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rozprawy doktorskic] mer inz, Malgorzaty Miszezak pt. .Opracowanie metod identyfikac)i
eatunkowe] | osobnicze] psow (Canis familiaris) w oparciu o analize mtDNA oraz
mikrosatelitarmego DNA"
wykonanej pod kicrunkiem Pani dr hab. Anny Radko. prof. [Z PIB
w Instytucie Zootechniki Panstwowym Instvtucie Badawezym w Krakowie.

Podstawe formalna recenzji stanowi pismo z-cy Dyrektora ds. Nauki, dr hab, Piotra Wéjcika, prot.
12, 7 dnia 09 maja 2019 r. powolujace sie na uchwale Rady Naukowe) Instytutu Zootechniki
Panstwowezo Instytutu Badawezezo w Krakowie 2 dnia 22 listopada 2018 r. o powolaniu mnie na
recenzenta rozprawy doktorskicj mgr inz, Malgorzaty Miszezak.

Podstawowym celem preedlozone] pracy dokterskiej jest analiza markerow mikrosatelitarnych
DNA. rekomendowanych przez 1ISAG w polskich populacji psow dziewigeiu ras, Praca zawicra
rowniez aspekl aplikacyiny i dotvezy oceny przydatnosel badanego zestawu markerow do kontroli
pachodzenia psdw polskich populacji i ich identyfikacji osobniczej do wykorzystania m.in, w
ekspertveach sadowych,

Psy od 12 tysigcy lal towarzyszy cxlowickowi w codziennym #yciu, wykonujac cigzka prace dla
crtowieka, Preede wszvsikim pomagaly czlowiekowi w polowaniach. pilnowaly wypasanveh stad
rwierzat gospodarskich, czy strozowaly w obejsciu, Obecnie psy postrzegane sa przede wszystkim
jako swierzeta towarzyszace, jednak wicle z nich w dalszym ciggu wykorzystywane jest do pracy,
chociazhy jako ratownicy, przewodnicy, czy zwierzeta pociagowe, a wiele 2 nich jest niemalze
elatowymi pracownikami stuzb mundurowyeh. Roznorodnosc oczekiwan crtowieka w stosunku
dotepn oatunkdw avicrzat aray smicnnose sradowiska ich utrzymania doprowadata do powstania
ponad 400 ras, Jak w hodowli kazdego gatunku zwierzecia udomowionego przez czlowicka
doskonalenie cech korzystnyeh z punktu widzenia hodowey/wiasciciela jest celem hodowli.
Podstawa pracy hodowlanej jest prawidlowa kentrola osobnikdw, a kontrola pochodzenia
umozliwia wykluczenie pomylek. czy wreez oszustw w zapisach. Jak i w innych gatunkach
swierzat poczatkowo rowniez do kontroli pochodzenia psow wykorzystywano polimorfizm

ervirocytarnyeh antygenow powierzchniowyeh i bialek. co jednak nie rawsze umozliwialo



otrzvmanie jednosnacenveh wynikdw, Szybki roswdj metod genetvki molekulame] od lat
osiemdziestatveh porwolit na wykorzystanie w kontroli pochodzenia 1 identyfikac)i osobnicze
wysove polimorlicanyeh sekwenei mikrosatelitarnveh, cayli kedtkich. andemowyeh powtorzen
(STR}. Polimorfizm  mikrosatelitarny  wykorzystywany  jesl rowniez do analizy  poziomu
biorcemorodnosel w populacjach zwicrzat i pozwala na takie planowanie kojarzen, by zapobicc
spadkowi zmiennosci genetyczng) | nic dopusei¢ do nadmiernege wzrostu poziomu inbredu w
populacii.

Przedstawiona do recens)i rozprawa doktorska. liczaca 86 strony, ma obecnic coraz czesciej
stosowany uklad, 4. po streszezeniu wojezyku polskim 1 oangielskim oraz wykazie skrdtow,
nastepuje rordzial . Wsiep”, bedgey preegladem hiteratury, nastepnie Cel pracy. Material | metody.
rozdzial Wyniki | omdwienie, Prace koncza Wnioski 1 spis literatury. Ostatnia czescig dysertacii sa
materialy vzupelniajgee ber numerac)i stron, Praca zawiera 13 rysunkow 1 24 tabele. przy czvm
numeracja tabel wogldwne] cresal pracy | Materialach uzupelniajacyeh jest ciagla. Spis literatury
zawiera 101 pozyeji. w wigkszosel prac opublikowanyeh w renomowanych czasopismach o
Zasicoy swiatowym, 2 crepo 31 powstala jeszeze w ubieglym wicku, a najstarsza w 1908 roku.
Wykorzystanie starseych prae jest uzasadnione rvsem historveznym, jaki zostal nakreslony we
wslepic pracy. ."-'.Wiﬁdt:zj.- 1o o lym, z¢ autorka dotarta do prac oryginalnyeh, nie ulatwiajac sobie
pracy powtarzaniem informac)i historyeznyeh za innymi antorami,

Kilkunastastronicowy wstep podzielony zostal na pieé podrozdzialow, w kiéryeh, po krétkim
wprowadzeniu w zagadnienie. Doklorantka scharaktervzowala polimorfizm mikrosatelitarny orax
omawila najczgstsze problemy wystepujace podezas procesu genotvpowania | Komputerowej
analizy wymkow. Nastepnie mgr M. Miszezak omowila przydatnosé mitochondrialnego DNA do
identyfikac) gatunkow, w tym wykorzystanie w krvminalistvee. W rozdziale 1.3 Doktorantka
omowita metody statystvezne do oceny uzytecznosei polimorfizmow mikrosatelitarnyeh do badan
sarowno struklury zenetvezne] popilacii, jak i oceny zmiennosei penetvezne] i identyfikaci
asobnicze]. Koleiny podrozdzial Wstgpu poswigcony zostal przypomnieniu historii wykorzystania
markerow genetveenyeh do identylikacji osobniczej. potwicrdzenia pochodzenia, czy badania
zatatszowan produktow swierzecyveh. Markery te znalazly rowniez zastosowanie w hodowli psow.
Autorka w podrozdziale tym wskazuje rowniez na wykorzystanie markerdw mikrosatelitarnych
DNA - przez organy $cigania | wymiar sprawiedliwosci, w badaniach &ladow biologicznych

pozostawionych na miejscu przestepstwa, nie tylko ludzkich, ale i zwierzecyeh, w tym psow jako



zwierzecia towarzyszacego, albo ofierze. albo przestepey. Oczywistym jest. ze¢ w sprawach
krvminalnyveh wynik analiz nie moze budzi¢ wytpliwosel, zatem Kazda metoda wykorzystywana w
“sledetwie musi bve swalidowana i musza by¢ wdrosone standardy wykonywania badan w zakresie
oznaczania zwierzecego DNAL Takie wytverne wykorzystania DNA  zwierzat do celow
kryminalistyku - zostaly  opracowane  przez. Migdzynarodowe  Stowarzyszenie  Genetykow
Sadowvch, Niezwykle istotnym aspektem jest ujednolicone nazewnictwo alleli. Do niedawna
wykorzystywany byl panel 18 markerow STR oraz locus amelogeniny. a obecnie ISAG
rekomenduje wykorzystanie trzech dodatkowych markerdw. Konieczna jest zatem walidacja
ragszerzonego panclu markerdw STR, W ostatnim podrozdziale Wstepu autorka omowila
parametry oceny zestawu markerow 8TR.

W kolcjinym rozdziale autorka preedstawila bardzo szezegotown cele swej pracy. W pierwszym 7z
itich wkradl sic blad, gdvz, jak wynika z dalsze] czgsci pracy. aumtorka analizowata panel &
markerow mikrosatelitarnych DNA u dziewigciu a nie piceiu ras psow, jak deklaruje w celu pracy.
Podobny blad popelnita ez w rozdziale 4.1 przy omawianiu wynikow polimorfizmu 18 markerow
STR - tam podata, ze analizowala probki 612 osobnikow od siedmiu ras psow. Zwykle cele pracy
poprzedeone sa zatorony hipotera badawceze, jednak, niestety, Doktorantka nie podziclila sig #
cevtelnikami informacia co sklonito ja do podjecia tyeh analiz.

Rozdzial Material | metody zostal podzielony na szesé glownyeh podrozdzialow. Trzy 2 nich (3.1,
3.3 1 3.6) podrielone 53 na kolegjne podrozdzialy. o identycznyeh tytutach, i ktore zawierajg niemal
identyerme mformacje. dotvezace preede wsaystkim metod izolagji, czy ilosciowego oznaczania
DNA 1 innyeh. Mozliwa byla nieco inna organizacja tego rozdzialu, tak by uniknac powtdrzen
informacii lub odwelan w kolejnyeh czgsciach tego rozdzialu do poprzednich podrozdzialow. W
podrozdziale 3.3 autorka pisze. i7 Do identyfikac)i gatunkowe] wybrano sekwencje mtDNA
rvbosomalnego biatka 125p specvlicznego dla gatunku pies domowy™. Przyjmuje to za
prrejezvezenie. gdyz jest to mitochondrialny gen 125 (a nie 128p - symbolem ..p” w pracy Martina
ornaczono prawdopodobnie, 12 chodsi o sekwencje primera) kodujgey czasteczke kwasu
rybonukleinowego, wehodzacego w sklad male) podjednostki rybosomow, Ten wysoce
konserwalywny region, wraz 7 68 tRNA, wchodzaeego w sklad duzej jednostki rybosomu, sa
powszechnie wykorzystywane w hadaniach filogenctyveznych.

Wyniki pracy zostaly preedstawione | przedyskutowane w rozdziale ,.Wyniki i ich omowienie”,

ktory jest podzielony na podrozdzialy zpodnie z podzialem. przedstawianym w Materiatach |



metodach pracy, Otreymane wyniki zaprezentowane s3 w formic czytelnyeh tabel i wykresow araz
emawione w tekscie manuskryptu. Nalezy podkreslic. ze jest to ich omowienie, ze #wroceniem
uwagi ceyvlelnika ng najeickawsze resultaty. o nic wyliczenic w lekscie liczb przedstawionych w
tabelach ezy na wykresach. Ponadto. kazda partia wynikéw opatrzona jest stosownym
komentarzem autorki, wyjasnigjgcym omdwione zawisko, W wyniku tej czgsci badan auwtorka
wskazala 35 ze 196 analizowanyveh alleli. jako tew. allele prywatne”, cevli specyticzne dla dancj
rasy. Najpwiece) alleli prywatnyeh enaleziono dla focus RENT6YOLE. a w przypadku rasy dla
owezarka niemieckiego | psow rasy golden retriven, zatem juk konkluduje Doktorantka, rasy te
charakteryzuja sie najwyzseym  stopniem  odrebnosci  genelycznej,. Na  podstawic analizy
wszvatkich alleli ustalomo dystans genetycrny miedsy rasami., przedstawiony w tabeli 10,
wykazujac najwickszy dystans miedzy rasami golden retriever i labrador retriever. Jednak opis
tabeli i tviul tabeli sa mylace — w teksceie podano, i tabela zawiera informacje na temat dystansu,
natomiast tviut tabeli mowi o podobienstwie genetycznym. a jak sama nazwa wskazuje sa to
preeciwstawne okreslenia, chociaz nierozerwalnie ze sobg ewigzane. Wyniki uevskane preez
autorke potwierdzily dane o pochodzeniu ras.

Na stronie 35 znajduje sig omowienic wskaznika PD, ceyvli sity dyskryminacji dla poszezegolnych
alleli, Doktorantka powoluje si¢ na dwie tabele — tabele 12, w Kidrej ma by¢ przedstawiona sila
dyskryminacji dla poszezegolnych markerow STR i tabele 13, w ktore] rowniez mial byd
zestawiony ten wspodlezynnik dla analizowanych markerow, Jednak w tabeli 12, umieszczonej na
stronic 33 przedstawiono wprawdzie ten wskasnik, wraz 7z wieloma innymi. ale dla ras, natomiast
tabela 13 okazuje sie bvé wykresem sity dyskryminacii dla analizowanych markerdw.

Po analizie wszystkich parametrow statystveznyeh panelu 18 badanveh markerdw STR. autorka
stwicrdzila ich wysoka przydatnosé do identytikaci osobniczej.

Koleiny podrozdzial poswigcony byt analizie walidacyine] zestawu 21 markerow STR 1 locus
amelogeniny prey wyvkorzystaniu materiahy referencvinego, pochodzacego » miedzynarndowego
lestu pordwnawezego DINA (ISAG 2013/2014) oraz DNA trzech osobnikow rasy wilczarz
irlandzki o znanym genotypie. 1SAG obecnie zaleca rozszerzenie panelu o dodatkowe trzy
markery. ¢o powinno pozwolic na dokladniejsze analizy | wzrost sity dyskryminacji. Jednak
wdrozenie nowyeh markerdw do praktyki wymaga doktadnej analizy wielu parametrow. Analizy
tej autorka dokonata w dwach zestawach — 13-t0 1 9-cio markerowych, Ocene przydatnosci panelu

21 markerow do identyfikacji osobniczej | weryfikacji przeprowadzono dla jednej rasy — wilczarz



irfandzki. uzasadniajac wybor najnizszymi wartosciami analizowanych parametrow na panelu | 8-
markerowym, Czy jednak analiza prey wykorzystanio preedstawicieli rowniez innyeh ras nie
databy bardzie] wiarygodne] odpowiedai?

W orozdziale 4.5, zatytutowanym . Profilowanie DNA dla potrzeb wymiaru sprawiedliwosei”
doktorantka potwierdzila, #e liczha wykorzystywanveh markerow wplywa na pewnosé, ze
identyczne profile pochodza od tego samego osobnika. Udowaodnita, ze panel 21 markerow STR
daje niemal 100% pewnosci. Jednak zgodnie 2 definicja — im mnigjsze jest prawdopodobienstwo
przypadkowe) zgodnosci, tvm wigksza jest szansa, ze dwie probki DNA pochodza od 1ej samej
osoby i te definicje potwierdzaja wyniki zaprezentowane w tym rozdziale. Natomiast autorka w
podsumowaniu rozdzialu stwierdzila, ze Wysoki winik prawdopodobicastwa provpadiowef
seodnoscil dia zestawn 21 markerdw STR jednoznacznie sugerufe, 2 proponowany proez [SAG
zestaw daje hlisko 100% pewnose, ze identyezne profile pochodzg od tego samego osobrika iz
powadzeniem moze by¢ wykorzvshrwanmy do analiz dia celow sadowyeh.”, co nalezy przyjac za
przejezyezenie. Cey autorka miata na mysli prawdopodobienstwo wykluczenia?

Fozprawa doktorska sakonczona jest rozdeialem . Wnioski™ 2 1] punktami. jednak ponewaz Kilka
£nich (1.4, 6. 7) jest podsumowaniem wynikow, rozdzial nalezalo zatviutowad | Podsumowanie i
wiioski™, Jak juz podkreslatam. praca ma charakter zardwno poznawczy - dokonano analizy wielu
parameirdw woreprezenlatvwnyeh probach z populacn detewigciu ras psdw utreymywanych w
Polsce. jak réwnicz aplikacyjny — wyniki tych badan moga by¢ wykorzvstane w hodowli psow
oraz keyminalistyee.

Reasumujac. nalezy stwierdzié, ze wykonane przez Doktorantke obszerne i pracochtonne badania
dostarceyly ciekawych i cennveh wynikow poznawczyeh oraz aplikacyjnych. zastugujacych na
pozylywna ocene. Analizy zostaty zaplanowane starannie, a metody dobrane prawidlows. Analiza
stalystvezna wynikdw rownied zostata preeprowadzona poprawnic. Praca rzostala napisana
weevkiom poprawnym. bee uzvwania wyraden angielskich, cry kalki jesvkowei, a preede
wszystkim bez coray powszechnigjszyeh wplywow jezvka angielskiego na styl zdan (np.
dominujacy szyk przestawny. ¢zy umigjscawianic czasownika na koncu zdania), Nalezy podkreslic
wysoka, ogolna liczbe przebadanveh osobnikow. Reprezentacja trzech ras byla ponize) 50 i
Doktorantka stwierdeita, 12 moglo w zawazyé na lrekwene)i nicktdryveh alleli. Rreczywiscie, w
badaniach populacyinych proba 30 esobnikdw z populacji jest liczbg niewiclky. jednak w

badaniach # zakresu genetyki molekularne) jest to liczba wysoka, Jak Dokterantka ocenia losowose



wybhoru proby 2 populacji? Czy badane zwierzeta byty spokrewnione. co mogloby wptvnac na
lrekwencje alleli? Wspdlczynniki inbredu w obrebie wszystkich ras byty bardzo niskie, co jednak
jest veesto 2wigeane £ breakiom danych rodowodowyeh, a nie 2 rzeczywistym brakicm
zinbredowania. Czy rzeczvwiscic zwickszenic liczby osobnikow zmieniloby frekwencje alleli?
Wowyniku szczegolowej analizy rozprawy znalaztam jednak Kilka niescistosci i bledow. ktaryeh
aulorka nic ustrzegla sic preygotowujae ostaleczng wersje rozprawy, zatem jako recenzenl
zobowigzana bylam je precdstawic w formic uwag Keviveznyeh, Wickszosc 7 nich wskazalam przy
omawianiu poszezegolnyeh rozdaalow manuskeyvptu, Kilka uwag dotvezy calosel pracy, Na
previdad. Doklorantka nie ustrzegla sig powtdrzen informacji = rozdzialu L Wstep™. czy .Material
i metody” w rozdziale Wyniki 1 ich omowienie™, Juz sam glowny rozdzial . Wynikow™ zaczyna
sie od informaci przedstawionveh we wstepic, a réwnicz kazdy podrozdzial rozpoczynany jest od
informacji metodvesnych. Ponadto. rasada jest. zc kazda tabelka. czy wykres musi byc tak
dokladnie opisany i wszelkie skroty rozwinicte. aby czytelnik zrozumial ich zawartosc bez
wglebiania sie w tres¢ manuskryptu. Takiego dokladnego opisu zabraklo przy nicktérveh
tabelkach. czy wykresach. Autorka nie ustrzegla sie rowniez bleddw edytorskich, Jeden # nich
dotyery nazw ras, w tvm psow, ktore w jezvku polskim piszemy maly literq. © ile w nazwie e
wystepuje nazwa wlasna, np. pies sw. Huberla, czy pies pasterski z Bukowiny. Ponadto. zdan nic
zaczyna sie od lierb pisanyeh eyframi. a takze wszelkie liczby ponize) 10 piszemy stownie.

Przy szczegdtowe] analizie pismiennictwa znalazlam trey potknigeia: brak w spisic literatury
pozyeii Van de Voorde, 2002, eytowane] w tekscie oraz brak eytowania dwoch prac — 1301 95.,
wystepujacych w spisie literatury, Trzecia uwaga dolyezy eviowania pozyeji 24 (trzech autordw) i
27 (pigciu autorow), obie 7 nazwiskiem FEichmann jako pierwszego autora i obie wydane w 2004
roku. W takim przypadku rok ich wydania powinien by¢ oznaczony jako 2004a 1 2004b,
Przedstawione uwagi krviyerzne, majace w wiekszoset charakter dyskusyiny lub porzadkowy nie
umnicjszaja w zaden sposob wartngel recenzowanej rozprawy doktorskie] 1 nie maja wphywu na jg
poOZYiYWhRa oceng,

Reasumujac. stwierdzam. ze rozprawa doktorska mgr inz. Malgorzaty Miszezak pt. .Opracowanie
metod identviikaci gatunkowej | osobnicze] psow {Canis familiaris) w oparciu o analize miDNA
oraz mikrosatelitarnego DNA" wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Anny Radko. prof. IZ PIB
odpowiada warunkom okreslonym w Art. 13 ustawy » dnia 14 marca 2003 r. o stopniach

naukowyeh 1 tytule naukowym oraz o stopniach i wytule w zakresie sztuki (2 poZniejszymi



pmianami) oraz warunkom okredlonym w §6. Rozporzadzenia Minisira Nauki © Szkolnictwa
Wayiszego 2 dnias 22 wizednia 2011 roow  sprawic szereudfowego trybu 1 warunkow
przeprowddzania coynnosel w pracwodach doktorskich, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w
postepowaniu o nadanie tylutu profesora, dlatego przedkladam Wysokiej Radzie Instyvtutu

Footechniki Panstwowym Instviucie Badawerzym w Krakowie wniosek o dopuszezenie mgr ini.
h & 3 |

Maleorzaty Miszezak do dalszyeh etapow przewodu doktorskiego.
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