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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Angeliki Masior w formie zbioru publikacji
zaprezentowanego pod tytutem:

“Identyfikacja mieszaricéw lama x alpaka na podstawie analiz DNA"

Hodowla alpak w Polsce jest stosunkowo mtodg lecz dynamicznie rozwijajaca sie
dziedzing zootechniki. Wetna otrzymywana z alpak jest jednym z najbardziej cenionych
wiokien na swiecie. Cechuje sie niezwykia migkkoscig, przy czym jest bardzo wytrzymata,
ciepfa i hipoalergiczna. Niestety hodowcy dopuszczajg do krzyzowania alpak z lamami w
celu uzyskania wiekszej ilosci wetny, co wigze si¢ z pogorszeniem jej parametréw. O ile
mieszance z pierwszego pokolenia fatwo jest zidentyfikowa¢ na podstawie cech
fenotypowych, o tyle w dalszych pokolenia jest to utrudnione, a wrecz niemozliwe. Dlatego
tez nalezy poszukiwa¢ alternatywnych metod, ktére pozwalajg na szybka i precyzyjna
identyfikacje hybryd alpaka x lama.

Przedfozona praca doktorska Pani mgr inz. Angeliki Masior wpisuje sie w nurt badan
dotyczgcych ustalenia stopnia hybrydyzacji miedzygatunkowej, a takze okreélenia struktury
genetycznej populacji alpak utrzymywanych w Polsce z uzyciem réznych typow markerdw
DNA.

Praca zostata wykonana w Zaktadzie Biologii Molekularnej Zwierzat Instytutu
Zootechniki, Paristwowego Instytutu Badawczego, pod kierunkiem dr hab. inz. Katarzyny
Pidrkowskiej, prof. IZ i sfinansowana ze érodkdw Instytutu.

Wyniki  przeprowadzonych badari przedstawiono w cyklu dwdch  publikacji
oryginalnych, a mozliwoé¢ zastosowania wysokoprzespustowej metody analizy DNA w celu
ich kontynuacji w formie jednej publikacji przegladowe;j:

* Podbielska A., Pidrkowska K., Szmatota T. Microsatellite-based genetic structure
and hybrid detection in alpacas bred in Poland. Animals 2021,11, 2193;

* Podbielska A., Pidrkowska K. Examination of D-loop region and DBY gene as tools
for identifying hybridisation in alpacas (Vicugna pacos) based on Polish populations.
Small Ruminant Research 2022, 211, 106690;

* Podbielska A., Pidrkowska K. Genotyping-by-sequencing (GBS) as a tool for
interspecies hybrid detection. Annals of Animal Science 2022, 22, 1185-1192. |



taczna wartos¢ wymienionych prac wynosi 340 punktéw MNiSW, a ich sumaryczny
wspotczynnik Impact Factor - 7,7. Zbidr publikacji stanowi logiczng i spojng catoéé; we
wszystkich doktorantka jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jej przewazajacej roli w ich
powstaniu. Z zatgczonych do dysertacji oswiadczen wynika, ze Pani mgr inz. Angelika
Masior brata udziat w opracowaniu koncepcji, pozyskaniu finansowania, wykonaniu analiz
laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji otrzymanych wynikéw oraz napisaniu
pierwotnych wersji manuskryptdéw.

Prezentacja publikacji naukowych stanowigcym podstawe do ubiegania sie o stopien
naukowy doktora zostata poprzedzona streszczeniem zaréwno w jezyku polskim jak i
angielskim, wstepem, okresleniem szczegdtowych celdw i zakresu badan, zwieztym opisem
kazdej z wyzej wymienionych publikacji, podsumowaniem i wnioskami, wykazem literatury
a takze oswiadczeniami wspétautoréw publikacii.

Doktorantka w swej rozprawie przedstawita 2 cele badawcze, a ich realizacja zostata
podzielona na 4 oddzielne zagadnienia. Nadrzednym celem badari byta analiza zmiennoci
genetycznej alpak utrzymywanych w kraju oraz ustalenie stopnia ich hybrydyzacji. W mojej
opinii problem podjetych badan jest niezwykle aktualny oraz oryginalny, chociazby ze
wzgledu na bardzo zréznicowane pochodzenie alpak w Polsce, ktére w duzej mierze
pozostaje nieznane. Badania tego typu nie byty prowadzone w naszym kraju a ich wyniki
oprocz aspektu poznawczego moga mie¢ réwniez aspekt praktyczny, szczegdlnie dla
hodowcow tego gatunku

Ze wzgledu, ze zaprezentowane przez doktorantke publikacje zostaty wczesniej
doktadnie i rzeczowo ocenione przez odpowiednio dobranych recenzentéw - specjalistow w
dziedzinie prowadzonych badan, pozwole sobie na bardzo krotka analize kazdej z nich z
osobna wraz z komentarzem.

W publikacji zatytutowanej "Microsatellite-based genetic structure and hybrid
detection in alpacas bred in Poland" doktorantka wykorzystata 17 markeréw
mikrosatelitarnych rekomendowanych przez ISAG (International Society for Animal
Genetics) do okreslenia struktury genetycznej i zmiennosci populacji alpak utrzymywanych
w Polsce. Do badan oprécz alpak uzyto takze préb uzyskanych od lam oraz hybryd alpaka x
lama, ze wzgledu wczesniej wpominany proceder krzyzowania tych gatunkow przez
hodowcow. W wyniku przeprowadzonych badan wykazano duzq'.zmiennos'c' genetyczng
populacji alpak w Polsce jak i przydatnos¢ uzytych markeréw do réznicowania obu
gatunkow i oceny stopnia ich domieszki. Oszacowano, ze lamy czystorasowe stanowia
91,2% analizowanej proby, natomiast udziat mieszaricow wynosi 8,8%.

Autorzy podali w publikacji koszt zakupu alpaki (1400-1800¢€) jak i cene wetny alpaki (35-
50€/kg). Sadze, ze korzystnie bytoby podac¢ takze ile wetny mozna uzyskac z jednej strzyzy,
jak czgsto sie je wykonuje i jak dtugo uzytkuje sig zwierzeta, aby mie¢ przyblizony obraz
optacalnosci utrzymania tych zwierzat.



Uwazam, ze Rycina 2. mogtaby zawiera¢ dodatkowe dane, a mianowicie wskazanie
kontrolnej hybrydy alpaka x lama, hybryd domniemanych i linie/punkt odciecia pomiedzy
lamami uznanymi za czystorasowe i wykazujgcymi domieszke lamy, gdyz ciezko to oceni¢
na podstawie intensywnosci czarnej barwy.

Publikacja pt "Examination of D-loop region and DBY gene as tools for identifying
hybridisation in alpacas (Vicugna pacos) based on Polish populations" stanowi kontynuacje
wczesniej podjetych badan. Czes¢ eksperymentalna obejmowata sekwencjonowanie genu
DBY (DEAD-Box Helicase 3 Y-Linked), zlokalizowanego na chromosomie Y oraz
niekodujacego fragmentu genomu mitochondrialnego, cechujgcego sie duza zmiennoscis,
a mianowicie petli D (D-loop). Sekwencjonowanie wykonane metoda Sangera pozwolito na
wykrycie 4 wariantéw genu DBY, ktére postuzyty do wygenerowania 2 haplotypow oraz az
446 miejsc segregacji w genie D-loop, pozwalajacych na okreslenie 34 haplotypdw. Analiza
petli D wykazata duzy stopien introgresji mtDNA pomiedzy alpakami i lamami, co
potwierdzito hybrydyzacjge pomiedzy tymi gatunkami w linii zerskiej. W przypadku genu
DBY nie wykazano hybrydyzacji w linii meskiej, natomiast wykryte warianty byly
gatunkowo-specyficzne, dzieki czemu moga w przysztosci zosta¢ wykorzystane jako
markery do identyfikacji alpak i lam.

Pod numerami akcesyjnymi sekwencji (OL456726 - OL456762) zdeponowanych przez
doktorantke widnieje informacja, ze analizowany fragment obejmowat réwniez fragment
genu kodujacy tRNA dla proliny. Uwazam, ze ta informacja powinna sie znalezé w
publikacji, wraz ze wzmiankg czy miejsca segregujace zostaty zidentyfikowane tylko we
fragmencie petli D czy réwniez w genie tRNA-Pro.

Chciatbym takze, aby doktorantka wyjasnita dlaczego uzywata réznych zestawdw do
oczyszczania amplikonéw DBY i D-loop przed sekwencjonowaniem.

Ostatnia publikacja zatytutowana "Genotyping-by-sequencing (GBS) as a tool for
interspecies hybrid detection" przedstawia mozliwo$¢ zastosowania jednej z metod
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) do wykrywania polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (SNPs) na szeroka skale genomowa. Autorzy szczegotowo opisali zasade
dziatania metody GBS z uwzglednieniem jej zalet jak i ograniczeri, a nastepnie wskazali
mozliwos¢ jej praktycznego zastosowania do wykrywania hybryd miedzygatunkowych, do
wytworzenia ktorych mogto dojs¢ nawet kilka pokolen wczesniej. Wipublikacji przytoczone
zostaty liczne przyktady aplikacji metody GBS u ptakéw, gadoéw, ryb i owadow oraz
wskazano perspektywy jej uzycia w przysztosci.

Czujac maty niedosyt, prositbym aby doktorantka wskazata czy metoda GBS byta takze
uzywana do analizy tozsamosci gatunkowej ssakéw, by¢ moze uwzgledniajgcych zwierzeta
gospodarskie.

W odniesieniu do dysertacji mam tylko jedng drobna uwage. Na stronie 9. rozprawy
doktorantka opisata markery STR, jak i SNP, a zaraz po tym na stronie 10. napisata, ze



"Innym markerem wykorzystywanym do oceny stopnia hybrydyzacji w linii matczynej jest
mitochondrialne DNA - mtDNA". Uwazam, ze jest to skrét myslowy, gdyz w petli D mtDNA
mozna wykryc zaréwno markery typu SNP, STR (np. powtdrzenie (CA), zidentyfikowane u
ludzi) jak i INDELe. Trzeba to wyraznie rozgraniczy¢ gdyz STRy, SNPy, INDELe to typy
markerow, natomiast D-loop i DBY wskazuja pozycje, gdzie te markery moga zostac
zidentyfikowane.

Nalezy podkresli¢, ze zaréwno w dysertacji jak i w poszczegdlnych publikacjach
doktorantka wykorzystata bardzo bogatg bibliografie, obejmujaca gtéwnie pozycje
anglojezyczne, w duzej mierze aktualne, ktére doskonale obrazuja i potwierdzaja tematyke
podjetych badan oraz mozliwos¢ ich kontynuacji.

Materiat badawczy uzyty do przeprowadzonych analiz uwazam za wystarczajacy i
reprezentatywny. Bardzo dobrym rozwigzaniem byto wykorzystanie oprécz prob
uzyskanych od alpak takze hybryd alpaka x lama. Doktorantka w sposéb prawidtowy
dobrata metody badawcze, motywujac potrzebe uzycia kazdej z nich. Zastosowane techniki
analizy markeréw genetycznych, a mianowicie elektroforeza kapilarna DNA
mikrosatelitarnego oraz sekwencjonowanie metoda Sangera s3 do$¢ powszechnie
stosowane i pozwalajg na uzyskanie powtarzalnych i wiarygodnych wynikéw. Zostaty one
opisane bardzo szczegétowo i przejrzyscie, spetiajac wymagania stawiane opracowaniom
naukowym. Wybor typédw markeréw DNA oraz ich lokalizacje uwazam za trafne i nalezycie
uzasadnione. Markery mikrosatelitarne cechuje wysoki poziom polimorfizmu, dzieki czemu
sy bardzo informatywne i powszechnie stosowane w analizach populacyjnych.
Wykorzystanie w badaniach genu DBY zlokalizowanego na chromosomie Y oraz petli D
mieszczgcej si¢ w genomie mitochondrialnym jest niezwykle istotne ze wzgledu na
monitorowanie linii hybrydyzacji, zwtaszcza w aspekcie praktycznym o ktérym doktorantka
wspomniata w publikacji. Dotyczy on krzyzowania osobnikéw meskich alpak z samicami
lam w celu zwigkszenia populacji produkujacej drozsze widkna oraz osobnikéw zerskich
alpak z samcamilam w celu uzyskania wetny o wiekszej wadze.

Na szczegolng uwage zastuguje analiza bioinformatyczna uzyskanych wynikéw
badan. Klastrowanie bayesowskie wykorzystane do oceny stopnia hybrydyzacji, analiza
struktury i zmiennosci populacji, wygenerowanie haplotypéw, wykresu analizy gtéwnych
wspofrzednych i dendrograméw metodami UPGMA i NJ wymagato vzycia licznych narzedzi
bioinformatycznych, ktére w mojej opinii zostaty prawidtowo dobrane i odpowiednio
zastosowane.

Uzyskane wyniki badar zostaty przedstawione w postaci licznych wykreséw, tabel |
rycin, ktére s3 czytelne i umozliwiajg ich poprawna interpretacje, a takze lepsze
zrozumienie przez ich czytelnika.

Wykorzystanie przez doktoranta aktualnych technik z zakresu analizy DNA oraz
skomplikowanych metod bioinformatycznych budzi podziw i uznanie oraz swiadczy o jego
duzej wiedzy i zaangazowaniu w realizacje podjetych zadan badawczych. Ponadto wybor i



szczegotowa charakterystyka metody GBS swiadczy o tym, ze Pani mgr inz. Angelika
Masior chce sig dalej rozwija¢, poznawa¢ i wdraza¢ nowe technologie oraz dociekac
rozwigzan podjgtego problemu badawczego. W mojej opinii jest to jedna z najwazniejszych
cech, ktéra powinna cechowaé dobrego naukowca.

Na podstawie przeprowadzonych analiz doktorantka sformutowata 10 wnioskéw, w
ktorych udowodnita stusznoéé¢ wyboru typow i lokalizacji markeréw DNA, duza
réznorodnosc¢ genetyczng alpak w polskich hodowlach, stopien hybrydyzacji i jej linie oraz
mozliwos¢ aplikacji wariantéw genu DBY w identyfikacji gatunkowej. Rownoczesnie
wspomniano o pewnych ograniczeniach zastosowanych markeréw jak i o fakcie braku
catkowitego rozdzielnia genetycznego lam od alpak. Pani mgr inz. Angelika Masior
wskazata potrzebe kontynuacji badan na wiekszej ilosci zwierzat z wigczeniem
wysokoprzepustowej metody analizy DNA.

Reasumujac, wyniki uzyskane w zakresie przedstawionego cyklu publikacji stanowig
logiczne, zharmonizowane, a takze kompleksowe rozwigzanie.

Wymienione przez mnie uwagi i zapytania w zaden sposéb nie umniejszajg wartosci
zaprezentowanego cyklu publikacji. Wynikaja gtéwnie z mojej ciekawosci i checi
doprecyzowania szczegétow. Przedstawiong dysertacje oceniam bardzo wysoko zaréwno
pod wzglgdem merytorycznym jak i jej formy.

Niniejszym zaswiadczam réwniez, ze przedtozona praca doktorska wnosi znaczacy
wkiad w rozwoj dyscypliny naukowej, w ktorej Pani mgr inz. Angelika Masior wszczeta
przewod doktorski, a mianowicie "Zootechnika i rybactwo". Uzyskane wyniki majg zaréwno
aspekt poznawczy jak i aplikacyjny, gdyz po raz pierwszy opisujg strukture genetyczna
populacji alpak w Polsce, wskazuja stopien i linie hybrydyzacji z lamami, jak réwniez
dostarczajg narzedzi do identyfikacji gatunkowej, co moze zosta¢ wykorzystane w
programach hodowlanych alpak. Ponadto wskazuja perspektywe kontynuacji badan z
uzyciem jednej z metod z zakresu genomiki, ktéra w odniesieniu do innych technik cechuje
sig nizszymi kosztami analizy oraz mniejszym naktadem pracy.

Podsumowujac recenzje stwierdzam, ze przedfozona praca doktorska spetnia
wymogi okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku: o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 poz. 1789 ze zm.) w
zwigzku z art. 179 ust. 2 oraz ust. 3 pkt 2b Ustawy z dnia 3 lipca 2018r. - Przepisy
wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1669 z
pozn. zm.) i przedktadam Radzie Naukowej Instytutu Zootechniki - Pastwowego Instytutu
Badawczego wniosek o przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie Pani mgr inz. Angeliki Masior
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. inz. Daniel Polasik, prof. ZUT



