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Ocena pracy doktorskiej Pani mgr Matgorzaty Patuckiej, wykonanej pod kierunkiem
profesora dr hab. Jarostawa Burczyka w Uniwersytecie Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy,
pt. ,,Zmiennos¢ genetyczna sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) w oparciu o polimorfizm

markerédw mikrosatelitarnych”.

Rozprawa doktorska Pani mgr Matgorzaty Patuckiej dotyczy szczegdtowej oceny
zmiennosci genetycznej drzew doborowych sosny zwyczajnej w oparciu o analizy
haplotypdw w oparciu o analize wybranych 9-ciu chloroplastowych markeréw cpSSR, jak i
analize genotypdw za pomocg b5-ciu neutralnych selekcyjnie jadrowych markeréw

mikrosatelitarnych nSSR.

Sosna zwyczajna, ktérej zasieg obejmuje rozlegte obszary Europy i Azji, powszechnie
wystepuje na terenie catej Polski, stanowigc ponad 60% sktadu gatunkowego polskich laséw.
Jest to rowniez jeden z najwazniejszych gatunkéw drzew strefy umiarkowanej i borealnej w
Eurazji. Na szeroki zasieg wystepowania i obecne wzorce zmiennosci genetycznej Pinus
sylvestris wptynety m.in. czwartorzedowe oscylacje klimatyczne i powigzane z nimi procesy
demograficzne. Z naukowego punktu widzenia genetyki populacyjnej i konserwatorskiej,
sosna jest bardzo interesujgcym obiektem badan, gdyz obecnos¢ fosylnych szczgtkdéw
sosnowatych na lgdzie jest juz datowana w pdznym triasie (ok. 200 min lat temu), a obecny
obszar wystepowania sosny zwyczajnej uksztattowat sie pod wptywem wedréwek i
krzyzowania sie drdg migracji polodowcowej, najprawdopodobniej z trzech lub czterech
refugiow postglacjalnych w Europie. Z punktu widzenia praktyki, zachowanie zasobow
genowych gatunkow drzew lesnych jest priorytetowym dziataniem gospodarki lesnej w

Europie i na S$wiecie, za$ wspotczesne badania genetyki molekularnej w lesnictwie



umozliwiajg precyzyjng identyfikacje lesnych zasobéw genowych w celu okredlenia ich
poziomu zmiennosci genetycznej na poziomie informacji genetycznej zawartej w DNA
jadrowym, mitochondrialnym i chloroplastowym. Przyjmuje sie, ze bardziej zréznicowana
pula genowa gatunku daje wieksze prawdopodobienstwo wystgpienia korzystnej kombinacji
alleli, gwarantujacych przezywalnos¢ i przystosowanie do zmiennych warunkdéw srodowiska.
Dotychczasowe badania P. sylvestris w Polsce skupialy sie na poznaniu zmiennosci i
zrdéznicowania genetycznego jednej lub maksymalnie kilkunastu populacji (np. Wojnicka-
Pottorak i in. 2017, Hebda i in. 2017 oraz Wojkiewicz i in. 2019) jak réwniez analiz, ktére
dotyczyly gtéwnie przeptywu gendw miedzy pokoleniami w drzewostanach i na plantacjach
nasiennych (cf. Burczyk i in. 2000, Dzialuk i Burczyk 2005, Lewandowski i in. 2017), lub opisywaty
historyczny i wspodfczesny zasiegu wystepowania sosny zwyczajnej w oparciu o markery
zmiennosci DNA (Wachowiak i in. 2022). Szeroko przeprowadzong charakterystyke genetyczng
sosny zwyczajnej w Polsce (na podstawie polimorficznych markeréw nDNA i mtDNA)
znajdziemy jedynie w pracach opublikowanych przez Instytut Badawczy Les$nictwa, ktére
obejmowaty facznie 1384 drzew (w tym 55 drzew matecznych, zwanych dawniej
,doborowymi”, pochodzgcych z 42 populacji sosny zwyczajnej z wytgczonych drzewostanéw
nasiennych (WDN) i gospodarczych (GDN) (Nowakowska 2007). Jak dotad, nie prowadzono
wielu kompleksowych badan poziomu zmiennosci i zréznicowania genetycznego wytgcznie

dla drzew matecznych sosny w oparciu o markery polimorfizmu DNA (tj. mikrosatelitarne

jadrowe i organellowe loci SSR). Prezentowana dysertacja po raz pierwszy zatem porusza
ww. aspekty badawcze genetyki populacyjnej P. sylvestris w szerokim zakresie (tj. 2888)
badanych osobnikéw polskich drzew matecznych zarejestrowanych w Krajowym Rejestrze
Lesnego Materiatu Podstawowego w latach 2012-2014, co stanowi niewatpliwie wazny
element poznawczy w Swietle opublikowanych dotychczas wynikdw badan nt.

charakterystyki genetycznej Pinus sylvestris.

Formalna ocena dysertacji

Przedstawiona dysertacja liczy 203 strony i jest podzielona na 9 gtéwnych rozdziatéw,
w klasycznie przyjetym podziale dla tego typu prac. Monografie rozpoczyna
siedmiostronicowe wprowadzenie, a koficzg dwa streszczenia w jezyku polskim i angielskim.
W obszernym Wstepie (liczacym 32 strony), Doktorantka przedstawita ogdlny zarys

problematyki badawczej ukierunkowanej na charakterystyke genetyczng badanego gatunku,



z akcentem na opis genoméw jadrowego i chloroplastowego DNA oraz na specyfike
markeréw mikrosatelitarnych. Poniewaz brak jest publikacji nt. charakterystyki genetycznej
przeprowadzonej wytgcznie u drzew matecznych P. sylvestris, dalej przedstawiono polskie i
zagraniczne badania naukowe dotyczace populacji sosny zwyczajnej z Polski i Europy,
podkreslajac  znaczenie zachowania réznorodnosci genetycznej tego gatunku w
ekosystemach lgdowych. Autorka wykazata sie dobrg znajomosciag tematu, cytuje szereg
innych prac opisujgcych zmiennos$¢ i zréznicowanie genetyczne polskich i europejskich
populacji wybranych gatunkdéw sosen na podstawie takich markeréw, jak izoenzymy i SSR,
nie pomijajagc wptywu procesow naturalnej selekcji i adaptacji, ktére przektadajg sie na

poziom wewnatrz- i miedzypopulacyjnej zmiennosci genetycznej gatunku.

Na koniec wstepu, podano Cel pracy i wyszczegdlniono 18 hipotez badawczych, ktére

zgrupowano wokét nastepujacych tez:

1) Stopien polimorfizmu neutralnych markeréw cpSSR i nSSR u drzew matecznych sosny w

odniesieniu do drzew nie bedgcych drzewami matecznymi (cele 1i 2),

2) Oszacowanie poziomu zmiennosci genetycznej i stopnia zréznicowania genetycznego
badanych drzew matecznych za pomocg 9-ciu markeréw cpSSR i 5-ciu markeréw nSSR w
skali arbitralnie utworzonych populacji i wybranych 6 regionédw geograficznych Polski

(cele 3i4),

3) Ocena przestrzennej struktury genetycznej w odniesieniu do zastosowanego typu
markera oraz wspdfczynnika pokrewienstwa genetycznego wzgledem logarytmu

odlegtosci (dystansu) miedzy osobnikami (cel 5),

4) Poréwnanie parametrow genetycznej charakterystyki drzew w zaleznosci od typu
zastosowanego markera (tj. cpSSR lub nSSR), oraz odniesienie do przestrzennej struktury

genetycznej badanych sosen (cel 6).

Rozdziat Materiat i metody podzielono na trzy gtéwne podrozdziaty. W pierwszym
opisano materiat badawczy, na ktéry sktadaty sie fragmenty pedéw pochodzace z 2574
drzew matecznych sosny zebranych z 17 regionalnych dyrekcji Laséw Panstwowych zgodnie z
wytycznymi Krajowej Komisji Nasiennictwa Lesnego, i wchodzacych w skfad drzewostanéw

reprezentujgcych caty obszar wystepowania gatunku na terenie kraju.



Metody analiz laboratoryjnych opisano w dwdéch podrozdziatach, poczagwszy od etapu
ekstrakcji genomowego DNA i opisu analiz zastosowanych dla 9 loci cpDNA (Pcp1289,
Pcp87314, Pcp102652, Pt15169, Pt26081, Pt30204, Pt36480, Pt45002 i Pt71936) oraz 5 loci
mikrosatelitarnych markeréw nDNA (PtTx3032, PtTx4001, PtTx8446, SPAC 11.4 oraz
SSrCtg4363), a konczac na szczegdtowym przedstawieniu zastosowanych metod
statystycznych, poczgwszy od przedstawienia m.in. szacowanych parametréw zmiennosci
genetycznej i zrdznicowania genetycznego, analizy nieréwnowagi sprzezen i drzewa
filogenetycznego dla markeréw cpDNA, po badanie struktury przestrzennej za pomoca
analizy gtéwnych wspétrzednych (PCoA) i statystyki globalnej / Morana w odpowiednich
programach obliczeniowych (tj. STRUCTURE i SPAGeDi), stosujgc podziat na 13 klas

dystansow pozwalajgcych na wykrycie pokrewienstwa miedzy badanymi osobnikami.

Poza parametrami genetycznymi tradycyjnie analizowanymi w ocenie poziomu
zmiennosci genetycznej populacji (m.in. $rednia A i efektywna Ae liczba alleli w locus,
heterozygotycznos¢ oczekiwana He i obserwowana Ho,, bogactwo AR i liczebnos¢ alleli
prywatnych), oraz parametrami opisujgcymi poziom zrdznicowania genetycznego po
uwzglednieniu alleli null (wspétczynnik Fsr, test F AMOVA, etc.), Doktorantka dokonata tez
analizy efektywnej wielkosci populacji przy zatozeniu losowego systemu kojarzen i
nieréwnowadze sprzezen badanych loci nSSR, przy zatozeniu tempa mutacji typu kroczgcego
badanych markeréw DNA. W celu testowania nieréwnowagi sprzezen u badanych loci,
zastosowano algorytm statystyki bayesowskiej Monte Carlo oparty na tancuchach Markowa
(MCMC), a odchylenia od réwnowagi Hardy-Weinberga przedstawiono za pomoca
wspodtczynnika wsobnosci (Fis). Na koricu, poréwnano poziom zmiennosci genetycznej

populacji z podziatem na 6 gtéwnych regiondéw geograficznych Polski.

Whuyniki przedstawiono na 54 stronach, opisujgc w dwdch gtéwnych podrozdziatach
obliczenia uzyskane na podstawie analizy markeréw: 1) cpSSR i 2) nSSR. W kazdym z
podrozdziatéw, opisano i zilustrowano na pomocg 21 tabel i 31 rycin poziom zmiennosci
genetycznej poszczegdlnych loci, zmiennos¢ genetyczng populacji, allele zerowe i wsobnosé,
zréznicowanie genetyczne miedzy populacjami, strukture genetyczng badanych populacji i

przestrzenng strukture genetyczng w odniesieniu do wybranych regiondéw Polski.



Rozdziat Dyskusja jest wielowagtkowym i obszernym opracowaniem, zajmujgcym 22
strony, powotfujagcym sie na dane uzyskane w dysertacji. Autorka w sposdb prawidtowy
porownata wyniki badan witasnych z wynikami przedstawionymi przez réznych autoréw,
opisujacych strukture genetyczng populacji P. sylvestris oraz innych gatunkéw sosen (np. P.
mugo Turra, P. cembra L., P. halepensis), z uwzglednieniem specyfiki niektérych
peryferyjnych populacji, u ktérych zaobserwowano zmiany w strukturze puli genowej
populacji. W swych rozwazaniach, Doktorantka uwzglednita wptyw procesow
demograficznych na strukture genetyczng populacji w obrebie gatunku, tj. losowy system
kojarzenia i swobodny przeptyw gendw, ktére obok mutacji i rekombinacji w loci DNA moga

wptywaé na poziom i charakter zmiennosci genetycznej populaciji.

Tu nasuwa sie pytanie, czy Doktorantka ma moze jeszcze inne (historyczne)
uzasadnienie (poza duzg liczbg analizowanych osobnikéw), dlaczego sosny zgrupowane na
terenie rdLP Biatystok charakteryzujg sie statystycznie istotnym wiekszym poziomem
heterozygotycznosci (Ho i He), wartoscig parametru Fsr, oraz réznorodnoscig D i dystansem

genetycznym D%h?

Dyskusje konczg 5-cio stronnicowe Mozliwosci wykorzystania uzyskanych wynikow
badan w praktyce, ktére wpisujg sie w gtéwne dziatania na rzecz ochrony zasobdw
genowych polskich gatunkéw lasotwérczych w Lesnym Banku Gendéw w Kostrzycy (gdzie
pracuje Autorka pracy) i ktore sg warte rozpowszechnienia wsrdd specjalistéw od genetyki

konserwatorskiej, hodowli i ekologii lasu, ale réwniez i botaniki sgdowe;.

Catos¢ dysertacji, Autorka zamkneta w Podsumowaniu i wnioskach, ktére zwiezle ujeta
w odniesieniu do 6-ciu gtéwnych celéw badawczych pracy, precyzyjnie nawigzujagc do
postawionych we wstepie fgcznie 18-tu hipotez, na ktére udzielita wyczerpujacych
odpowiedzi. Po wnioskach, w osobnym rozdziale Aneks podano link do strony internetowej,
gdzie zamieszczono tabele ze szczegdétowymi informacjami kazdego z badanych drzew oraz

mapy rozmieszczenia na powierzchni réznych rdLP.

Cytowana Literatura jest bardzo bogata, zawiera az 338 pozycji krajowych i

zagranicznych, w wiekszosci opublikowanych w ostatnich latach.



Pod wzgledem merytorycznym prace oceniam wysoko, gdyz zastosowano w niegj
prawidtowy warsztat badawczy w celu osiggniecia zatozonego celu, czyli zbadania ogdlnej
zmiennosci genetycznej sosny zwyczajnej, jak rédwniez oszacowania podobienstw i réznic w
rozktadzie zmiennosci genetycznej obliczonej za pomocg chloroplastowych oraz jagdrowych
markeréw mikrosatelitarnych w arbitralnie utworzonych grupach (populacjach) drzew
matecznych. Jak stwierdza sama Doktorantka, na str. 120, cyt. ,Dokonane przez autorke
niniejszej pracy pogrupowanie osobnikdw sosny zwyczajnej na ,populacje” oraz ,regiony”
stuzyto uzyskaniu nieco innej perspektywy w prowadzeniu analiz genetycznych i interpretacji

badan”, co zostato wziete pod uwage w koricowej interpretacji uzyskanych wynikéw.

Ogodlna charakterystyka genetyczna badanych loci 9-ciu cpSSR i 5-ciu nSSR potwierdzita
obserwacje innych autoréw odnosnie homogenicznego poziomu zmiennos$ci markeréw
mikrosatelitarnych w polskich i sSrodkowoeuropejskich populacjach sosny zwyczajnej, co jest
charakterystyczne dla gatunku wystepujacego z sposob ciggly na duzych obszarach, o duzej

dyspersji pytku i losowym sposobie krzyzowania.

Odnosnie poziomu zmiennosci genetycznej badanych drzew matecznych przypisanych
do 6-ciu populacji na tle 17 regiondéw regionalnych dyrekcji LP, nie dziwi fakt niskich wartosci
parametréw heterozygotycznosci zaobserwowany dla ,populacji” ztozonych z rozproszonych
drzew, w poréwnaniu do badan wykonanych dla ,naturalnych” populacji sosny w Polsce i
Europie. U tych ostatnich, dziatajg dodatkowe sity selekcji i doboru naturalnego, wraz z
intensywniejszym przeptywem gendéw w obrebie osobnikédw z bliskiego sgsiedztwa.
Obliczona wartos¢ Neop. efektywnej wielkoSci populacji wskazata jednak dobrg kondycje
badanych grup drzew (Netpo. > 50), ktérym nie grozi chéow wsobny wynikajacy z
samozapylenia. Oszacowana wartos¢ parametru Fst potwierdzita ogdélnie obserwowany trend
wystepujgcy miedzy populacjami drzew iglastych, u ktorych zmiennos¢ miedzypopulacyjna
jest o wiele mniejsza, niz zmienno$¢ wewnatrz populacji. Dodatkowo, niski poziom
zmiennosci miedzypopulacyjnej wyrazony parametrem Fst nie byt w Zaden sposéb

powigzany z odlegtosciag miedzy badanymi populacjami czy regionami.

Mam niewiele uwag, na ktére natknetam sie przy uwaznej lekturze pracy, zawierajgcej

niekiedy drobne przejezyczenia, dla przyktadu:



- na stronie 23 btednie podano termin ,tRNS”, zamiast ,,tRNA” w powotaniu na prace

Sokotowskiej i in. 2022.
- czasami termin ,,homoplazji” przybiera postaé ,,homeoplazji” (jak na str. 28),

- w catej pracy zachowatabym oryginalne nazwy badanych loci, np. ,,SsrPt_ctg4363” (cf.
Chagné i in. 2004, gdzie , Pt” odwotuje sie do gatunku Pinus taeda, w ktédrym po raz pierwszy
zidentyfikowano ten locus) zamiast podanej w pracy nazwy ,SSrctg4363”, jak rowniez
prawidtowo ,SPAC 11.4” (wg Soranzo i in. 1998) zamiast ,SPAC114” (tak pisanej nazwy
poczgwszy od rozdziatu Wynikéw), co moze generowac konfuzje u odbiorcédw pracy. Drobna
uwaga, locus Spac7.14 (wymieniony na str. 129) ma oryginalny zapis SPAG 7.14 (cf. Soranzo i

in. 1998),

- niekiedy w wynikach, zamieszczono cate akapity opisu zastosowanej metody

badawczej, np. na str. 72 73.

Tym niemniej, na uwage zastuguje duza starannos$¢ w cytowaniu autoréw licznych prac
przytoczonych w pracy, ktérych publikacje zostaty zamieszczone ze szczegdlng starannoscia,
bez pominiecia zadnej z nich. Przytoczone uwagi edytorskie i stylistyczne nie obnizajg
wartosci naukowej dysertacji, mogg mie¢ jedynie znaczenie w trakcie publikacji

przedstawionych wynikéw badan w czasopismach naukowych.
Whniosek koncowy:

Po uwainym przestudiowaniu przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
Pani mgr Matgorzata Patucka przedstawita bardzo ciekawg koncepcje powigzania
molekularnej charakterystyki puli genowej duzej liczby drzew matecznych (2574
przebadanych za pomocy loci cpSSR, oraz 605 drzew — za pomocg loci nSSR), co moze by¢
bardzo przydatne dla praktyki lesnej i konserwatorskiej. Moja pozytywna opinia dotyczy
takze poprawnego uzasadnienia hipotez badawczych, wynikajacych 1z rzetelnie
przestudiowanej literatury przedmiotu, oraz z konsekwentnie prowadzonych badan
wiasnych w oparciu o nowoczesne narzedzia biologii molekularnej: 14 neutralnych
selekcyjnie markeréw mikrosatelitarnych (9 markeréw chloroplastowych i 5 markeréw
jadrowych). Cata praca zostata logicznie i poprawnie przedstawiona. Wstep, Przeglad

literatury, Materiat i Metody, Wyniki oraz Dyskusje poparto ponad trzystu pozycjami



literatury, w wiekszosci angielskojezycznej. Na szczegdlng uwage zastuguje wnikliwa analiza
szeregu parametréw, badanych osobno dla loci cpSSR i nSSR stosujagc m.in. analizy
dyskryminacyjne sktadowych gtéwnych (DAPC) i statystyke globalng / Morana, co jest istotne

w badaniach przestrzennej struktury genetycznej populacji drzew lesnych.

Przestana mi do recenzji rozprawa spetnia wszelkie wymagania stawiane rozprawom
doktorskim przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
(Dz. U. z 27 wrzes$nia 2017 r., poz. 1789) oraz art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz.
U. z 30 sierpnia 2018 r., poz. 1669 ze zm.), zatem przedstawiam przed Wysokg Radga

Naukowa Uniwersytetu im. Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy wniosek o dopuszczenie Pani

mgr Matgorzaty Patuckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Justyna Nowakowska

Warszawa, dnia 25 sierpnia 2023 roku



