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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr inz. Angeliki Masior
pt.
Identyfikacja mieszancéw lama x alpaka na podstawie analizy DNA.
wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Katarzyna Piérkowska, prof. 1Z, Instytut Zootechniki
— Panstwowy Instytut Badawczy w Balicach

Rola alpak i lamy w rozwoju cywilizacyjnym tak zwanego Nowego Swiata, czyli
Ameryki Potudniowej jest podobna do tej, jaka odegraly owce w $redniowiecznej Europie.
Nawet wspoltczesnie alpaki i lamy stanowia wazng cz¢s¢ hodowli zwierzat gospodarskich
bedac podstawa kultury rdzennych mieszkancow rozlegtych regionéw a nawet wielu krajow
Ameryki Poludniowej. Znaczenie gospodarcze tych zwierzat poza jucznym uzytkowaniem,
pozyskiwaniem migsa, wynika przede wszystkim z mozliwosci otrzymywania glownie
od alpak cennego widkna, ktére z uwagi na swoje wyjatkowe wiasciwosci z powodzeniem
wykorzystywane jest do wyrobu odziezy oraz wielu innych produktéw uzytkowych.

Wzrost zainteresowania hodowlg tych egzotycznych zwierzat poza Ameryka Potudniowa
nastapil gtéwnie w Latach 80. XX wieku. Pierwsze alpaki, poza ogrodami zoologicznymi,
sprowadzono do Polski 2004 roku z Chile. Poczatkowo zwierzgta te hodowano jako zwierzeta
towarzyszace glownie z uwagi na swdj egzotyczny i przyjemny wyglad. Z uplywem czasu
alpaki zaczgto coraz czesciej hodowaé i uzytkowaé w celu pozyskania widkna
i w alpakoterapii. W roku 2021 alpaki i lamy zostaly uznane za zwierzgta gospodarskie,
co wigze sie takze z obowigzkiem objecia tych zwierzat Systemem Identyfikacji
i Znakowania Zwierzgt. W tym samym czasie dla alpak zatozono Ksiegi Hodowlane
i umozliwiono hodowcom objecie tych zwierzat kontrolg uzytkowosci. Niestety sprowadzane

do Polski zwierzeta z r6znych krajow nie zawsze byly zwierzgtami posiadajacymi poprawng



vdokunientaéje; potWiel'dzaja[ca[ pochodzenié, a nawet zdarzalo sie, ze ‘éprowadzalle aipéki
w dokumentacji widniaty jako lamy. ‘ |
Dlatego uwazam, ze przedlozona do oceny praca mgr inz. Angeliki Masior
pt: ,.Identyfikacja mieszaticow lama x alpaka na podstawie analizy DNA.” porusza bardzo
wazne zagadnienie dotyczace ustalania pochodzenia i spokrewnienia migdzy osobnikami

w obrebie gatunku, oraz pomiedzy alpakami i lamami utrzymywanymi w Polsce.

1. Ogélne podsumowanie pracy doktorskiej }

Praca doktorska przedlozona do recenzji swoim zakresem obejmuje analizg
mitochondrialnego i jadrowego DNA umozliwiajaca charakterystyke odrgbnosci genetycznej
alpak od lam oraz ustaienie stopnia spokrewnienia pomig¢dzy tymi gatunkami i ich hybrydami,
a takze roznorodnosci genetycznej alpak utrzymywanych w Polsce. Badania przeprowadzono
korzystajac z materialu genetycznego pozyskanego od 216 alpak i 18 lam utrzymywanych
w pieciu hodowlach. Do wykonania analizy struktury genetycznej i identyfikacji hybrydyzacji
alpak hodowanych w Polsce Doktorantka przeprowadzita badania stosujac analize
amplifikacji 17 markerow mikrosatelitarnych otrzymanych -w reakcji multipleks PCR,
rozdziatu fragmentéw STR (krétkich pbwtérzeﬁ tandemowych) mikrosatelitarnego DNA
w _elektroforezie kapilarnej. Zastosowano takze, klastrowanie bayesowskie i ahalizc;
genetyéznq populacji oraz zmienno$ci genetycznej alpak, postugujac si¢ programami:
GalenAlex 6.5, HP-RARE 1.0, CERVUS 3.0.7 i GENEPOP 4.7.5. Ofrzymane dane
przeanalizowano metodami bioinforrhatycznymi, wykonujgc réwniez dendogram genetyczny
wedhug algorytmu UPGMA 1 programu iTOL v6. Natomiast do rozpoznania stopnia
hybrydyzacji w populacji alpak utrzymyWanych w Polsce pani mgr Angelika Masior
~postuzyla si(; analizg niekodujgcego r¢gionu kbntrolnego d-loop w mtDNA i genu DBY
zlokalizowanego na chrdmosOmie Y wykorzystujagc metode PCR, reakcje sekwencjonowania
Sangera i po sekwencyjny elektroforetyczny rozdziat produktow PCR sekwenatorem 3500x1.
Otrzymane wyniki doktoréntka poddata analizie bioinformatycznej sporzadzajac dendogram
metodg tzw. ,laczenia sgsiadéw”, zwizualizowala sieci haplotypéw w programie
STRUCTURE 2.3.4, wygenerowata wykres gtéwnych wspélrzednych dla regionu d-loop
oraz okreslifa zmienno$¢ genetyczna u alpak w programi DanSP 6. Szczegblowy opis metod
zostal umieszczony w  dwéch publikacjach ‘(Podbielska i wsp. 2021 oraz Podbielska
i Pirkowska 2022a) 'z trzech ktore wraz z opisem polskim stanéwiq przedtozona do oceny
prace doktorska.

Za cel badan Doktorantka obrata okreslenie pozibmu stopnia hybrydyzacji

oraz zmiennosci genetycznej alpak utrzymywanych w Polsce, z wykorzystaniem dostgpnych



narzedzi z zakresu biologii m‘olekularnejv i oceny przydatnosci tyéh narzedzi do identyfikacji
hybryd dla tego gatunku. Ponizej zasadniczego celu rozprawy 'Doktoréntka podata
zagadnienia jakie zostaly objete hiniejsza, dysertacjg. Jednakze w moim przekonaniu nalezato
je przedstawi¢ nie jako zagadnienia lecz jako cele szczegotowe, ktdre podjeto do realizacji
celu gtéwnego. Tymi celami szczegélowymi byto: A

1. Przygotowanie panelu markeréw mikrosatelitarnych do identyfikacji osobniczej oraz
kontroli  pochodzenia alpak i lam, a nastepnie wykorzystanie go do identyfikacji
osobnik6w zhybrydyzowanych oraz okreslenia réznorodnosci genetycznej alpak
utrzymywanych w Polsce. | .

2. Ocena zmiennosci regionu d-loop mitochocndrialnego DNA alpak, a nastgpnie
wykorzystanie jej do identyfikacji osobnikow zhybrydyzowanych oraz okreslenia
réznorodnosci genetycznej alpak utrzymywanych w Polsce.

3. Oceng¢ zmienno$ci genu DBY zlokalizowanego na chromosomie Y, a nastgpnie
wykorzystanie jej do identyfikacji osobnikow zhybrydyzowanych oraz okreslenia
réZﬁorodnos’ci genetycznej samcow alpak utrzymywanych w Polsce.

Doktorantka podaje jeszcze jeden, czwarty cel szczegdtowy dotyczacy wykorzystania
techniki GBS w aspekcie identyﬁkacji hybryd miedzygatunkowych alpaka X lama, ktory
opisuje w trzeciej  publikacji przegladowej autorow Podbielska i Pibrkowska 2022b.
Co prawda, praca ta bardzo syntetycznie i jasno przestawia mozliwosci zastosowania metody
GBS do identyﬁkaéji osobnikéw hybrydowych u wielu gatunkéw zwierzat i poswiadcza
rozlegla wiedze Doktorantki na ten temat, jednakZe nie jest to praca doswiadczalna
prezentujgcg wyniki badan wiasnych. Dlatego tez wylgczam ja z oceny przedlozonej
rozprawy doktorskiej. g

Na podkres$lenie zastuguje fakt, ze wyniki oryginalnych badan przedstawione w dwoch
artykutach powigzanych ze soba tematycznie sa badaniami pionierskimi w Polsce
w tym zakresie. Charakterystyka struktury genetycznej alpak i lam w Polsce nie byla jak
dotychczas analizowana w zaden sposob, tym bardziej z zastosowaniem metod biologii
molekularnej. Z pewnoscig kontynuowane w przyszios’ci badania w tym zakresie zawsze beda
odnoszone do wynikéw opublikowanych w tych dwoch pracach przediozonych do recenzji

jako praca doktorska.

2. Najciekawszymi osiagnieciami tej pracy sa:
1. Stwierdzenie wysokiej réznorodnosci genetycznej na podstawie analizy zmienno$ci

markeré6w mikrosatelitarnych alpak utrzymywanych w Polsce.



2 Potwierdzenie . wysokiej prz&_’datn&ci przefestGWanego zbioru ~17 loci  STR
do potwierdzania pocho-dzeniavpotomka przypisywanym rodzicom.

3. Wprowadzenie do  bazy danych GenBank (NCBI) 34 nowych haplotypow
zidentyfikowanych w trakcie przeprowadzonych analiz regionu d-loop w mtDNA
u alpak.

4. Zidentyfikowanie i potwierdzenie czterech miejsc w genie DBY, ktére potencjalnie
moglyby postuzy¢ jako markery w diagnostyce identyfikacji alpak, lam i ich hybryd

plci meskiej, co wymaga dalszych badan na wigkszej liczbie samcéw obu gatunkow.

3. Uwagi szczegolowe

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr inz. Angeliki Masior sktada si¢
ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim, krétkiego 4 stronicowego wstgpu i oméwienia
kolejno trzech publikacji. Te cze$¢ pracy opatrzono spisem 48 pozycji literatury. Kolejng
cze$¢ pracy stanowily dwa oryginalne artykuly i j_edna praca przegladowa. Do manuskryptu
dolaczono réwniez 4 o$wiadczenia wspotautoréw potwierdzajace wiodacg role Pani mgr inz.
Angeliki Masior (Podbielskiej) w przygotowaniu artykuléw do druku i wyrazili swojg zgode
‘na wykorzystanie tych prac przez Doktorantke jako czesci rozprawy doktorskiej.

Artykuty opublikowano w uznanych czasopismach naukowych, pierwszy w Animals
o IF=3,14 i 100 pkt MNiSW, drugi w Small Ruminant Research o IF=1,893 i 100 pkt
" MNiSW oraz trzeci w Annals of Animal Science o IF=2,667 1 140 pkt MNiSW.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze we wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwsza
autorka i jednoczeénie autorka korespondujgca, co utwierdza mmnie w przekonaniu
0 zaangazowaniu, nie tylko w przygotowaniu manuskryptow do druku, ale takze o duzej
samodzielnoéci w przeprowadzaniu opublikowanych badan.

Tre$é zawarta w pracy odniostem do jej tytutu, ktory brzmi ,, Identyfikacja mieszancow
lama * alpaka na podstawie analiz DNA.” Jest oczywiste, ze tytul pracy zostal wezesniej
ustalony i jako taki nie podlega zmianie. Jednakze z obowigzku recenzenta chciatbym zwro6cié
uwage, ze tak sformutowany, tylko czgsciowo zarysowuje tresé dysertacji. W moim
przekonaniu przedstawiony w nastepujgcy sposob ,, Charakterystyka réznorodnosci
genetycznej alpak i lam utrzymywanych w Polsce oraz identyfikacja ich mieszancow
na postawie analizy DNA.” znacznie pelniej odzwierciedlatby tematyke przeprowadzonych

badan i tres$¢ pracy.



- 4. Opis czesci pracy w jezyku pdlskim | |

Streszczenie w jezyku polskim jest tozsame streszczeniu w jezyku angielskim
i-w bardzo syntetyczny, przejrzysty i zrozumialy sposob przedstawia tres¢ pracy. Wstep
bardzo dobrze wprowadza w zagadnienie koniecznosci podjecia badan zrdznicowania
genetycznego alpak i lam utrzymywanych w Polsce, a takze zarysowujgc wage i skale
problematyki poruszonej w tresci pracy. Pomimo iz Streszczenie 1 Wstep nie wzbudza moich
zastrzezen merytorycznych, to moja uwage, w kilku miejscach tekstu, zwrécito nieprecyzyjne
postugiwanie si¢ przez Doktorantke jezykiem polskim lub uzywanie Zargohu. Na przyktad:
ostatnie zadnie pierwszego akapitu: , Kolejne pokolenia plodnych mieszancow cigzko
Jest odroznié¢ tylko oceniajgc ich fenotyp.” Zdanie brzmialo by lepiej gdyby zamiast stowa
»ciezko” uzy¢ stowo trudno”. W pierwsze zdaniu drugiego akapitu, zapewne autorka chciata
wyrazié, ze alpaki dostarczaja wk’)kné, ktére uchodzi za surowiec wysokiej jakosci stuzacy
do produkcji wyroboéw luksusowych. Natomiast uzyte przez Doktorantke nastepujace
sformutowanie: ,, Alpaki styng z produkcji widkna, ktore uchodzi za material luksusowy.”
jest skrotem myslowym. Bardzo bym prosil o wyjasnienie pojecia ,,stopiert wltosowatosci”
uzytym w 5 wersie drugiego akapitu Streszczenia i kilku dalszych miejscach pracy.

W przedostatnim zdaniu - drugiego akapitu ...”byla: ocena markeréw...”,
przypuszczam, ze powinno by¢ .....byla ocena przydatno$ci markeréw...” i dalej
» --zlokalizowanych na chromosomie Y jako narzedzi do -identyfikacji hybrydyzacji wsrod

»

alpak...” stowo ,narzedzi” zastgpilbym stowem ,,wskaznikéw”. Na stronie 4 w drugim
akapicie niefortunnie sformulowano pierwsze zdanie uzywajac zargonu. Proponowatbym jego
przeredagowanie na przyklad w nastgpujacy sposéb: Stosujagc analiz¢ markerow
mikrosatelitarnych oszacowano w genomie alpaki procentowy udziat genéw pochodzgcych
od gatunku lama, jednakze trudno stwierdzi¢ kiedy ta hybrydyzaca nastgpita.

We Wstepie, w drugim akapicie, w drugim wersie zargonowe sformutowanie ,,w tym
temacie” zastapitbym zwroteni »W tym zakresie”. Pierwsze zdanie drugiego akapitu
jest skrétem mysSlowym i stwierdzeniem stereotypowym nieznajdujacym potwierdzenia
w literaturze naukowej. Ponadto przyjeto sig, ze okreslenie ,,welna” stosuje si¢ tylko
w odniesieniu do oki’ywy wlosowej owiec. Natomiast okreslenie ,,wlékno” stosowane jest
do charakteryzowania wloséw przednych innych gatunkéw zwierzat. Alpaki i lamy posiadajg
okrywe widknistg 1 niezrgcznie jest nazywaé jg welng, chociaz w jezyku potocznym czesto
okre$lenia te stosowane sg zamiennie. Na Stronie 9, w akapicie trzecim,. wersie drugim,
sugerowatbym stowo ,,narzedzi” zastapié¢ stowem ,,wskaznikéw”. Podobnie na stronie 10,
w akapicie drugim, w wersie pierwszym stowo ,narzedziem” sugerowalbym zastgpié

stowem ,,wskaznikiem”.



'-Rodeia1 4. Cel i zakres badéﬁ. W téj' czesel manuékryptﬁ sugerowalbym ograniczy¢
sie jedynie do zapisania celu gtéwnego 1 celow szczeg(')lowych,‘ co uczynito by czes¢ bardziej
wyrazistg i czytelna. Tekst poprzedzajacy cel glowny proponowatbym przenies¢ do Wstepu.
Rozdzial 5. Cykl publikacji naukowych. W tej czgsci pani mgr inz. Angelika Mgsior
w tresciwy sposob opisata kazdg z publikacji z osobna, dzielgc tres¢ na podrozdziaty Materiat,
Metody: analizy laboratoryjne oraz Wyniki i dyskusja. W mojej opinii w tej czesei pracy
zabraklo calosciowego przedstawienia przeprowadzonych badan ujetych zaréwno
w pierwszej jak i w drugiej publikacji. Streszczenie pracy, wydawalo sig, ze zapowiada takie
‘ujecie tematyki badawczej objetej rozprawa doktorska. Spodziewalem sig¢ zilustrowania
najwaZnieszych i zebrania w tabelach najciekawszych Wynikéw i osiggnie¢ jakie
niewatpliwie uzyskano przeprowadzajac badania réznorodnosci genetycznej alpak i lam oraz
ich hybryd utrzymywanych w Polsce. Ponadto, Doktorantka moglaby w ten sposob
dodatkowo wykazaé si¢ umiejetnoscia redagowania tekstow naukowych, co niewatpliwie
byto mocng strong opublikowanych prac stanowigcych podstawe pracy doktorskiej,

Rozdzial - 6. Podsumowanie i wnioski. Z uwagi na tres¢ i nie stylistyczne
sformutowanie wnioskdw oraz stwierdzen nie uwypuklaja one wystarczajagco mocno
poczynionych ustalen i uzyskanych niewatpliwych osiggnie¢ bedgcych wynikiem
przeprowadzonych badan w ramach pracy doktorskiej. Podsumowanie nie jest oparte
o wyniki badan wiasnych lecz o uétalenia Wynikajaice z badan innych autoréw. Powinno ono
-odnosi¢ si¢ do wynikow, ktére zebrano w przeprowadzonych i opublikowanych badaniach
wilasnych na temat réznorodnosci 'genethznej alpak i lam oraz ich hybryd utrzymywanych
w Polsce. Ponadto, ostatnie zdanie podsumowania jest sprzeczne z wnioskiem pierwszym.
Natomiast wniosek pierwszy, jest w sprze;:znoéci z wnioskiem si6dmym. Podrozdziat
Whioski sklada si¢ nie tylko z wnioskéw lecz znajduja si¢ w nim takze stwierdzenia
w pozycji 3, 4, 5 1 10. Dlatego tytu% tego rozdzialu poWinien brzmie¢ Podsumowanie,

stwierdzenia i wnioski.

5. Publikacje powigzane tematycznie stanowiace rozprawe¢ doktorska
Do oceny przedtozono cykl trzech powigzanych tematycznie publikacji, z ktérych dwie
- zawierajg opis prac badawczych przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej i jedna
jest praca przegladows. Z uwagi na wymogi stawiane rozprawom dbktorskim, ktére migdzy
innymi wyrazajg, ze s3 one wynikiem pracy badawczej, to z formalnego punktu widzenia
pfaca przegladowa nie spelnia»tego kryterium i dlatego zostaje wylaczona z oceny cyklu

tematycznie powigzanych ze sobg prac badawczych przedtozonego manuskryptu.



Opublikowane prace byly juz oceniane | przez ekspertow przed ich >drukiem. Dlatego’ 3
z obowigzku recenzenta oceniajacego calg prace ogranicze si¢ tylko do komentafza. W mojej
opinii obie prace sa bardzo dobrze, starannie opracowane redékcyjnie, opatrzone wstgpami
jasno wprowadzajqcyini w tre$é pracy i prezentowane dane. Analiz¢ danych oraz omowienie
wynikéw przeprowadzono w odniesieniu do wspélczesnej wiedzy zawartej w dostgpnej
najnowszej literaturze $wiatowej. Przedlozone do oceny prace stanowig wartosciowe
opracowania naukowe dajace podstawe do dalszego rozwoju badan w zakresie r6znorodnosci
genetycznej alpak, lam i ich hybryd utrzymywanych w Polsce. Nalezy mocno podkreslic,
ze sa to prace pionierskie, po raz pierwszy opisujace strukture genetyczng tych zwierzat

w naszym kraju i choéby z tego powodu sg nie do przecenienia. Sa to badania o charakterze

nie tylko podstawowym ale o duzym znaczeniu utylitarnym dla raczkujacej od dwoéch

hodowli alpak i lam w Polsce, kiedy to, te egzotyczne zwierzeta uzyskaty formalnie status
zwierzat gospodarskich, a néste;pnie zatozono dla nich Ksiegi Hodowlane i rozpoczgto
prowadzenie kontroli uzytkowosci. '

Zaspokajajac swoja ciekawos¢ cheiatbym skierowa¢ do Doktorantki nastepujace pytania:

1. W swoich badaniach opublikowanych w pierwszej pracy z 2021 roku oznaczala Pani
17 markeréw mikrosatelitarnych rekomendowanych przez ISAG metoda reakeji multipleks
PCR w celu okreslenia struktury genetycznej alpak i lam i ich hybryd utrzymywanych
w Polsce. Czy sg znane inne markery mikrosatelitarne, ktére moglyby by¢ wykorzystane,
w badaniach struktury genetycznej tych zwierzat?

2. Przeprowadzajac analize mtDNA u samcéw analizowata Pani gen DBY na chromosomie
Y metodg PCR w celu rozréznienia dwéch hapldtypéw, jeden charakterystyczny dla alpak
drugi dla lam. Czy sg znane inne geny na chromosomie Y, ktére sa charakterystyczne tylko

dlaalpak lub tylko dla lam i takze moglyby postuzy¢ do rozrézniania ich miedzy sobg?

6. Podsumowujac chce mocno zaznaczyé, ze dwie z trzech publikacji przedlozonych przez
| panig mgr inz. Angelike Masior, jako podstawy pracy doktorskiej, stanowig spdjng -
tematycznie cato$¢ odnoszaca sie do charakterystyki zréznicowania genetycznego alpak,
lam i ich hybryd utrzymywanych w Polsce. Przeprowadzone badania z tego zakresu, u tych
gatunkow zwierzat sg innowacyjne, wykonane po raz pierwszy w naszym kraju i zapewne
bedg stanowi¢ podwaling do dalszych prac. Moje krytyczne uwagi odnosza si¢ jedynie
do dzc;s’ci pracy napisanej po polsku, ktore dotycza gtéwnie poprawnosci jezykowej

oraz redakcyjnej i nie wpltywaja na jej ocen¢ merytoryczng.



W moim przekonaniu przedlozona do recenzji dysertacja charakteryzuje sie
oryginalnoscig i1 spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim w dyscyplinie zootechnika

1 rybactwo.

Z uwagi na powyzsze stwierdzam, ze przedlozona do oceny praca doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku: o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017
poz. 1789 ze zm.) w zwiazku z art. 179 ust. 2 oraz ust. 3 pkt 2b Ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. — Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z p6zn, zm.) 1 wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Balicach o dopuszczenie Pani mgr inz. Angeliki Masior

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. inz. Maciej Murawski, prof. URK



