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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Miszczak
pt.: ,,Opracowanie metod identyfikacji gatunkowej i osobniczej psow (Canis
familiaris) w oparciu o analiz¢ mtDNA oraz mikrosatelitarnego DNA” wykonanej

pod kierunkiem naukowym dr hab. Anny Radko prof. I1Z PIB

W naukach zootechnicznych badania z zakresu genetyki molekularnej obejmujg
szerokie spektrum analiz i realizowane sg w kierunku charakterystyki i identyfikacji
markeréw wykorzystywanych w hodowli i produkcji zwierzecej. Jednym z kierunkow jest
typowanie markeréw wykorzystywanych w kontroli pochodzenia i identyfikacji osobniczej
zwierzat. Pomimo wielu lat badafi i dostepnosci paneli markeréw mikrosatelitarnych
zalecanych przez Miedzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat (ISAG), istnieje stata
potrzeba ich weryfikacji. Wynika to z faktu réznego poziomu zmienno$ci wystgpujgcego
w poszczegdlnych populacjach zwierzat tego samego gatunku, zamieszkujgcych rézne
obszary kuli ziemskiej. Dyskutowana tematyka nabiera szczegélnego znaczenia w przypadku
pséow (Canis lupus familiaris), ktére ewoluowaly poprzez wzajemne, korzystne relacje
z czlowiekiem. W ostatnich stuleciach ludzie prowadzili kierunkowa selekcje psow, tym
samym powstaly rasy na$ladujace ludzkie zachowania, jak tez wspierajace potrzeby
cztowieka. Psy hodowano réwniez majgc na celu uzyskanie pozadanych cech fenotypowych.
W wyniku tych dziatan wyhodowano ponad 400 wspoélczesnych ras, roéznigcych sie migdzy
soba wielkoscia, ksztaltem czaszki, umaszczeniem, strukturg wlosa efc. Wysoki poziom
zmienno$ci miedzyrasowej jest jednym z powodow statych modyfikacji sktadu markerow
w panelach mikrosatelitarnych wykorzystywanych w kontroli pochodzenia proponowanych
przez ISAG. Ponadto w ostatnich latach wzrosto wykorzystanie genetyki molekularnej
w kryminalistyce i sgdownictwie. Dotyczy to m.in. identyfikacji osobniczej materiatu
biologicznego pséw wystepujacego na miejscu zdarzenia. Z uwagi na bliskie relacje psow
i ludzi, dzielacych wspdlng przestrzen zyciowa i zrédta zywnosci, niejednokrotnie material
biologiczny pséw staje sie dowodem poszlakowym w sprawach karnych. Ze wzgledu na



ogromne zréznicowanie fenotypowe i genetyczne miedzy rasami psoéw, niezbedne jest
uwzglednienie w panelach sekwencji mikrosatelitarnych markeréw wysoce polimorficznych
we wszystkich rasach. Opisane sytuacje wymuszaja stata weryfikacje i modyfikacje sktadu
multiplekséw opracowanych dla pséw, dlatego uwazam, ze tematyka rozprawy doktorskiej
mgr inz. Matgorzaty Miszczak jest aktualna i warto$ciowa a wybor tematu — trafny i w petni
uzasadniony.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Oceniana praca zostala przygotowana zgodnie z zasadami przyjetymi dla klasyczne;
rozprawy naukowej. Liczy ona 86 stron, na ktorych zawarto 17 tabel i 15 rysunkow.
Opracowanie ma przejrzysta strukture i ukfad typowy dla eksperymentalnych rozpraw
doktorskich i sktada sie z pieciu gtéwnych rozdziatow: Wstep, Cel pracy, Material i metody,
Wyniki i ich omdéwienie oraz Wnioski. W pracy zawarto rowniez wykaz cytowanego
pismiennictwa zrédtowego, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz spis niektorych
skrotéw i oznaczen. Zamieszczono w niej réwniez zasadnie wyodrebniony rozdzial Materiaty
uzupeiniajgce zawierajacy 7 tabel odnoszacych si¢ do czesci wynikowej pracy. Dysertacja
zostala napisana z zachowaniem wlasciwej sekwencji opisu, w ktorym zawarte informacje
przedstawione s3 w sposéb uporzadkowany. Praca jest dobrze zredagowana a jej tytul jest
adekwatny do tresci.

Rozprawa doktorska porusza, w sposob pelny i merytorycznie poprawny, zagadnienia
z zakresu pelniejszego poznania przydatnosci do celéw identyfikacyjnych podstawowego
i uzupelniajacego panelu sekwencji mikrosatelitarnych oraz analizy zastosowania do
identyfikacji gatunkowej specyficznych dla psa domowego sekwencji mitochondrialnego
genu 12S rRNA. Autorka w tym zakresie (m.in. str. 18, 44 i 76) uzywa pojecia sekwencji
mtDNA rybosomalnego biatka 12S, nie jest to wiasciwe sformulowanie, poniewaz gen
12SrRNA nie koduje biatka.

Wprowadzeniem do rozprawy jest liczacy 21 stron komputeropisu Wstgp nakreslajacy,
na tle bogatego pi$miennictwa, problematyke $ciSle zwiazang z zatozonymi w pracy celami
badan. Zostal on prawidtowo podzielony na podrozdziaty, w ktérych mgr inz. Malgorzata
Miszczak, z wykorzystaniem wiasciwie dobranych artykutéw naukowych scharakteryzowata
dotychczasowe wyniki wykorzystania analizy DNA w identyfikacji zwierzat oraz wykazata
zasadno$é wykorzystania zestawéw sekwencji mikrosatelitarnych w kontroli pochodzenia
zwierzat, jak tez mtDNA w identyfikacji gatunkowej. W tej czgsci Autorka oméwita réwniez
szczegbtowo wykorzystanie metod biostatystycznych w analizie STR oraz parametry oceny
zestawu markerow mikrosatelitarnych, ktérych znajomos¢ jest niezbedna do przeprowadzenia
prawidtowej walidacji metody. W tym rozdziale mgr inz. Matgorzata Miszczak wykazata si¢
bardzo dobra orientacja w problematyce z zakresu tematyki podjetych badan. Szkoda, ze przy
tak szerokim spektrum badaf Autorka nie podjeta si¢ trudu wyodrebnienia hipotezy
badawczej. Uzasadnienie podjetych badan mgr inz. Matgorzata Miszczak zamiescita
w roznych fragmentach rozdziatu Wistep, jednak wydaja si¢ one zbyt ogélne, ale z pewnoscig
ujmujg najwazniejsze problemy poruszane w pracy.



Wiasciwy dobdr pozycji piSmiennictwa pozwolit Autorce wytyczy¢ szes¢ jasno
sprecyzowanych  iprawidtowo sformutowanych celéw szczegétowych — dysertacji,
odzwierciedlajacych poszczegdlne etapy przeprowadzonych badan. Podkresli¢ nalezy warto$¢
celow rozprawy, poniewaz ich realizacja wymagata od Autorki znajomosci wielu metod
i technik z zakresu biologii molekularne;j, ale tez bioinformatyki 1 biostatystyki.

W rozdziale Material i metody mgr inz. Malgorzata Miszczak przedstawila
uwzgledniony w badaniach material zwierzecy 1 zastosowane techniki molekularne,
przeprowadzone analizy laboratoryjne i bioinformatyczne jak tez biostatystyczne, na
podstawie ktorych przygotowata rozprawe. Autorka starannie zaplanowata i wykonata czgs¢
doswiadczalng pracy. Godnym uznania jest zgromadzony material biologiczny w postaci prob
od 612 pséw nalezacych do dziewieciu ras, jak rowniez liczba 1 opis analiz laboratoryjnych
i biostatystycznych, w ktorym Autorka podaje petng argumentacje wykorzystanych narzedzi.
Informacje zawarte w tym rozdziale upowazniajg mnie do stwierdzenia, ze doswiadczenie
zostalo zaprojektowane wiasciwie, z uwzglednieniem prawidlowo wybranych metod
badawczych. Nalezy roéwniez zwr6ci¢é uwage na ogromng czaso- 1 pracochlonnosé
zastosowanych technik. Material i metody opisane zostaty w sposob precyzyjny i mozliwy do
odtworzenia. Dobdér materiatu, zakres analizowanych parametréw, metody badawcze
i analityczne sg wlasciwe w kontekscie przyjetych celow badawczych.

W rozdziale Wyniki i ich omdwienie Autorka przedstawila uzyskane rezultaty
z kolejnych etapow badan w uporzadkowany sposob. Wyniki zestawiono w 18 tabelach
(wtym materialty uzupelniajagce) i na 9 rysunkach 1izaprezentowano w logiczny
i konsekwentny sposéb; ich uklad jest przejrzysty i komunikatywny. Na uwage w tym
rozdziale zastuguje wysoka jako$¢ i czytelno$¢ elektroforegraméw z analizatora genetycznego
zamieszczonych w pracy. Swiadcza one o precyzyjnym wykonaniu do$wiadczen. Wyniki
rozprawy, o istotnym znaczeniu poznawczym i aplikacyjnym, odpowiedzialy na postawione
cele pracy. Autorka, uwzgledniajac dziewig¢ ras pséw, z wykorzystaniem panelu STR
zlozonego z 18 markeréw mikrosatelitarnych i genu amelogeniny, okreslita 196 alleli, w tym
35 alleli prywatnych, ktérych obecno$¢ $wiadczy o odrgbnosci rasowej pséw. Dane te
postuzyly do przeprowadzenia analiz biostatystycznych, na podstawie ktorych stwierdzita
wysoki poziom biordéznorodnosci w o$miu, z dziewieciu objetych badaniami rasach psow.

W tym rozdziale na str. 48 Autorka stwierdza: Najnizszq na poziomie 4,2 alleli w locus
odnotowano u rasy Golden Retriever, co moze byé spowodowane niewielkq liczbg
przebadanych osobnikéw. W mojej opinii 56 pséw to nie jest mata liczba. Jak inaczej moze
Pani wytlumaczy¢ otrzymany wynik? Opisujac relacje filogenetyczne pséw na str. 52-53, w
tym w tab. 10, Autorka myli pojecie i interpretacje dystansu genetycznego i podobienstwa
genetycznego, co powinno zosta¢ skorygowane.

Autorka w pracy przeprowadzita réwniez walidacj¢ poszerzonego o trzy markery
mikrosatelitarne zestawu STR i z jego wykorzystaniem objeta badaniami psy rasy wilczarz
irlandzki. Podkresli¢ nalezy, ze sposdb okreslenia parametréw weryfikacyjnych dla zestawu
21 marker6w  mikrosatelitarnych DNA  (prég analizy, liniowos¢, powtarzalnos¢



i odtwarzalno$¢ uzyskiwanych wynikow, balans heterozygotyczny oraz czuto$¢ i jakosé¢
otrzymywanych profili DNA) $wiadcza o ugruntowanej wiedzy Autorki i duzych
umiejetnosciach prowadzenia analiz laboratoryjnych i analitycznych. Autorka zweryfikowata
przydatnos¢ zestawu 18 Joci oraz genu amelogeniny do kontroli pochodzenia dziewigciu ras
psOw, zwracajgc uwage na koniecznos¢ $ledzenia zmian zachodzacych w poszczegodlnych loci
i oceny ich przydatnosci w badaniach identyfikacyjnych. Ponadto mgr inz. Malgorzata
Miszczak  stwierdzita mozliwos¢ wykorzystania zestawu 21 loci STR w rutynowych
badaniach identyfikacji osobniczej oraz kontroli rodowodéw psow. Prosze Autorke o opinie
na temat ewentualnej przewagi stosowania jednego z multipleksow: ztozonego z 21 markerow
STR lub zlozonego z 18 loci. Intersujaca czescig wynikdw jest praktyczne wykorzystanie
opracowanych multiplekséw w profilowaniu DNA dla potrzeb wymiaru sprawiedliwosci.

Interpretacja wynikow na tle piSmiennictwa swiadczy o nalezytym przygotowaniu mgr
inz. Malgorzaty Miszczak do problemu badawczego podjetego w pracy doktorskiej. Dyskusja
jest zwigzta, merytoryczna 1 skoncentrowana wokot wynikéw. Autorka zacytowala
101 pozycji pismiennictwa, z ktorych ponad 95% to artykuly obcojezyczne publikowane
w uznanych czasopismach o zasiegu migdzynarodowym. Oceniajac tre§¢ merytoryczng tego
rozdzialu stwierdzam, ze mgr inz. Malgorzata Miszczak wykazata si¢ dobra orientacja
w pi$miennictwie naukowym dotyczacym problematyki badan oraz umiejetnoscia jego
wykorzystania przy dyskusji wiasnych rezultatow. Lektura rozdziatu sktania do stwierdzenia,
ze Autorka w pelni odpowiedziata na postawione cele pracy a opis wynikéw i ich dyskusja
sa kompletne.

Rozprawe konczy rozdziat Wnioski uzasadniajacy otrzymane wyniki 1 odpowiadajacy
na postawione cele pracy. Wnioski: 1, 4, 6 i 7 sa wynikami, a nie wnioskami. Wniosek
powinien odpowiada¢ na pytanie co z tego wynika? Takie uzasadnienie mozna znalez¢
w opisie wynikéw, ale nie we wnioskach. Pozostale wnioski sa poprawne, tak w kontekscie
wynikéw, jak i w Swietle dyskusji.

Moja ogdlna ocena warto$ci merytorycznej pracy jest wysoka. W uzasadnieniu
podkresli¢ nalezy szeroki zakres badan i fakt, ze praca wnosi nowe warto$ci poznawcze i ma
znaczenie praktyczne. Doktorantka wykazata si¢ dobrg znajomoscia planowania
i przeprowadzenia eksperymentu badawczego oraz umiej¢tnoscia analizy uzyskanych
wynikéw. Autorka podjeta sie pracochtonnego zadania, w ktérym zatozone cele badan zostaty
w pelni zrealizowane.

Moja ocena strony technicznej i redakcyjnej rozprawy jest roéwniez wysoka. Praca
zostata napisana poprawnym jezykiem, jest czytelna i logicznie skonstruowana.

Podkresli¢ nalezy, ze drobne uwagi, ktore zawartam w recenzji dotycza gldwnie
aspektow techniczno-redakcyjnych w zaden sposéb nie umniejszaja wysokiej wartosci
rozprawy doktorskiej mgr inz. Matgorzaty Miszczak.



Whiosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Matgorzaty Miszczak,
pt.: Opracowanie metod identyfikacji gatunkowej i osobniczej psow (Canis familiaris)
w oparciu o analize mtDNA oraz mikrosatelitarnego DNA spelmia warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie zdn. 14. marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr. 65
z2003r., z po6zn. zm.), natomiast Autorka wykazata wszelkie umiejetnosci niezbedne dla
otrzymania stopnia doktora nauki, a niniejsza rozprawa moze stanowi¢ podstawe do nadania
stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie zootechnika. Wnosze zatem
do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu Badawczego
whniosek o dopuszczenie mgr inz. Malgorzaty Miszczak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.



