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Ocena pracy doktorskiej Pana mgr inz, Pawta Przybylskiego, wykonanej w Instytucie
Badawczym Lesnictwa pod kierunkiem prof. dr hab. Ireneusza Odrzykoskiego,
zatytutowanej ,Zmiennosc genetyczna wybranych plantacji nasiennych sosny

zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) w aspﬁkcie btedéw przypisania szczepow do drzew

mﬂtecznych".

Rozprawa doktorska Pana mgr Pa‘\/v’ra Przybylskiego dotyczy szczegdtowej analizy
identyfikacji obcych szczepdw na pIant%cjach nasiennych sosny zwyczajnej, wykonanej
na podstawie analizy polimorﬁzm‘ dwdch typow markerdw genetycznych.

Przedstawiona praca jest pierwsza tego typu analiza na plantacjach sosnowych w Polsce,
|

o dwa typy markerow genetycznych! jadrowego mikrosatelitarnego DNA i biafek

zwtaszcza w aspekcie identyfikacji poprawnosci genotypdéw rosnacych klonéw, w oparciu

izoenzymatycznych.

Formalna ocena pracy

Dysertacja liczy 94 strony i podzielona jest na 7 rozdziatéw: 1) Wstep, 2) Cel badan i

testowane hipotezy, 3) Materiat i Metody, 4) Wyniki, 5) Dyskusje, 6) Podsumowanie i



wnioski, oraz 7) Spis literatury. Dodatkowo, praca zawiera 3 zatgczniki, ilustrujgce wyniki

badan. W pracy brak streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

We Wstepie (9 stron maszynopisu) przedstawiono nastepujgce zagadnienia:
poczatki i rozwdj plantacji nasiennych w Polsce i Europie (rozdz. 1.1, 1.2 i 1.3),
podstawowe zatozenia metodyczne rozmieszczenia klondw na plantacji nasiennej (rozdz.
1.4), mozliwe btedy popetnione w momencie zaktadania plantacji i ich weryfikacja
(rozdz. 1.4 i 1.5), zastosowanie markeréw molekularnych w genetyce drzew lesnych
(rozdz. 1.6), oraz aspekty zmiennosci genetycznej ,,naturalnych” drzewostanow sosny w
zestawieniu ze zmiennoscig genetyczng drzew rosngcych na plantacjach nasiennych

(rozdz. 1.7).

Autor przedstawit ogolny zarys problematyki wspodtczesnej hodowli sosny
zwyczajnej, podkreslajagc znaczenie wyboru klonéw lub rodéw przeznaczonych do
produkcji nasion na plantacjach nasiennych i podkreslit, iz prawidtowo przeprowadzone
nasadzenia odpowiednich klonéw na plantacji nasiennej gwarantujg uzyskanie nasion o
wysokiej jakosci hodowlanej. Przeszkodg ku temu sg dwa gidwne rodzaje
,zanieczyszczenia genetycznego” drzew rosngcych na plantacji nasiennej, wynikajace
przede wszystkim z: 1) doptywu pytku z sasiednich drzewostandw, oraz 2) btedow
popetnionych przy zaktadaniu plantacji przy uzyciu innych genotypéw, niz planowane.

Temu ostatniemu zagadnieniu Autor poswiecit niniejszg prace.

\
Cel pracy zostat przedstawiony w qzterech gtéwnych punktach, ktére koresponduja

z czterema gtéwnymi hipotezami badawczymi pracy, i dotyczg: 1) poziomu btedow na
badanych plantacjach nasiennych oraz btedéow na innych plantacjach nasiennych w
Polsce, 2) analizy btedéw 2-go typu na zmiennos¢ genetyczng plantacji, 3) wptywu
btedéw na efektywng liczbe klonéw i ifl) poréwnania sity dyskryminacji dwéch typoéw

zastosowanych markeréw genetycznych w identyfikacji btedow przypisania szczepéw na

badanej plantacji.



o
Szkoda, ze juz w tym miejscu Au;tor; niejako z géry zaktada nieco watpliwy charakter
| t

uzyskanych wynikéw badan, stwiergzajqc ze zastosowane markery genetyczne majg
charakter neutralny, zatem cyt. ,;nie; wiadomo, w jakim stopniu ich zmiennosé¢
charakteryzuje ogdlng (genomowgq) zmiennos¢ genetycznq oraz jest skorelowana z
cechami fenotypowymi dla ktdrych prowadzona jest hodowla selekcyjna”. Rola sekwencji
mikrosatelitarnych w komoérce nie jeist %io konca poznana. Istniejg doniesienia, ze coraz
wiecej tzw. neutralnych alleli DNA jést powigzanych z genami kodujgcymi biatka
strukturalne lub funkcjonalne (cf. Karh% i in. 1996, Li i in. 2002, Selkoe i Toonen 2006),
odpowiedzialne za podziaty komorkc‘)we oraz adaptacje gatunku do réznych warunkéw
srodowiska. W kontekscie prze({stawmnych badan, cecha neutralnosci wyzej
wymienionych markeréw genetycznych\ jest gwarantem poprawnego przeprowadzenia
|

identyfikacji genotypu danego szczepu, niezaleznie od panujgcych warunkéw na

plantacji.

Rozdziat Materiat i metody podzie}lono na trzy gtéwne podrozdziaty. W pierwszym

opisano materiat badawczy, na ktcj’uryi sktadaty sie probki tkanek pobrane z drzew

rosngcych na trzech plantacjach nas;ier)nych, zlokalizowanych w nadiesnictwach: Susz,

Zdrojowa Gora i Pniewy. Materiat rois’liﬁny opisano podajac wiek zatozenia plantacji, jej
o

powierzchnig, pochodzenie szczepdw, oraz badane kwatery, ktorych plan zamieszczono

w zatgcznikach na koncu pracy.

Weryfikacje genotypow szczepéM lf sylvestris przeprowadzono na podstawie analiz
dla dwdch typdw markeréw (mikrosatelitarnego DNA jadrowego i biatek

izoenzymatycznych), z podaniem szgzeééféw laboratoryjnych dotyczacych ich izolacji i

detekcji.

Metody statystyczne opisano w 4 podrozdziatach, koncentrujgc sie na: 1)
zmiennosci i zréznicowaniu genetycznym 2) wystepowaniu alleli zerowych (,,null”) i
obliczaniu frekwenciji alleli loci mlkrosételltarnych 3) obliczaniu prawdopodobienstwa

|
uzyskania identycznego genotypu (;P,D) — tu prosze nanies¢ poprawke, bo program



GenAlEx de facto nie oblicza tego parametru, oraz 4) obliczaniu efektywnej liczby

klonow.

Wyniki przedstawiono na 29 stronach w 3 podrozdziatach, ktore dotyczyty
gtéwnych celdow pracy, a mlanowm‘ue 1) poziomu bteddw przypisania szczepow na
plantacjach nasiennych, 2) wptywu btedéw przypisania szczepow na poziom zmiennosci
genetycznej stosowanych markeréw genetycznych (loci SSR i biatka izoenzymatyczne),
oraz 3) wptywu btedéw na efektywng liczbe klondw na plantacjach. Wyniki badan

zestawiono w formie 10-ciu tabel i 5-ciu rycin.
Do tego rozdziatu mam nastepujgce uwagi merytoryczne oraz pytania do Autora:

- w opisie wynikéw (Tabela 7) nie podano, czy wspdfczynnik zrdzinicowania

miedzypopulacyjnego (Fs7) oinczonb bo korekcie alleli zerowych? Dodatkowo, czy

odchylenie od réwnowagi H-W definionano tylko na podstawie wartosci wspotczynnika

wsobnosci (Fg) ? |
|

- prosze wyjasnic¢, co oznacza stw?erdzenie ze str. 28, cyt. ,,Prawdopodobienstwo
(chodzi o Pjp) zalezy od poziomu po/irrTorfizmu danego markera i kolejnosci, w jakiej
|

wykorzystywany jest do obliczen” ?

- prosze zwroci¢ uwage na konsekwentne nazywanie analizowanych wariantow w

catej pracy, czyli WO i WB (nie W1 ?),

L, . . . ..
- w pracy brak obliczen istoTtncrsa statystycznej dla parametréw zmiennosci
|

genetycznej. Na ogof, przy stwierdzéniliyl, ze dany parametr jest ,istotny” zalecane jest
]
podanie poziomu tej istotnosci (np. w Tabeli 9iin.),

- na str. 41 przedstawiono w dos¢ zawily sposéb interpretacje poziomu
zréznicowania genetycznego dla badanych loci mikrosatelitarnych oraz wszystkich
szczepOw na badanych plantacjach (tabele 10a, 10b i 10c). Autor rozszerzyt tez

wnioskowanie o poziomie zréznicowania genetycznego catych plantacji o wartosci



parametrow Fst otrzymanych dlapéjedynczych loci, w takim przypadku, nalezy

porownywac srednig wartosé Fst obliczong dla wszystkich loci. Opis Tabeli 10b zawiera

o
inny parametr genetyczny (Fst), niz omawiany G”st w tekscie (dla ktérego powinno by¢

powotanie na Tabele 10c),

- podobne uwagi dotyczg r}ozdzia’fu omawiajgcego polimorfizm biatek
izoenzymowych, na str. 50 i 51. Tiu rc’)wniei prosze o podanie poziomu istotnosci
otrzymanych srednich wartosci dla paﬂametréw Fst i Gst, aby mdc stwierdzi¢ miedzy
nimi podobieAstwo badz réznice. |

Rozdziat Dyskusja zajmuje 11 stron i odnosi sie do danych, przedstawionych w
poprzednich rozdziatach dysertacji. ALJtor podsumowat wyniki badan wtasnych oraz
poréwnat je z wynikami przedstawionymi przez innych autoréw, opisujacych strukture
genetyczng sosny zwyczajnej (zairc')\!Nno na plantacjach nasiennych, jak i w
drzewostanach), w Polsce i Europie. Zabraklo moze odniesienia do prowadzonych
wspotczesnie badan nad identyfikacja wybranych loci cech ilosciowych DNA (tzw. QTL)
na plantacjach drzew lesnych. Pomi%o} trudnosci identyfikacji kodujgcych fragmentéw
genomu z powodu wystepowania loci QTL w uktadach multi-genowych, w niektorych
krajach jest obecnie prowadzona selekcja, ukierunkowana na konkretne cechy
hodowlane drzew takie, jak: zwiekszona asymilacja zwigzkow azotowych (co gwarantuje
lepsze przyrosty roczne np. u topoli), czy zwiekszona odpornos¢ na patogeny i szkodniki
owadzie (np. u brzozy).

Ciekawym wynikiem przedstav&ior}mych badan jest fakt, ze na terenie wszystkich
trzech analizowanych plantacjach na}siennych stwierdzono wystepowanie btedow
przypisania szczepoéw (btad 1-go tprJ), L)raz wystepowanie obcych szczepdéw (btad 2-go
typu, siegajgcego prawie 31% na plantacji Susz, zatozonej w 1977 roku). Podsumowanie
wszystkich btedéw wynikajgcych z przeprowadzonej identyfikacji genotypdéw szczepow

na badanych plantacjach przedstawiono w jednej zbiorczej tabeli, ktéra wiericzy catosc



!
przeprowadzonych analiz oraz powoJuje sie na wyniki podobnych badan innych

autorow.

Na podstawie wynikéw badan w’f}asnych oraz badan innych autoréw, Doktorant
przedstawia geneze powstawania odmﬂennych genotypdw szczepdw i produkowanych
przez nie nasion na sosnowych plantacjach nasiennych. S3 to przede wszystkim dwa
czynniki: btedy ludzkie w trakcie zaktadania plantacji oraz zanieczyszczenie
produkowanych nasion przez obcy pyi’fek? pochodzacy z blisko potozonych drzewostanow.
Autor poprawnie zinterpretowat wptyw obecnosci alleli zerowych (,null”) na wartos¢
wspétczynnika  wsobnosci  (Fg), Iitéry jest miarg niedoboru osobnikow

heterozygotycznych w wyniku kOJarzenla wsobnego.

W pracy poruszono ciekawy aspekt obecnosci ,nowych” alleli na plantacjach,
ktorych pojawienie sie jest okreslane jako wprowadzenie , nieprzewidywalnych” cech i
moze zanizy¢ zaktadany zysk hodowlany plantacji. Tym niemniej, w naturalnych
drzewostanach sosnowych, obecnos'(f; nowych alleli (w tym rzadkich i prywatnych) moze
by¢ uznana jako korzystna z punktui w1dzenia zachowania wiekszej réznorodnosci puli
genetycznej oraz zdolnosci adaptaéy;r?ej danego gatunku do zmiennych warunkéw
srodowiska. W drzewostanach o charakterze naturalnym, majg miejsce dtugofalowe
naturalne procesy ewolucyjne, ktorezrﬁlerzaja do lepszej adaptacji gatunku do lokalnie
panujacych warunkéw. Lepsze dostosowanie nie musi jednak zawsze oznacza¢ wiekszej
zmiennosci genetycznej (heterozygoty#znos’ci) populacji w konkretnie badanych loci.
Naturalna selekcja moze preferowac  osobniki homozygotyczne w jednych loci, a
heterozygotyczne w drugich loci, zrinniejszajac przez to obcigzenie genetyczne przez
faworyzowanie ,,wyspecjalizowanycjh” alleli, odpowiedzialnych za korzystne cechy
adaptacyjne populacji. |

Wobec powyiszych niewiado‘my:ch wydaje sie, ze w lasach gospodarczych
priorytetem powinno by¢é zachowanie mozliwie najwigkszego zréznicowania

!
genetycznego, oznaczajgcego wieks%a ?Iastycznoéé populacji i mozliwos¢ adaptacji do




zmieniajacych sie warunkow inmat*czﬂ)ych i Srodowiskowych. W tym aspekcie, Autor
prawidlowo zauwaza, jak wazne jest zachowanie w miare duzej liczby efektywnych
klonéw na plantacjach, gdyz ich potomstwo bedzie wchodzito w sktad przysztych
drzewostanéw gospodarczych. Wydiajeisie zatem, Ze powyzsze zagadnienia dotyczace
zachowania puli genowej potomstwa pozyskiwanego ze szczepdw rosnacych na

plantacjach nasiennych w Polsce, wymagajq dalszych badan.

W Podsumowaniu i wnioskach, ktére ujeto w pieciu punktach, Autor nawigzat do
postawionych na wstepie pracy hipo?:ez}. Neutralnos¢ zastosowanych w pracy markeréw
genetycznych okazata sie atutem, gdyz ymoiliwi’fa przeprowadzenie poréwnania miedzy
genotypami teoretycznego zestawu sztj:zepéw wynikajgcego z planu plantacji (wersja
,bez btedow” WO0), z genotypami rz%czywis’cie wystepujacymi na terenie plantacji

(wersja ,,WB").

Cytowana Literatura jest wystarczajgca (aczkolwiek niekompletna) i zawiera ok.

135 pozycji krajowych i zagranicznych, w wiekszosci z ostatnich lat.

Pod wzgledem merytoryczny lprace oceniam jako dobrg, z przyczyny na
kompleksowy charakter podjetych *)adari genetycznych, przeprowadzonych dla
szczepdw sosny hodowanych na pla;nté‘!cjach nasiennych w Polsce. Uwazam, ze Autor
przeprowadzit poprawng analize wp’ry\(vu btedéw na poziom zmiennosci genetycznej
plantacji, poprzez zestawienie pozionlw ‘zmiennos'ci teoretycznej szczepdéw (wyjsciowych,
zwanych wersjg WO0), z genotypami szczepow ,rzeczywiscie” rosngcymi na plantacjach
(czyli wersji WB). Stosujac nowocze;sni‘e metody biologii molekularnej, Autor wykazat
bardzo mate (Srednio 0,1 procentowe) rdinice w puli genowej plantacji z wersji
teoretycznej (WO0) oraz plantacji ,zarLieczyszczonej" obcymi genotypami (WB). Na

poparcie tego wyniku, zabrakio }ty}ko wykonania obliczen poziomu istotnosci

statystycznej parametréw genetyczn chL otrzymanych dla kazdego typu markera.
\




Najwazniejszym osiggnieciem badan Pana mgr Pawta Przybylskiego jest rozwigzanie
problemu zaprezentowanego w temacie rozprawy i w prawidtowo sformufowanych
(chociaz nie oczywistych) zatozern hipotez badawczych. W swietle przedstawionych
badan, wnioski zapisane w koricowej czeéci rozprawy (jest ich 5) oraz 6 rekomendacji dla
praktyki hodowlanej - majg charakter aplikacyjny w hodowli selekcyjnej sosny

zwyczajne;j.

W celu weryfikacji poprawnos’q?i rbzmieszczenia klonéw na pojedynczej plantacji
nasiennej  Autor proponuje zastosowanie markerow  polimorfizmu  DNA
mikrosatelitarnego (ztozonego z 4 loci: Spac 11.6, Spag 7.14, PtTX 3107 i PtTX 4001), ale
nie pomija mozliwosci zastosowania q‘c’m)}niez 13 loci izoenzymatycznych.

-

Liczne btedy stylistyczne i edyto}rsk‘e, na ktére natknetam sie przy uwaznej lekturze

maszynopisu, zaznaczytam bezposrednio w elektronicznej wersji pracy (ptyta CD), ktéra
zostanie przekazana Autorowi. W catej dysertacji, nalezy zwréci¢ uwage na btedy w
interpunkcji (brak kropek na koncu zdan), pisownie nazw facidskich gatunkow roslin,
oraz ujednolicenie pisowni naZW|sj< autorow cytowanych w pracy (np. GOmory,

, lub brak

Gonzalez, Miiller-Starck, Samocko)

cytowanych autoréw w Spisie theratlblryl np. Li i Li (2012) ze str. 8, Neale i in. (2014) oraz

Sia i in. (2000) ze str. 12, etc. i i
\

Czasami uzywany jest potoczny‘jejyk (stosowany na co dzien w laboratorium), jak

\u

np. ,mikrosatelitéow”, ,,wniosek méW|qoy , »W probie nie daje sie wykry¢”, czy podano

zbyteczne szczegoty - cyt. ,numer terL nadano probéwkom 15 ml z nakretkg typu

Falcon”...

Przytoczone uwagi nie obnizajg wartosci naukowej dysertacji, ale mogg miec

znaczenie w trakcie publikacji wynikéw badan w czasopismach naukowych.



Whniosek koncowy:

Po uwaznym przestudiowaniu przedstawionej rozprawy doktorskiej, stwierdzam ze
Pan mgr Pawet Przybylski przedstawit ciekawg koncepcje powigzania molekularnej
charakterystyki puli genowe;j szczepow sosny zwyczajnej na plantacjach nasiennych z
precyzyjnymi wytycznymi dla praktykl lesnej. Autor wykazuje sie dobrg znajomoscia
tematu, cytuje inne badania o podobnej tematyce, przeprowadzone na podstawie takich

markerow genetycznych, jak: izoenzymy, RAPD, RFLP i SSR.

Bioragc pod uwage powyisze ‘ uvj\/agi i stwierdzenia, przestana mi do recenzji
rozprawa spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o Stopniach
i Tytutach Naukowych, w zwigzku z tym przedstawiam Wysokiej Radzie Instytutu
Badawczego Le$nictwa w Sekocinie Starym wniosek o dopuszczenie Pana mgr inz. Pawta

Przybylskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

ma A. Nowakowska



