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Recenzja
pracy doktorskiej mgr inz. Alicji  Mizery pt. »Optymalizacja $rodowiska
przechowywania nasienia buhajéw” wykonanej w Zakladzie Hodowli Bydla i Produkeji
Mleka Wydzialu Biologii i Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroclawiu pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Mariana Kuezaja i dr Jaroslawa
Jedraszezyka, jako promotora pomocniczego

Osiagniety postep genetyczny w hodowli bydla w okresie ostatniego polwiecza to
efekt pracy hodowcow i wdrozonych programéow hodowlanych, opartych miedzy innymi na
wykorzystaniu inseminacji kréw nasieniem najlepszych buhajéw. Szerokie zastosowanie tej
biotechniki bylo mozliwe dzieki przypadkowemu uzyciu glicerolu do konserwacji nasienia
przez Polge’a i Rowsona, oOpracowaniu nastepnie przez nich w 1951 roku techniki
konserwacji nasienia w temperaturze zestalonego CO» a pozniej w temperaturze cieklego
azotu. Sprzyjal temu zapewne fakt duzej podatnosci nasienia buhajow, w poréwnaniu
z samcami innych gatunkéw zwierzat, na proces konserwacji w niskich temperaturach. Stad
tez wynika szerokie zastosowanie inseminacji w hodowli bydla. Obecnie na $wiecie
inseminowanych jest okolo 75% krow. W naszym kraju natomiast ponad 85% .

Wprowadzenie nowych technik opartych na komputerowo sterowanym procesie
schiadzania i zamrazania nasienia znacznie poprawilo efektywnosé jego konserwacji,
pozwalajgc na przyjecie obowigzujacego kryterium minimum 50% plemnikéw o ruchu
postepowym po rozmrozeniu proby. Nadal jednak duza czes$¢ plemnikow nie przezywa tego
procesu, stad tez potrzeba doskonalenia metod konserwacji nasienia. Podstawowe znaczenie
W tym wzgledzie wydaje sie mie¢ stworzenie odpowiedniego $rodowiska dla plemnikow na
etapie przygotowania ich do procesu mrozenia. W tym tez kierunku zmierzaja badania
Autorki niniejszej pracy, ktéra postanowila do komercyijnie stosowanych rozcienczalnikow
doda¢ wybrane skiadniki przed mrozeniem nasienia, a nastepnie okresli¢ jego jakogé po

rozmrozeniu, za pomoca nowych metod z zakresu diagnostyki andrologiczne;.



Dostep do materiatu badawczego w ramach wspdlpracy z Malopolskim Centrum
Biotechniki Sp. z 0.0. w Krasnem umozliwil Autorce niniejszej pracy przeprowadzenie
interesujgcych badan o znaczeniu poznawczym i praktycznym, ktérych efekty zamiescita
W przediozonej rozprawie. Dysertacja ta zostala opracowana na podstawie trzech
oryginalnych prac tworczych  spojnych lematycznie  przyjetych  do opublikowania
W czasopismach naukowych znajdujacych sie w bazie Journal Citation Report: Medycyna
Weterynaryjna (2018 IF = 0,197), Animal Biotechnology (2018, IF = 0,928) i Italian Journal
of Animal Science (2018, IF = 0,990 ). Czasopisma te w wykazie czasopism naukowy
MNiSW  posiadaja odpowiednio 15, 20 i 25 pkt. We wszystkich trzech publikacjach
Doktorantka jest pierwszym autorem. Swoj udzial w ujeciu wskaznikowym we wszystkich
pracach szacuje na 70%, co potwierdzili w stosownych  os$wiadczeniach pozostali
wspolautorzy. Wskazuje to na Jej duze zaangazowanie w caly proces powstania i wydania
publikacji. Udzial ten polegal na opracowaniu koncepcji doswiadczenia. jego
przeprowadzeniu, zbieraniu i analizowaniu danych, analizie Statystycznej wynikow oraz
przygotowaniu manuskryptu i Opracowaniu redakcyjnym pracy. Pelnienie glownej roli
W procesie powstawania prac swiadczy o posiadanych zdolnosciach organizacyjnych przez
Doktorantke i umiejetnosceiach wspolpracy z innymi Cztonkami Zespolu, co jest bardzo
pozytywng cecha, ZWazywszy znaczenie wspolnie podejmowanych dzialan w tworczej
dzialalnosci naukowej.

Przyjeta forma Przygotowania dysertacji na podstawie opublikowanych juz prac
naukowych w uznanych czasopismach, ulatwia w Znacznym  stopniu wykonanie zadania
postawionego przed recenzentem w zakresie merytorycznej oceny pracy. Prace te bowiem
uzyskaly pozytywne opinie niezaleznych ekspertow zwigzanych z dang problematyka co
Swiadezy o ich rzetelnosci j duzej wartosci naukowej. Rola oceniajacego powinna wiec
skupia¢ si¢ bardziej na ocenje komplementarnosci spdjnoscei prac, ich znaczenia dla rozwoju
wiedzy w danym kierunku oraz polemice z Autorka na temat uzyskanych wynikéw:.

Powyzsze wyniki zamieszczone w {rzech publikacjach Autorka zaprezentowala
W pracy przygotowanej wedltug obowigzujacych wymogow dla tego typu opracowan
naukowych. W pracy tej poza zalaczonymi publikacjami i oswiadczeniami  zawarla
nastepujace rozdzialy: streszezenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, hipotezy
badawcze, dyskusja, konkluzja, literatura. Na poczatku pracy zamieszczono wykaz
stosowanych skrotow.

We  wstepie, bedacym  zarazem przegladem literatury, Autorka po  krétkim

przedstawieniu zalet inseminacji  omawia metody przechowywania plemnikéw  buhaja.



W' pierwszej kolejnosci, nawigzuje do problemow zwiazanych z przechowywaniem
plemnikéw w stanje plynnym. Wymienia i omawia glowne skladniki stosowane do
konserwacji nasienia oraz Opracowane na ich podstawie wybrane rozcieficzalniki. Podobnie
czyni w odniesieniu do przechowywania plemnikéw w stanie mrozonym, podkreslajac
znaczenie dodania do nasienia glicerolu przez Polge’a i Rowsona. Opierajac si¢ na
pionierskich pracach tych oraz innych autorow » polowy lat ubieglego wieku Doktorantka
Zwraca uwage na gléwne trudnosci Zwigzane z kriokonserwacja nasienia, wskazujac na
poczynania majace na celu zwigkszenie efektywnosci przezywania plemnikow w procesie ich

mrozenia/rozmrazania. Majagc na wzgledzie wihasne badania jeden podrozdzial poswigca

tzn. suplementy o dzialaniu antyoksydacyjnym, poprawiajace  zywotnosc plemnikow,
wplywajace pozytywnie na ruchliwosé plemnikow oraz takie, ktore charakteryzuja si¢
potencjalng  ochrona DNA plemnikow  przed uszkodzeniem. Dodatki te mozna
charakteryzowa¢ w rozny sposob, przyjmujac rozne kryteria. Przyjety podzial na grupy jest
poprawny, niemniej jednak dobrze byloby wyjasni¢, dlaczego Autorka przedstawila taki
podziat dodatkéw do rozcienczalnikow? Co bylo mysla przewodnig do jego przyjecia?

W wyréznionych czterech podrozdziatach Doktorantka przedstawila wybrane dodatki
stosowane przez badaczy w cely poprawy efektow konserwacji nasienia buhajéw i samcow
innych gatunkdw zwierzat. Charakteryzujac zwigzki o  dziataniu antyoksydacyjnym,
w krotkiej i przystepnej formie wyjasnita oddziatywanie reaktywnych form tlenu na plemniki
i niektére mozliwosci ograniczenia ich wplywu negatywnego. Opierajac si¢ na wykonanych

badaniach w ostatnich latach, wskazala takze na mozliwosé uzupelnienia rozcienczalnikéw

naturalnego i syntetycznego. Waznym byto podkreslenie w ostatnim podrozdziale, znaczenia
oceny integralnosci DNA plemnikow, nie tylko w kontekscie jej wplywu na jako$¢ nasienia
ale takze mozliwymi Jjej powigzaniami z Wyznacznikami przebiegu ciazy oraz cechami
funkcjonalnymi potomstwa. Tym samym wskazuje na potrzebe wdrazania do praktyki
andrologicznej nowych metod badawczych pozwalajacych lepiej poznac strukture i funkcje
plemnika.

Przedstawiony rozdzial krétkiej ale tresciwej i przysigpnej formie jest dobyze
dokonanym przeglagdem literatury, zwlaszcza w odniesieniu do mozliwosci doskonalenia
metod konserwacji nasienia A utorka wykorzystala zaréwno Starsze jak i aktualne materialy
Zrédlowe, odpowiednio Je zinterpretowala, wskazala na zlozonosé problemu | potrzebe

kontynuacji prac w podjetym temacie. S‘w:’adczy o0 znajomosci przez Nig problematyki
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badawczej i posiadanych umiejetnosciach analizy, interpretacji wynikéw badar i wyciggania

na ich podstawie wnioskdw.

Majac na uwadze poruszone zagadnienia we wstepie, Autorka stawia sobie za cel
optymalizacje srodowiska przechowywania nasienia w stanje plynnym lub mrozonym. Czyni
to poprzez dodatek do komercyjne Stosowanego rozcienczalnika kobalaminy (wit. Bi2),
octanu busereliny (analog GnRH) ekstraktyu ze Spiruliny (wyciag z alg).

W przyjetych hipotezach badawczych zaklada pozytywny wplyw powyzszych dodatkéw na
okreslane wskazniki charakteryzujace Jakos$¢ nasienia konserwowanego w stanie plynnym
badz tez mrozonym.

Z zastosowanymi metodami badawczymi i osiagnietymi wynikami czytelnik moze sie
zapozna¢ analizujac trzy prace wymienione na poczatku niniejszej opinii. Do wynikow tych
Doktorantka odnosi si¢ takze w zamieszczonym rozdziale dyskusja.

Jak zaznaczylem wezesniej, od strony merytorycznej, w tym doboru materialy I metod
badawczych, praca byla poddana juz ocenie. Nalezy jednak podkresli¢ trafnos¢ doboru tych
metod 1 wskaza¢ na posiadane mozliwosci wykonania specjalistycznych badarn 7 zakresu
diagnostyki andrologicznej. Nalezy takze podkresli¢, ze badania te wykonano przy
wspolpracy z Malopolskim Centrum Biotechniki Sp 7z 0.0, w Krasnem w warunkach
produkcyjnych i Stosowanego w tym Zakladzie procesu technologicznego. Ewentualne wiec
zweryfikowanie czy tez wdrozenie uzyskanych wynikow nie powinno stwarza¢ problemdw.
Nalezy takze podkresli¢, ze bez tej wspolpracy wykonanie powyzszej pracy byloby raczej
niemozliwe. Jest to wzorcowy przyktad wspolpracy miedzy nauky i praktyka. Na bazie
dociekan naukowych Zespol  realizujacy badania uzyskal wyniki, ktore mogg by¢
wykorzystane w praktyce hodowlanej.

Wyniki te potwierdzajg osiggnigcie w pelni celow badawczych i potwierdzaja hipotezy, jakie
W pracy zalozono, gdyz:

1. Wskazano na Pozytywny wplyw witaminy Bj, na Jakos¢ kriokonserwowanego
nasienia buhaja oraz ustalono optymalng dawke tej witaminy jakg nalezy doda¢ do
rozcienczalnika.

2. Wykazano korzystne oddzialywanie octanu busereliny na ksztaltowanie sie
ocenianych wskaznikéw ruchuy I Zywotnosci plemnikdw przechowywanych w stanie

plynnym oraz okreélono dawke tego analogu GnRH Jaka nalezy doda¢ do

rozcienczalnika.



3. Stwierdzono pozytywny wplyw ekstraktu ze Spiruliny maxima na ruchliwosé,
zywotnos¢,  stopien defragmentacji DNA  oraz ochrone antyoksydacyjng

kriokonserwowanych plemnikow buhaja.

Otrzymane wyniki Autorka omawia w nastepnym rozdziale dyskusja, poréwnuje je

z pracami innych badaczy, przedstawia wlasne spostrzezenia 1 poglady w niektorych
kwestiach. Wyniki omawia dla poszczegdlnej pracy oddzielnie, podsumowujac je za kazdym
razem. Podsumowania te sa w formie wnioskow i szkoda, Ze nie wyrozniono takiego
rozdziatu w pracy. Mozna bylo umiesci¢ €0 po rozdziale dyskusja.
Ogdlnie, opracowanie omawianego rozdzialu dyskusja Swiadczy o dobrej znajomosci tematu
przez Doktorantke. W rozdziale lym poprawnie zinterpretowala uzyskane wyniki na tle
osiggni¢¢  innych  badaczy, wskazujge zarazem na potrzebe  kontynuacji badari nad
doskonaleniem metod konserwacji nasienia. Trafny dobor pozycji pismiennictwa, swobodny
sposob interpretacji wynikéw i wybor najwazniejszych watkow do  dyskusji, sSwiadczy
0 rozeznaniu  Autorki w  aktualnych trendach badawczych, dostrzeganiu  znaczenia
realizowanych prac dla prakiyki oraz checi rozwijania swoich zainteresowar naukowych.

Analizujac jednak wyniki przedstawione w tabeli 1 i rycinie 1 (praca w Animal

Biotechnology) oraz podane wyniki w dyskusji (str. 24) mozna zauwazy¢ niezgodnosé
prezentowanych danych. Zamieszczone wyniki w tabeli 1 sa najprawdopodobniej blednie
podane, gdyz wartosci $rednie dla ruchu postepowego w grupie kontrolnej sa niemal
dwukrotnie mniejsze niz w pozostatych grupach.
W pracy tej w rozdziale material i metody podano, ze do badan przeznaczano ejakulaty
0 ruchliwosci i zywotnosci plemnikow powyzej 60%. W pierwszej pracy (Medycyna
Weterynaryjna) przyjete kryteria dla tych wskaznikéw wynosily odpowiednio 80% dla
ruchliwosci i 60% dla zywotnosci, a w trzeciej pracy (Italian Journal of Animal Science)
odpowiednio 70% i 60%. 7 czego wynikalo to zréznicowanie? Przyjetym bowiem
powszechnie kryterium w zakiadach unasieniania zwierzat kwalifikujacym ¢jakulaty do
dalszego uzycia jest minimum 70% plemnikow o ruchu postepowym.

Praca, stanowigca podsumowanie wynikow zamieszczonych w trzech oryginalnych
pracach tworczych, napisana Jest  generalnie poprawnym jezykiem pod wzgledem
stylistycznym i gramatycznym. Autorka w przystepnej i zrozumialej formie we wstepie
wprowadzita czytelnika w istote problemu, jasno sformulowala cel i hipotezy badawcze,
a uzyskane wyniki poddata rzeczowej dyskusji. Wnioski, ktore w zasadzie sg sformulowane

w rozdziale dyskusja, zawarto rownies W rozdziale konkluzja, bedagcym podsumowaniem



pracy. Na jej koncu zamieszczono literature, w ktorej zamieszczono 165 pozycji
piSmiennictwa, niemal wylgeznie w jezyku angielskim,

Majac na uwadze zawarte w rozdziale konkluzja zdanie o mozliwosci zastosowania
kombinacji uzytych w badaniach dodatkow do rozcienczalnikow, cheialbym pozna¢ opinig
Autorki, czy zamierza w przysztosci dokona¢ tego i jakie ewentualnje moga wynika¢ z tego
implikacje.

Nasuwa mi sie tez pytanie, dlaczego w przypadku octanu busereliny ograniczono sie do
nasienia przechowywanego w stanie ptynnym? Czy nie warto byloby sprawdzi¢ réwniez
wplyw dodatku tego analogu GnRH do rozcieficzalnika na Jakos¢ kriokonserwowanego
nasienia, podobnie jak w przypadku dwoch pozostatych dodatkow?

Po przeczytaniu pracy mam kilka uwag i sugestii odnosnie uzytych sformutowan i zwrotdw:

- Autorka uzywa zwrotu sztuczna inseminacja. Zwrot taki jest podawany w niektorych
stownikach czy tez encyklopediach, niemniej w fachowych podrecznikach i powszechnym
uzyciu stosuje sie raczej sztuczne unasienianie lub inseminacja;

- W pracy uzywany jest zwrot rozrzedzalnik mleczny. Sugeruje uzywanie rozcienczalnik
mlekowy;

- na str. 10 (6g) jest rozcienczeniach — powinno by¢ rozcienczalnikach;

-nastr. 5iin. jest simmentalskiej — powinno by¢ simentalskiej;

-nastr. 12 (6d) i in. jest nasienia bydlecego — powinno uzywac si¢ raczej nasienia buhaja;

- str. 23 (ostatnie zdanie) — zdanie niezrozumiatle:

Powyzsze uwagi nie wplywaja na wartos¢ merytoryczng pracy, a Autorka moze wzigcé

Je pod uwage przy pisaniu kolejnych prac naukowych.

Whiosek koncowy

Przygotowana  rozprawa doktorska ma  zaréwno znaczenie poznawcze Jjak
i aplikacyjne. Na podkresienie zastuguje wykonanie badari w warunkach produkcyjnych
oraz zastosowanie nowych metod oceny nasienia. Wykorzystane metody badawcze, ktére
pozwolily Doktorantce uzyskac interesujgce wyniki, a na ich podstawie przygotowac trzy
oryginalne prace tworcze, zebrala i w przystepny sposéb objasnita w maszynopisie. Wyniki
te przedstawila na tle osiggniec innych badaczy, sugerujge potrzebe realizacji dalszych
badan w obranym kierunku. Swiadczy fo o dobrym rozeznaniu w aktualnych trendach
badawczych, posiadanej wiedzy i kompetencjach naukowych. Autorka w petni wykonata
postawione zadania, osiggnela postawione cele i potwierdzila przyjete hipotezy. Praca



niewqipliwie wnosi nowe wartosci I preyczynia sie do rozwoju badan w uprawianej
dyscyplinie

Majgc powyisze na uwadze stwierdzam, e praca doktorska mgr inZ. Alicji Mizery
pt. ,Optymalizacja S$rodowiska przechowywania nasienia buhajéw  odpowiada
wymaganiom okreslonym w Ustawie o Stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki zdnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. 7 2017r., poz. 178 9).
Przedkladam zatem Wysokiej Radzie Wydzialu Biologii i Hodowli Z wierzqt Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie mgr inZ. Alicji Mizery do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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