. Niniejszg prace oceniam bardzo wysoko, zarowno od strony merytorycznej jak i
formy.

Podsumowujgc recenzje stwierdzam, ze niniejsza praca doktorska spelnia wymogi
art.13 ust.1 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 56 poz. 595 z 2003 r. z p6zn. zm.) i wnosz¢ o
dopuszczeni mgr Katarzyna Wozniak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto,
ze wzgledu na duzy zakres zrealizowanych badan, doktadnie i skrupulatnie przeprowadzong

analize wnosz¢ o wyrdznienie niniejszej rozprawy.

ariusz Pie ala



UCHWALA NR 255

Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 10 pazdziernika 2022 r.

w sprawie nadania mgr Katarzynie WozZniak
stopnia doktora

Na podstawie art. 179 ust. 11 3 pkt 2b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1669, z p6zn. zm.) w zwiazku z art. 14 ust. 2
pkt 5 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r. poz. 1789, z pézn. zm.) uchwala sie,
co nastepuje:

§ 1.
Senat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie nadaje mgr Katarzynie
Wozniak stopien doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

§2.

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczacy Senatu

rébel, prof. ZUT
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' BYDGOSKA
Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat

Bydgoszcz, dnia 12.07.2022

dr hab. inz. Beata Anna Sitkowska, prof. PBS

Katedra Biotechnologii i Genetyki Zwierzat

Wydzial Hodowli i Biologii Zwierzat

Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Wozniak
pt. ,Analiza strukturalna genu HK2 w aspekcie cech uzytkowych §win oraz parametréw

jakosci migsa wieprzowego”

Praca doktorska Pani mgr Katarzyny Wozniak zostala wykonana na Wydziale
Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, w Katedrze Genetyki Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie, pod kierunkiem promotora Pana dr hab. inz. Arkadiusza
Termana, prof. ZUT oraz promotora pomocniczego Pani dr hab. inz. Katarzyny Ropki-Molik,
prof. IZ z Instytutu Zootechniki, Paristwowego Instytutu Badawczego w Balicach.

Podstawg formalng wykonania przeze mnie recenzji jest uchwata Senatu
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 2 czerwca 2022
roku.

Rozprawa doktorska napisana jest w formie jednolitej monografii. Przy ocenie rozprawy
doktorskiej Pani mgr Katarzyny Wozniak uwzgledniono zasadnosé podjecia tematu, w dalszej
kolejnosci jakos¢ formalng, metodologiczna oraz merytoryczng pracy. Ocenie poddano problem
badawczy, uktad pracy, cel i zaproponowana hipoteze, przyjeta metodyke badan oraz ujecie
problemu badawczego i jego prezentacje. W recenzji przedstawiono réwniez moje uwagi oraz

sugestie, ktore umiescitam przy ocenie kazdej czesci pracy.

Al. Prof. S. Kaliskiego 7, 85-796 Bydgoszcz
tel. +48 52 000 00 00, fax +48 52 000 00 00
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Przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr Katarzyny Wozniak napisana jest w jezyku
polskim, jest rozprawg liczaca 99 stron. Uktad pracy oraz podzial tresci jest raczej tradycyjny i z
formalnego punku widzenia nie budzi zastrzezen. Praca zawiera kolejno: Spis tresci (strony 3-4),
Wykaz skrétow (strony 5-8), Wstep (strona 9), Przeglgd literatury (strony 10-25), Cel pracy
(strona 26), Material i metody (strony 27-42), Wyniki (strony 43-63), Dyskusje (strony 64-70),
Podsumowanie i wnioski (strona 71), Streszczenie (strony 72-73), Abstract (strony 74-75),
Suplement (strony 76-83), Spis tabel (strony 84-85), Spis rycin (strony 86-87), Bibliografie
(strony 88-99). Rozprawa zawiera 106 pozycji literatury, 29 tabel oraz 20 rycin. Szata graficzna

nie budzi zastrzezen.

Ocena merytoryczna pracy

Oryginalnosé i zasadnosé podjetego tematu

Praca doktorska Pani mgr Katarzyny Wozniak wpisuje si¢ w obszar dyscypliny
zootechnika i rybactwo. Podjete badania dotyczg waznego dla hodowcéw trzody chlewnej oraz
konsument6w aspektu — cech uzytkowych $wifi oraz parametrow jakosci miesa.

Podjete przez Doktorantke badania uwazam za aktualne i uzasadnione z naukowego
punktu widzenia.

Uzasadnienie badar

Uzasadnienie podje¢tych badan przedstawiono w rozdzialach Wstep oraz Przeglad
piSmiennictwa. Licza one 16 stron, z czego Przeglad literatury podzielony zostat na 4
podrozdzialy, z ktérych 1 zawiera jeszcze 5 podrozdziatéw. W rozdziale tym Autorka wprowadza
czytelnika w tematyke badawcza, omawia zagadnienia zwigzane z jako$cig migsa, z procesem
glikolizy, przystepnie opisuje kluczowy w badaniach enzym heksokinaze oraz gen HK2. Caloéé
poparta jest prawidlowo dobranymi pozycjami pismiennictwa, co dowodzi znajomosci
zagadnienia przez Autorke. Do tej czesci pracy mam kilka drobnych uwag, ktére nie umniejszaja
wartosci merytorycznej pracy, ale ich uwzglednienie moze poprawi¢ czytelnos¢ dysertacji:

-- Doktorantka w pierwszym akapicie przegladu literatury powotuje si¢ na normy ISO,
moze warto doda¢ ich petne nazwy w spisie piémiennictwa;

- Przed oddaniem pracy do druku w czasopi$mie naukowym warto przeredagowaé badz
skrécié niektore zdania, ktore w obecnej formie sa trudne do zrozumienia, np. na stronie 17: ,,pH
45 minut po uboju w migsniu najdhuzszym grzbietu pomiar wykonywany jest miedzy ostatnim
kregiem piersiowym i pierwszym kregiem ledzwiowym po odstonieciu warstwy thuszczu

podskoérnego i dokonaniu naciecia miesnia na glebokos¢ okoto 2 cm w glab 1 catkowitym wbiciu
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elektrody szklanej w miejscu nacigcia.”. Zdania na stronie 17- »Gen RYRI zbudowany jest z 28080
par zasad i zostat zmapowany w chromosomie 6pl1-6921.”;

- Na stronie 19 pojawia si¢ niezrozumialy zapis (EC 2.7.1.1), ,,Pierwszy etap glikolizy
katalizowany jest przez enzym heksokinaze (EC 2.7.1. 1), ktora fosforyluje glukoze do glukozo-6-
fosforanu.”;

- W odwotaniu do Ryciny 5 wskazano zrodto pochodzace ze strony NCBI, sugeruje dodaé
link do konkretnej strony w spisie pismiennictwa;

- Na stronie 24 prosz¢ o sprawdzenie podanego numeru HK2
(ENSSSCG00000008261), wydaje mi sie, ze powinno by¢: ENSSSCG00055013579 oraz
numeru wariantu HK2-202 powinien by¢: ENSSSCT00055026781.1, natomiast jest:
ENSSSCG00055013579.1. HK2 ENSSSCG00055013579 ma 2 warianty splicingowe, natomiast
ENSSSCG00000008261 tylko jeden. Moze warto réwniez zaznaczy¢ z jakiej bazy pochodzg te
oznaczenia i poda¢ odwolanie do strony ENSEMBL;

- Na stronie 25 sugeruje przeredagowaé zdanie: » Lranskrypcja genu HK2 moze byé
regulowana insuling; a mianowicie wykazano, ze insulina podnosi ekspresje tego genu (Tan i
Miyamoto 2015, Jun i in. 2006, Jun i in. 201 2).”

Cel badan

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawita cel i hipoteze badawcza. Okreslono cel
pracy: ,,Celem niniejszych badan byta detekcja polimorfizméw w genie kodujacym heksokinaze 2
(HK2) u $wini domowej (Sus scrofa domestica) oraz ustalenie potencjalnych zaleznosci pomiedzy
genotypami analizowanych fragmentéw genu a cechami uzytkowymi $win (tucznymi i rzeznymi)
oraz wybranymi parametrami jakosci migsa.”

Hipoteza badawcza pracy sformulowana zostata rzeczowo i zwigzle: ,,W sekwencji genu
kodujacego heksokinaz¢ 2 wystepuja zamiany polimorficzne, ktére w istotny sposéb moga
wplyna¢ na cechy fenotypowe badanych osobnikéw.”

- Sugeruj¢ przeredagowac hipoteze badawcza, moim zdaniem w obecnej formie jest ona
zbyt ogolna (warto wyjasnic jakie ,,zamiany” autorka ma na mysli oraz jakich cech fenotypowych

dotyczy badanie).

Metodyka badar
Dla zrealizowania zalozen rozprawy doktorskiej wykorzystano materiat badawczy

(nazwany doswiadczalnym) pochodzacy od 722 loszek nalezacych do trzech ras. Rozdziat ten
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zredagowano z dbato$cia o poprawnos¢ jezykowa oraz szczegbly przeprowadzonych analiz
molekularnych, co oceniam bardzo wysoko i gratuluje pracy wlozonej w tak przemyslang analize.
W rozdziale Materiat i metody brakuje mi kilku istotnych informacji:

- W jakich latach prowadzone byty badania? Gdzie wykonywane byty analizy
molekularne?

- Odwotanie do Ryciny 7 na stronie 30, w obecnej formie brzmi: ,,Analiza asocjacji
zidentyfikowanych polimorfizméw w genie HK2 obejmowala nastepujgce cechy (Rycina 7):”
moim zdaniem nalezy te cechy krétko opisaé w tekscie, podobna uwaga odnosi si¢ do innych
opisow umieszczonych w dysertacji;

-Na stronie 31 pod koniec 3 akapitu ,,wodochtonno$é (zgodnie z metodyka Grausa-
Hamma) — zabraklo roku publikacji, na kt6rg powotuje sie doktorantka;

- Sugeruje wyr6zni¢ osobnym podrozdziatem analizy genetyczne, przed podrozdzialem
4.2. Izolacja genomowego DNA (strona 31);

- Na stronie 32 znajduje si¢ zdanie: ,,Sekwencje nukleotydowe uzytych starteréw,
temperatury ich przylaczania oraz dtugosci otrzymanych produktow PCR zamieszczono w Tabeli
5.” Moim zdaniem chodzito o tabele 8;

- Kolejna uwaga dotyczaca odwolania do tabel na stronie 37, cytuje: ,,.Do amplifikacji
poszezegblnych fragmentéw genu uzyto starteréw flankujacych fragmenty genu przedstawione w
Tabeli 3. Do uzyskania powyzszych amplikonéw wykorzystano polimerazg AmpliTaq® 360
DNA Polymerase (Applied Biosystems, Polska). Sktad oraz przebieg reakcji przedstawiono w
Tabeli 4 oraz Tabeli 5.” Tabela 3 zawiera sklad poszczegélnych pasz zastosowanych w zywieniu
swin, Tabela 4 przedstawia parametry pokarmowe pasz;

- Na stronie 39 w Tabeli 12 przy eksonie 7 genu HK2 nie podano sekwencji starterow, a
tylko ich umowne oznaczenia: F11iR1:

- Analiza statystyczna — strona 42 — nie wspomniano, ze szacowano miary polozenia i
zmiennosci, a przedstawiono je w tabelach 21-23;

- Co zostato uwzglednione w modelu statystycznym rok czy dzief uboju? W metodyce
podany jest rok, w tabelach dzien. W modelu statystycznym brakuje pozioméw uwzglednionych

czynnikow.

Wyniki i Dyskusja
Uzyskane wyniki badan zostaly przedstawione i udokumentowane w formie tabel oraz
rycin, opis wynikéw zaprezentowano na 20 stronach, a dyskusja zostata przedstawiona na 6

stronach.
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Uwagi dotyczace wynikow:

- W tabelach 16, 17 i 18 autorka druga kolumne nazwata ,.Nazwa mutacji”, poniewaz

zawiera ona kilka informacji proponuje zmienic j ej nazwe;

- W tabelach 19-20 przedstawiono frekwencje genotypow oraz alleli analizowanych

polimorfizméw. Dlaczego nazwa PULAWSKA zapisana jest z wielkich liter? Dlaczego ostatni

wiersz nazwany zostal SUMA, prosze o doprecyzowanie.

- Moje watpliwosci dotycza réwniez tabel od 21 do 28, poniewaz ich uktad jest

podobny uwagi przedstawiam zbiorczo:

- Powtarzajg si¢ sformulowania , Istotnosci GLM”, moim zdaniem nie jest to
wlasciwa forma;

- Prosz¢ sprawdzi¢ czy oznaczenia istotnosci oraz przypisy pod tabelami s
prawidlowe;

- Wykazane istotnosci w poziomie cech w przypadku rasy putawskiej
prawdopodobnie mogg zosta¢ wyjasnione przez frekwencje poszczeg6lnych genotypow. W
grupach zwierzat ras wbp oraz pbz zdecydowanie dominowat tylko jeden wariant allelu;

- W tabelach 21-23 zapis ,,istotnosci GLM” jest identyczny jak w tabelach 24-28,
uwazam ze mozna go poming¢, lub dla lepszej interpretacji zastapi¢ podajac wartosci
wspotczynnika p;

- Czy w tabelach 21-23 ,Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM”? Tak
sugeruje podpis pod tabelami, jednak w nagtéwku tabeli wpisana jest Srednia, a dalej
odchylenie standardowe i wspdtczynnik zmiennosci;

- W niektérych przypadkach moje watpliwosci budzi sposéb odniesienia do
wynikéw prezentowanych w tabelach, np. na stronie 34, powinno zostaé zmodyfikowane
zdanie: ,,Profil termiczny reakeji przedstawiat si¢ nastepujaco (Tabela 7):”.

Dyskusja zaprezentowana w recenzowanej przeze mnie rozprawie jest merytoryczna, krotko

przeprowadzona i udokumentowana cytowanymi zrodtami.

Na podkreslenie zastuguje umiejetnosé Autorki w przeprowadzeniu opisanych badan

laboratoryjnych. Jak podkresla doktorantka ,,opracowane metody detekcji polimorfizmow genu

HK2 moga stanowi¢ szybki i tani test diagnostyczny pod katem opracowanych markerow.”.

Szkoda, ze doktorantka nie pokusita si¢ o przedstawienie wyceny tego typu analiz,

prawdopodobnie spowodowane bylo to zmianami cen na rynkach.

Autorka sformutowata 6 wnioskow konicowych, ich tres¢ jest uzasadniona.

Spis literatury zawarty zostat na 11 stronach. Analiza bibliografii zawarta w pracy zostala

oparta na 106 pozycjach literatury, pochodzacych w wigkszosci z czasopism o zasiegu

ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz
tel. +48 52 374-97-21
e-mail: beatas@pbs.edu.pl




migdzynarodowym, przy czym nalezy podkresli¢ warto$¢ zacytowanych prac. Prace pochodzg z
lat 1951-2021. Uwagi edytorskie dotyczace spisu pi$miennictwa:

- W bibliografii wystepuja dwie pozycje autorstwa Tyra i Zak z 2012 roku, sugeruje
wprowadzi¢ dodatkowe oznaczenia przy roku np. a i b;

- Na stronie 13 — przy pozycji literatury Wood 2008, powinno by¢ Wood i in. 2008;

- Pozycja 66 dwaj autorzy: Parra i Petle, 1995, natomiast w tekscie na stronach 20 i 21
praca cytowana jest jako Parra i in. 1995, prosze o doprecyzowanie;

- Nie znalaztam cytowania w tekscie: pozycja 7— Blicharski i in. 2015, pozycja 20 —
Forlemu i in. 2007, pozycja 64 — O’Nneill i in.;

- W bibliografii pozycja 67 — PIC, USA, 2020 —w tekscie cytowana jako PIC, 2020 —
prosze ujednolici¢ zapis;

- W bibliografii brak pozycji, do ktérej odnosi sie Autorka na stronach 31 (Reed i in.
2007) oraz 32 (Zebrowska i in. 2011).

Dodatkowo nasuwa mi sie jeszcze uwaga dotyczaca stosowanych w dysertacji skrétow,
jest to bardzo cenne, poniewaz pozwala, podczas czytania i analizy tekstu, w kazdym momencie
wroci¢ do tej czesei. Moje watpliwosci budzi: dlaczego skréty i ich wyjasnienia sa powtorzone w
tekscie? Moim zdaniem nie jest to juz konieczne. Dodatkowo w tekscie pojawiajg sie skroty, ktére
nie zostaly umieszczone w spisie, np. na stronie 12 , FA” czy na stronie 16: ,AM (tzw. migso
kwasne)”. Czg$¢ skrotow ma réwniez inne wyttumaczenie w tekécie a inne w spisie, np. w tabeli
1 na stronie 16: Typ migsa — Normalne (RFN), podczas gdy w wykazie skr6téw ,,mieso
odpowiedniej jakodci”. Zdarzajg sie réwniez skréty bez wyjasnienia, np. na stronie 23 ,,VDAC”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera réwniez streszczenia w Jjezyku polskim i
angielskim, ktére zostaly podzielone zgodnie z podzialem rozdzialéw pracy. Autorka
przedstawita w nich najwazniejsze fakty merytoryczne oraz najwazniejsze osiagniccia poznawcze
uzyskane w prowadzonych analizach.

Z obowigzku recenzenta chciatam zwrdcié uwage, ze zarOwno w rozdziale Material i
metody oraz w Streszczeniach warto w przypadku odwolania do programu SAS powota¢ si¢ na
pozycje literatury. W Streszczeniach jest zapis: ,,Analiza statystyczna przeprowadzona zostala
przy uzyciu pakietu SAS/STAT” natomiast w rozdziale Materiat i metody ,,Analiz¢ statystyczng
wykonano za pomocg programu SAS v. 8.02...”. Odwolanic do literatury pozwoli na
ujednolicenie stosowanej nomenklatury.

Przedstawione przeze mnie uwag i sugestii, ktore nasunely si¢ po przeczytaniu dysertacji,

dotycza glownie aspektow techniczno-redakcyjnych i nie wpltywaja na warto$é merytoryczng
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recenzowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej. Uwagi moga zosta¢ uwzglednione przez
Doktorantke podczas przygotowywania prezentowanych wynikow badan do druku.
Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi i spostrzezenia majg charakter glownie
redakcyjny i w zaden sposob nie wplywaja na jednoznacznie pozytywng ocene dysertacji. W
mojej opinii uzyskane wynik badan stanowiag spojne i kompleksowe opracowanie podjetego
problemu badawczego. Wyciagnigte wnioski stanowié mogg podstawe do dalszych badan w tym
zakresie, by¢ moze prowadzonych na wigkszej populacji zwierzat. Niniejszg prace oceniam
bardzo wysoko pod wzgledem merytorycznym, gtéwnie zaprezentowanego warsztatu z zakresu

badan i analiz molekularnych.

Whniosek koricowy:
W podsumowaniu stwierdzam, ze przedlozona do oceny dysertacja Pani mgr Katarzyny
Wozniak ,Analiza strukturalna genu HK2 w aspekcie cech uzytkowych §win oraz
parametréw jakoSci migsa wieprzowego” stanowi bardzo warto$ciowe opracowanie
problemu naukowego i tym samym w pelni odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ust.
z dnia 14 marca.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789) oraz ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajacych ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018
r. poz. 1669). W zwiazku z tym przedkladam wniosek o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny

Wozniak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

- Wioals-

. Beata Anna Sitkowska, prof. PBS
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