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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Ewy Kwity
pt. ,,Ocena funkcjonalnych i strukturalnych zmian plemnikéw knura podczas
przechowywania nasienia w stanie ptynnym z uwzglednieniem polimorfizmu
genow CD9, DAZL, ESR2 i PIWIL4 oraz grupy genetycznej”

Inseminacja nalezy do najstarszych biotechnik stosowanych w rozrodzie
zwierzat. Jej znaczenie wynika z licznych korzysci o charakterze hodowlanym
i produkcyjnym. Pierwsze proby ustugowego unasieniania $win podjeto w Polsce
w latach sze$édziesigtych ubiegtego stulecia. Inseminacja Swin w Polsce ma wiec
juz blisko szescdziesiecioletnig historie, a jej skala jest obecnie duza. Udziat
inseminacji w masowym rozrodzie tego gatunku przekracza 50%, co przesgdza ojej
duzym znaczeniu praktycznym. Ejakulaty pobierane od knuréw inseminacyjnych
wykazujg duzg zmienno$¢ w zakresie parametrow fizycznych i cech jakosciowych,
co utrudnia efektywne wykorzystanie nasienia. Zmienno$¢ ejakulatu determinowana
jest czynnikami genetycznym takimi jak: rasa, wariant krzyzowania czy linia
genetyczna oraz czynnikami poza genetycznymi. Niedocenianym zrodiem
zmiennoSci sg tez indywidualne predyspozycje knurdw. lIstniejg knury szczegOlnie
predysponowane do uzytkowania inseminacyjnego, ktorych ejakulaty sa podatne na
dziatanie S$rodkdéw konserwujacych, wykazujag matg wrazliwos¢ na negatywne
czynniki dziatajgce w trakcie obrobki i obrotu nasienia, a ich plemniki przez dtugi
czas po rozcienczeniu zachowujg zdolno$¢ do zaptodnienia. Zdarzajg sie tez
rozptodniki, wytwarzajgce nasienie o duzej wrazliwosci na dziatanie czynnikéw
zwigzanych z rozcienczaniem i konserwacjg, co w praktyce wyklucza je

z uzytkowania inseminacyjnego. Celem przedstawionej do oceny pracy byto



okreSlenie zmian strukturalno-funkcjonalnych plemnikéw przechowywanych
w stanie ptynnym z uwzglednieniem polimorfizmu wybranych genéw oraz rasy lub
grupy genetycznej. Praca ta wpisuje sie w nurt badan zmierzajagcych do
poszukiwania skutecznych metod zwiekszania wydajnosci i poprawy efektywnosci
inseminacyjnego wykorzystania nasienia knuréw. Tematyke pracy uznaje za
aktualng i wazng, a uzyskanie w niej wyniki mogg mie¢ duze znaczenie zarbwno
poznawcze jak réwniez utylitarne.

Zaprezentowana do oceny praca to obszerne dzieto, zredagowane na
116 stronach, ktére zawiera 32 tabele i jeden rysunek, przedstawiajacy
elektroforegramy poszczegblnych genotypdéw analizowanych SNP. Elementami
pracy sg rozdziaty: wprowadzenie, przeglad pismiennictwa, cel pracy i hipoteza
badawcza, materiat i metody, analiza statystyczna, wyniki i dyskusja, spostrzezenia
i wnioski oraz piSmiennictwo, ktéry zawiera alfabetyczny wykaz zrdodet
wykorzystanych w pracy. Do rozprawy dotgczono streszczenie oraz stowa kluczowe
w jezykach polskim i angielskim, wykaz skrotéw uzywanych w pracy oraz spis tabel
i rycin. Uk#ad i struktura rozdziatéw, ich kolejnos$¢ i formy nie budzg zastrzezen. Sg
one typowe dla rozpraw naukowych i adekwatne do tematyki oraz charakteru
ocenianej rozprawy. Mozna by sie wprawdzie zastanawia¢ dlaczego autorka opis
metod analizy statystycznej umiescita w odrebnym rozdziale (Analiza statystyczna),
poza rozdziatem ,,Materiat i metody”. Nie ma to jednak merytorycznego znaczenia.

W czeSci poczatkowej autorka zamiescita do$¢ duze, 3-stronicowe
wprowadzenie, ktore wprowadza czytelnika w tematyke pracy. Wprowadzenie
dobrze uzasadnia celowos$¢ podejmowanych badan.

Obszerny, zredagowany na 19 stronach przeglad piSmiennictwa, podzielono
na 3 podrozdziaty: ocena nasienia knuréw, konserwacja *nasienia knuréw
i genetyczne uwarunkowania jakosci nasienia. W czeSci pierwszej, obejmujacej
zagadnienia oceny nasienia knurow, autorka omoéwita tradycyjne metody oceny
nasienia i inne metody oceny nasienia knuréw. W czesci tej szczegOlnie duzo
miejsca poswiecita ona komputerowo wspomaganej analizie nasienia (CASA), co

wcale nie dziwi zwazywszy, ze okreS$lanie parametréw ruchu plemnikéw



z wykorzystaniem komputerowo wspomaganej analizy obrazu byto jednym
z wazniejszych narzedzi wykorzystanych w badaniach. Opisata tez ona howoczesne
metody oceny integralno$ci btony komérkowej i potencjatu mitochondrialnego
plemnikow oraz stopnia uszkodzen akrosomu i aktywnosci enzyméw. Zwrocita
uwage na oddziatywanie czynnikéw pozagenetycznych na cechy nasienia knuréw,
takich jak: wiek, zywienie i system utrzymania samca czy pora roku, w Kktorej
pobierane jest nasienie.

W czesci zwigzanej z konserwacjg nasienia knuréw autorka wskazata na
ograniczone znaczenie kriokonserwacji jako metody konserwacji nasienia knuréw
i skupita sie na dominujgcej w praktyce metodzie, opartej na konfekcjonowaniu
nasienia w stanie ptynnym. Stusznie zauwazyla, ze przy tej metodzie konserwacji
podstawowym problemem jest zachowanie na odpowiednim poziomie ruchliwosci
oraz integralnosci btony komaérkowej plemnikéw, co utrudnia utrzymanie zdolnosci
zaptadniajgcej plemnikdéw w przechowywanych porcjach inseminacyjnych. Watek
ten taczy sie bezposrednio z badaniami doktorantki, ktéra okreslata procent
plemnikéw o ruchu postepowym na stoliku Bloma, ruchliwo$¢ plemnikéw (system
CASA), integralno$¢ btony komorkowej i aktywnos¢ mitochondriow, oraz
integralno$¢ akrosomow plemnikéw w 1., 3., 5. i 7. dniu przechowywania nasienia.
Doktorantka dokonata tez przegladu gendéw kandydujacych zwigzanych
z wazniejszymi cechami nasienia i opisata metody badania polimorfizmu tych
genow, w kontekscie diagnostyki przydatnosci nasienia do inseminacji.

W rozprawie wykorzystano tgcznie 200 pozycji pismiennictwa, z ktorych
znakomitag wiekszo$¢ (okoto 75%) stanowig oryginalne prace naukowe,
opublikowane w jezyku angielskim, w czasopismach o zasiegu Swiatowym,
a pozostatg cze$¢ gtownie takze oryginalne pozycje napisane w jezyku polskim.
Wszystkie pozycje piSmiennictwa, wykorzystane w rozprawié, zostaty bardzo
starannie i prawidtowo zestawione, z podaniem peinych danych bibliograficznych,
w rozdziale ,,PiSmiennictwo”, umieszczonym na koncu rozprawy. PiSmiennictwo
zostato dobrze dobrane i prawidtowo wykorzystane w rozprawie w czesci wstepnej

i w przegladzie pisSmiennictwa jak réwniez w dyskusji wynikéw prowadzonej



w rozdziale ,,Wyniki i dyskusja”. Autorka umiejetnie postuguje sie informacjami
zaczerpnietymi z piSmiennictwa, opisujgc stan badan, przytaczajac poglady
I podajac wazniejsze wyniki. Mgr Ewa kwita wykazuje tym samym wiedze
z obszaru zagadnien Scisle zwigzanych z przedmiotem rozprawy i dokumentuje, ze
spetnia jeden z podstawowych warunkéw stawianych kandydatom do uzyskania
stopnia doktora, ktéry mowi ze rozprawa doktorska powinna ,,wykazywaé ogolng
wiedze teoretyczng kandydata (doktoranta) w danej dyscyplinie naukowej”
(art. 13.1 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym...).

Jako gtowny cel pracy doktorantka przyjeta: okreSlenie zmian strukturalno-
funkcjonalnych plemnikéw przechowywanych w stanie ptynnym z uwzglednieniem
polimorfizmu genéw CD9, DAZL, ESR2, i PIWIL4 oraz grupy genetycznej knurdw.

Autorka sformutowata takze 3 cele szczegdtowe:

1. OkreSlenie zwigzkéw miedzy polimorfizmem genéw CD9, DAZL, ESR2
i PIWIL4 a wybranymi wskaznikami jakos$ci konserwowanego nasienia
z uwzglednieniem grupy genetycznej badanych zwierzat.

2. OkreSlenie zmian w poszczegOlnych parametrach ruchu plemnikow
konserwowanych w stanie ptynnym w kolejnych dniach przechowywania
nasienia przy pomocy komputerowo wspomaganej analizy (CASA) oraz
tradycyjnej metody oceny ruchliwos$ci nasienia.

3. OkreSlenie zmian w integralno$ci btony komorkowej i akrosomu oraz
mitochondrialnego potencjatu transbtonowego w czasie przechowywania
nasienia przy pomocy testow fluorescencyjnych.

Sformutowata tez hipoteze badawczg, z ktérej wynika, ze w obrebie
wystepujacych form polimorficznych badanych gendw i grup genetycznych zwierzat
wystepujg réznice w jakosci nasienia ocenianego na podstawie analizowanych cech
strukturalno-funkcjonalnych plemnikéw w kolejnych dniach przechowywania
nasienia.

Podstawg wnioskowania w rozprawie sg wyniki badan, przeprowadzonych na
195 ejakulatach pobranych od 195 knuréw, w tym: 50 knuréw rasy duroc,

28 knuréw mieszancéw duroc x pietrain, 52 knuréw rasy pbz, 34 knuréw PIC oraz



31 knuréw rasy wbp, w wieku od 18 do 36 miesiecy, uzytkowanych w dwéch
stacjach inseminacyjnych. Badania wykonywano na materiale pobieranym z porcji
inseminacyjnych rozcienczanych i konfekcjonowanych zgodnie z procedurg
stosowang w stacjach inseminacyjnych. Porcje inseminacyjne przechowywano
w termoboksie, w temperaturze 16°C. Badania wykonywano w prébkach
pobieranych w 1., 3., 5. 1 7. dniu przechowywania nasienia.

Przeprowadzono ocene integralnosci btony komdrkowej oraz akrosomu
plemnikdéw, stosujagc dwie metody oceny:

- ocena na podstawie barwienia roznicowego (barwienie eozyna - nigrozyna)

- ocena na podstawie barwienia fluorescencyjnego

Przy ocenie metoda barwienia eozyna - nigrozyna wykonano takze analize
frekwencji plemnikow o prawidtowej morfologii i plemnikow zmienionych
morfologicznie, wyszczego6lniajagc wady gtéwne i podrzedne wedtug klasyfikacji
Bloma. W ocenie z wykorzystaniem barwienia fluorescencyjnego zastosowano
barwienie tgczone, stosujgc trzy fluorochromy SYBR-14 i Pl oraz PNA
skoniugowang z barwnikiem Alexa Fluor 594. W obu metodach kazdorazowo
oceniano 200 plemnikéw z wykorzystaniem mikroskopu $wietlnego (w ocenie na
podstawie barwienia fluorescencyjnego takze mikroskopu fluorescencyjnego).

Przeprowadzono takze ocene integralnosci btony komorkowej oraz
aktywnosci mitochondriow  plemnikbw z  wykorzystaniem barwienia
fluorescencyjnego. Zastosowano barwienie tgczone, stosujgc trzy fluorochromy
SYBR-14 i Pl oraz JC-1. W tym badaniu takze kazdorazowo oceniano
200 plemnikéw z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego.

Ruchliwos¢ plemnikéw doktorantka oceniata przy uzyciu systemu
komputerowo wspomaganej analizy nasienia (CASA), wykorzystujagc system SCA
(Sperm Class Analyzer®, Microptic S.L., Hiszpania), skonfigu‘rowany z kamerg
cyfrowg i mikroskopem Nikon Eclipse E-200z, wyposazonym w podgrzewany
stolik. Analize obrazu przeprowadzono w kontrascie fazowym ujemnym. Dla kazdej
préby nasienia oceniano wskazniki ruchu dla co najmniej 500 plemnikow

w 5 rdéznych polach widzenia.



Doktorantka przeprowadzita takze identyfikacje genotypow knuréw, na
podstawie polimorfizm genéw CD9, DAZL, ESR2 oraz PIWIL4, Kktory
identyfikowano metodg PCRRFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Lenght Polymorphism).

Stosowane metody badawcze zostaty szczeg6towo opisane w rozdziale
»Materiat i metody”. Z opisu wynika duze zaawansowanie doktorantki
w stosowaniu nowoczesnych technik badawczych 1 zaawansowanej aparatury
naukowej. Wybdr narzedzi badawczych uwazam za trafny oraz adekwatny do celéw
pracy.

Do statystycznej interpretacji wynikéw autorka wykorzystata obliczenia
wykonane przy zastosowaniu programu Statistica v.13.3 (StatSoft, Polska). Ocene
wptywu czasu przechowywania na analizowane zmienne okre$lata na podstawie
analizy wariancji powtarzanych pomiaréw dla rang Friedmana oraz testu
U Manna-Whitneya dla oceny istotnosci réznic miedzygrupowych w obrebie
wariantow polimorficznych i testu Kruskala-Wallisa dla oceny istotnoSci roznic
miedzygrupowych w obrebie wariantow polimorficznych oraz pomiedzy grupami
genetycznymi.  Wystepowanie wzajemnych zaleznosci miedzy wybranymi
zmiennymi sprawdzono (dla nasienia przechowywanego przez 7 dni), okreslajac
wspotczynniki  korelacji rang Spearmana. Analize statystyczng doktorantka
poprzedzita sprawdzeniem zgodno$ci rozkiadu zmiennych ciggtych z rozktadem
normalnym, stosujac test Shapiro-Wilka. Narzedzia analizy statystycznej, ktore
doktorantka szczegdtowo opisata w rozdziale ,,Analiza statystyczna” uznaje za
prawidtowe i adekwatne do charakteru pozyskanych danych.

Zasadniczg cze$¢ rozprawy stanowi rozdziat ,,Wyniki i dyskusja”, ktory
opisany jest na 16 stronach opracowania. W rozdziale tym, podzielonym na
4 podrozdziaty (analiza miejsc polimorficznych, tradycyjna ocena mikroskopowa,
wpltyw czasu przechowywania na integralno$¢ btony komorkowej, stopien
uszkodzenia akrosomu oraz aktywno$¢ mitochondriow plemnikéw, wptyw czasu

przechowywania na parametry ruchu plemnikéw), autorka szczeg6towo opisuje



wyniki badan, dokumentujac je danymi empirycznymi zestawionymi w tabelach i na
rysunku.

Jak nalezato sie spodziewaé autorce udato sie udowodnié, ze czas
przechowywania konserwowanego nasienia knurow ma wpltyw na jego jakoSc.
Wykazata, ze kolejnych dniach 7-dniowego okresu przechowywania porcji
inseminacyjnych nastepuje istotne obnizenie: ruchliwosci, integralnosci btony
komorkowej, integralnosci akrosomu oraz aktywnosci mitochondriow plemnikdow.
Wykazata tez, ze jako$¢ nasienia konfekcjonowanego, w czasie jego
przechowywania zalezy od rasy lub grupy genetycznej. Udowodnita, ze najwieksze
wartosci analizowanych wskaznikow (z wyjatkiem aktywnos$ci mitochondriow), ma
nasienie knuréw PIC, a najmniejsze nasienie knuréw rasy wbp.

Istotne znaczenie dla praktyki inseminacyjnej ma wykazanie zaleznosci
miedzy procentowym udziatem plemnikbw o ruchu postepowym ocenianym
szacunkowo pod mikroskopem, a wskaznikami ruchliwo$ci plemnikow ocenianymi
metodg obiektywng z wykorzystaniem systemu CASA oraz wskaznikami
charakteryzujgcymi integralno$¢ btony komdrkowej i aktywno$é¢ mitochondriow
plemnikéw. Potwierdza to wiarygodno$¢ i przydatnos¢ metod powszechnie
wykorzystywanych w praktyce laboratoriéw stacji inseminacyjnych.

Wykazata tez powigzania wskaznikow szacunkowej oceny mikroskopowej
nasienia z polimorfizm genéw DAZL i ESR2. Zasugerowata mozliwos¢
wykorzystania polimorfizmu tych genéw w prognozowaniu przydatnosci nasienia
do konserwacji w stanie ptynnym.

Catos¢ konczy rozdziat ,,Spostrzezenia i wnioski”. Whnioski wynikajace
z badan autorka sformutowata w 6 punktach. Formutujac uogolnienia autorka
rozprawy trzyma sie faktow, a przedstawione uogoélnienia rpaja uzasadnienie
w materiale empirycznym. Sg one sformutowane zwiezle, a niektére z nich
zawierajg zalecenia dla praktyki inseminacyjnej.

Podsumowujac cze$¢ wynikowa uwazam, ze Autorka zrealizowata zatozenia
wynikajgce z tytutu rozprawy i jej celow zdefiniowanych na poczatku rozprawy.

Wykazata sie przy tym umiejetnoScig stosowania zaawansowanych technik



badawczych, w tym: wykorzystanie systemu CASA w analizie ruchliwosci
plemnikéw, zaawansowanych technik barwienia fluorescencyjnego w analizie
ciggtosci bton komérkowych oraz akrosomu i potencjatu bton mitochondrialnych,
a takze zaawansowanych technik identyfikacji genotypdéw, na podstawie oceny
polimorfizmu genéw metodg PCR-RFLP.

Z obowigzku recenzenta nadmieniam takze, ze niektore sformutowania
i okreSlenia uzywane w pracy moga budzi¢ watpliwosci. Za niefortunne nalezy
uzna¢ na przyktad okreslenia: ,,w doskonaleniu postepu genetycznego” (str 9) - to
nie postep hodowlany jest doskonalony ale populacja zwierzat oraz okreSlenie
»~wartos¢ genetyczna” - chyba chodzi o wartos¢ hodowlang. Za niezbyt niefortunne
uwazam tez okreSlenie: ,,selekcja hodowlana”.

Uwazam tez, ze doprecyzowania wymagajg objasnienia do tabel 8 i 9,
w ktérych sg dwie kolumny zestawiajgce dane dotyczace ruchu postepowego
plemnikéw. Prawdopodobnie pierwsza z tych kolumn zawiera wyniki
mikroskopowej oceny nasienia Swiezego przed rozciefczeniem (?), co rutynowo
wykonywane jest w stajach inseminacyjnych i stanowi kryterium zakwalifikowania
ejakulatu  do inseminacji (lub nie) oraz wplywa na ilos¢ dodawanego
rozcienczalnika i liczbe wykonywanych dawek inseminacyjnych. W drugiej
kolumnie sg wyniki oceny nasienia ,w pierwszym dniu badan”. Nasuwajg sie
pytania: po ilu godzinach od pobrania? (w pierwszym dniu kazda godzina sie liczy),
czy juz po dodaniu rozrzedzalnika? (chyba tak - to wiele zmienia), czy takze metodg
mikroskopowg (opis w metodyce wskazuje, ze chyba raczej z wykorzystaniem
systemu SCA).

Ostatnie uwagi formutuje wskazujagc na mozliwosci doprecyzowania
niektorych kwestii. Nie obnizajg jednak wartosci merytorycznej ocenianej rozprawy.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie konkretnego problemu naukowego, a jej autorka wykazata duze
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa spetnia wiec
warunki stawiane kandydatom do uzyskania stopnia doktora, wynikajgce z art. 13.1

Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym..., ktéory moéwi ze rozprawa



doktorska powinna ,,stanowi¢ oryginalne rozwigzanie problemu naukowego ,
a kandydat do stopnia naukowego doktora nauk powinien wykazywac ,, umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej..”. Przedstawiona do oceny
rozprawa merytorycznie miesci sie w obszarze dziedziny nauk: nauki rolnicze,
w dyscyplinie zootechnika i rybactwo i w tym zakresie dokumentuje ona
kompetencje naukowe kandydatki. Uwzgledniajgc wartosSci poznawcze
I utylitarne przedstawionej do oceny rozprawy oraz wynikajgce z niej
udokumentowanie wiedzy | opanowania warsztatu naukowego przez
doktorantke stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca pt. ,,Ocena
funkcjonalnych i strukturalnych zmian plemnikow knura podczas
przechowywania nasienia w stanie ptynnym z uwzglednieniem polimorfizmu
genéw CD9, DAZL, ESR2 i PIWIL4 oraz grupy genetycznej” odpowiada
warunkom okreSlonym dla rozpraw doktorskich w ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki dnia
z 14 marca 2003 roku, a jej autorka mgr Ewa Kwita wykazata wymagane
Ustawg umiejetnosci. W zwigzku z tym przedstawiam Radzie Naukowej
Dyscypliny zootechnika i rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie wniosek o dopuszczenie rozprawy Pani mgr
Ewa Kwita do publicznej obrony.

Jednoczesnie z uwagi na naukowe znaczenie wynikéw pracy,
zastosowanie zaawansowanych technik badawczych, wymagajacych duzych
umiejetnosci i solidnego warsztatu naukowego oraz wykazane w pracy
umiejetnosci przejrzystego przedstawiania trudnych kwestii, stawiam wniosek

0 wyroOznienie ocenianej rozprawy.



