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Ocena pracy doktorskiej Pana mgr ini] Pawfa Przybylskiego, wykonanej w lnstytucie

o dwa typy marker6w genetycznychj jqdrowego mikrosatelitarnego DNA i biatek

izoenzymatycznych.

Badawczym LeSnictwa pod kierun(iem prof. dr hab. lreneusza Odrzykoskiego,

zatytutowa nej,,Zmienno56 genetydzna wybranych plantacji nasiennych sosny

zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) w aspekcie blqd6w przypisania szczep6w do drzew

m{tecznych".

Rozprawa doktorska Pana mgr Pa[ruta Przybylskiego dotyczy szczeg6towej analizy

identyfikacji obcych szczep6w na plantfcjach nasiennych sosny zwyczajnej, wykonanej

na podstawie analizy polimorfizmr,h dw6ch typ6w marker6w genetycznych.

Przedstawiona praca jest pierwszq tego [ypu analizEna plantacjach sosnowych w Polsce,

zwlaszcza w aspekcie identyfikacji poprawnoici genotyp6w rosnAcych klon6w, w oparciu

st na 7 rozdzial6w: 1) Wstqp ,2) Cel badan i

4) Wyniki, 5) Dyskusjq, 6) Podsumowanie i



wnioski,o sliteratur p ilustrujqcewyniki

bada6.W kstreszcz o

We (9 stron Ece zagadnienia:

poczqtki i plantacji L.!, 1..2 i 1.3),

oblematyki wsp6tczesnej hodowli sosny

u klon6w lub rod6w przeznaczonych do

i podkre5lit, i2 prawidtowo przeprowadzone

cji nasiennej gwarantujq uzyskanie nasion o

E ku temu sq dwa gt6wne rodzaje

nqcych na plantacji nasiennej, wynikajqce

sqsiednich drzewostan6w, oraz 2l btqd6w

u2yciu innych genotyp6w, ni2 planowane.

it niniejszq pracq.

Cel pracy zostat przedstawiony try dzterech gt6wnych punktach, kt6re korespondujq

mi pracy, i dotyczq: 1-) poziomu btqd6w na

d6w na innych plantacjach nasiennych w

iennoSi genetycznq planrtacji, 3) wptywu

btqd6w na efektywnq liczbq klon6r,r4 i [) por6wnania sity dyskryminacji dw6ch typ6w

| . | | rlt !? l-1--l!--- ---zastosowanych marker6w genetycznfch w identyfikacji btqd6w przypisania szczepow na

badanej plantacji.



Szkoda, ze ju2 w tym miejscu Autofi niejako z gorv zaktada nieco wqtpliwy charakter

uzyskanych wynik6w badari, stwierfzajqc 2e zastosowane markery genetyczne majq

odomo, w jakim stopniu ich zmiennoii

noi( genetycznq oroz jest skorelowanq z

cechomifenotypowymi dto ktorych plav),adzona jest hodowla selekcyjno". Rola sekwencji

mikrosatelitarnych w kom6rce nie jest flo korica poznana. lstniejq doniesienia,2e coraz

wiqcej tzw. neutralnych alleli OfrfA j6st powiqzanych z genami kodujqcymi biatka

strukturalne lub funkcjonalne (cf. Kaihq iin. 1996, Li iin. 2002, Selkoe iToonen 2006),

odpowiedzialne za podziaty kom6rkd*e or., adaptacjq gatunku do r62nych warunk6w

Srodowiska. W kontek6cie przeistlwionych badari, cecha neutralnoSci wy2ej

wymienionych marker6w genetycznfch jest gwarantem poprawnego przeprowadzenia

identyfikacji genotypu danego szczepu, niezale2nie od panujqcych warunk6w na

plantacji.

Rozdziat Material i metody podzielono na trzy gt6wne podrozdziaty. W pierwszym

opisano materiat badawczy, na kt6ry sktadaty siq pr6bki tkanek pobrane z drzew

rosnqcych na trzech plantacjach nasierlnych, zlokalizowanych w nadleSnictwach: Susz,

Zdrojowa G6ra ii Pniewy. Materiat roSli4ny opisano podajqc wiek zato2enia plantacji, jej

powierzchniq, pochodzenie szczep6W, dr", badane kwatery, kt6rych plan zamieszczono

w zalqcznikach na koricu pracy.

Weryfikacjq genotyp6w szczep6W F. sylvestris przeprowadzono na podstawie analiz

dla dw6ch typ6w marker6w

izoenzymatycznych), z podaniem

drozdziatach, koncentrujqc sie na: 1)

detek

zmiennoSci i zr62nicowaniu genetydznYm, 2) wystqpowaniu alleli zerowych (,,null") i

obliczaniu frekwencji alleli loci mikrosdtelitarnych, 3) obliczaniu prawdopodobieristwa

uzyskania identycznego genotypu (Pro

(mikrosatelitarnego DNA jqdrowego i biatek

szgzep6t6w laboratoryjnych dotyczqcych ich izolacji i

- tu proszq naniedi poprawkq, bo program

3



GenAlEx de facto nie oblicza tego

klon6w.

pairametru, oraz 4) obliczaniu efektywnej liczby

Wyniki przedstawiono na 29 stfonach, w 3 podrozdziatach, ktore dotyczyty

gt6wnych cel6w pracy, a mianowidfle: 1) poziomu btqd6w przypisania szczep6w na

rzypisania szczep6w na poziom zmiennoSci

cznych (loci SSR i biatka izoenzymatyczne),

bq klon6w na plantacjach. Wyniki badari

agi merytoryczne oraz pytania do Autora:

podano, czy wsp6tczynnik zr62nicowania

miqdzypopulacyjnego (Fst) obliczonb po korekcie alleli zerowych? Dodatkowo, czv

odchylenie od r6wnowagi H-W definf"r1|.r" tylko na podstawie wartoSci wsp6tczynnika

wsobnodci (Frs) ?

- proszq wyjadnii, co oznacza qtwierdzenie ze str. 28, cyt. ,,Prowdopodobiefistwo

(chodzi o Pn) zoleiy od poziom, plti,4oflirmu donego morkero i kotejnoici, w jokiej

wykorzystywany jest do obliczefi" ?

tne nazywanie analizowanych wariant6w w

- w pracy brak obliczeri istoltnq6ci statystycznej dla parametr6w zmiennoSci

genetycznej. Na ogol, przy stwierdzeni(r, 2e dany parametr jest ,,istotny" zalecane jest

podanie poziomu tej istotnoSci (np. rnf f4Ueti 9 i in.),

- na str. 4t przedstawio 'ity spos6b interpretacjq poziomu

zr62nicowania genetycznego dla ikrosatelitarnych oraz wszystkich

szczep6w na badanych plantacj 10b i 10c). Autor rozszerzyl te2

wnioskowanie o poziomie zr62nicdwania genetycznego catych plantacji o warto6ci



parametr6w Fst otrzymanych dla R{jedVnczych loci,

por6wnywai Sredniq warto5i Fst oblilczbnq dla wszystkich

w takim przypadku, nalezy

loci. Opis Tabeli l-0b zawiera

inny parametr genetyczny (Fst), ni2 om{wiany G"st w tekdcie (dla kt6rego powinno byi

powotanie na Tabelq 10c),

- podobne uwagi dotyczq rpzdziatu omawiajqcego polimorfizm biatek

izoenzymowych, na str. 50 i 51. llu i6wnie2 proszq o podanie poziomu istotnoSci

otrzymanych Srednich warto6ci dla parlametr6w Fst i Gst, aby m6c stwierdzii miqdzy

ninri podobieristwo bqdZ 162nice.

Rozdziat Dyskusja zajmuje 11 strQn i odnosi siq do danych, przedstawionych w

poprzednich rozdzialach dysertacji. Atitor podsumowat wyniki badari wtasnych oraz

por6wnat je z wynikami przedstawignyirri przez innych autor6w, opisujqcych strukturq

na plantacjach nasiennych, jak i w

akto mo2e odniesienia do prowadzonych

anych loci cech ilodciowych DNA (tzw, QTL)

na plantacjach drzew lednych. pomilno trudno6ci identyfikacji kodujqcych fragment6w

w uktadach multi-genowych, w niekt6rych

ja, ukierunkowana na konkretne cechy

milacja zwiqzk6w azotowych (co gwarantuje

iqkszona odporno56 na patogeny i szkodniki

Ciekawym wynikiem przedsta(ioipych badari jest fakt, 2e na terenie wszystkich

trzech analizowanych plantacjach nasiennych stwierdzono wystqpowanie btqd6w

przypisania szczep6w (btqd 1-go typlrl, graz wystqpowanie obcych szczep6w (btqd 2-go

sz, zalo2onej w 1977 roku). Podsumowanie

adzonej identyfikacji genotyp6w szczep6w

na badanych plantacjach przedstawionQ w jednej zbiorczej tabeli, kt6ra wiericzy calo6c



przeprowadzonych analiz

autor6w.

wyniki podobnych badari innych

Na podstawie wynik6w badari wtasnych oraz badafi innych autor6w, Doktorant

przedstawia genezq powstawania oJmlennych genotyp6w szczep6w i produkowanych

przez nie nasion na sosnowych plarfitapjach nasiennych. Sq to przede wszystkim dwa

czynniki: btedy ludzkie w trakqi zaktadania plantacji oraz zanieczyszczenie

wsp6tczynnika wsobnoSci (Frs), (t6ry lest miarq niedoboru osobnik6w

heterozygotycznych w wyniku kojarzenifl wsobnego.

obecnodci ,,nowych" alleli na plantacjach,

prowadzenie,,nieprzewidywalnych" cech i

plantacji. Tym niemniej, w naturalnych

drzewostanach sosnowych, obecno6( nQwych alleli (w tym rzadkich i prywatnych) mo2e

byi uznana jako korzystna z punktu widzenia zachowania wiqksze j ro2norodno6ci puli

genetycznej oraz zdolnoici adaptaQyj{ej danego gatunku do zmiennych warunk6w

Srodowiska. W drzewostanach o chardkterze naturalnym, majq miejsce dtugofalowe

naturalne procesy ewolucyjne, kt6re zn{ierzalq do lepszej adaptacji gatunku do lokalnie

panujqcych warunk6w. Lepsze dostoboivanie nie musi jednak zawsze oznacza( wiqkszej

zmiennoSci genetycznej (heterozyS{tV(znoSci) populacji w konkretnie badanych loci.

Naturalna selekcja moze preferowai osobniki homozygotyczne w jednych loci, a

heterozygotyczne w drugich loci, zrjnn

faworyzowanie,,wyspecjalizowanycfr"

ada ptacyjne popu lacji.

oraz powofuje srq na

produkowanych nasion przez obcy pytek pochodzqcy z blisko poto2onych drzewostan6w.

Autor poprawnie zinterpretowaf wdty+ obecnoSci alleli zerowych (,,null") na wartoii

ejszajqc przez to obciq2enie genetyczne przez

alleli, odpowiedzialnych za korzystne cechy

Wobec powy2szych niewiadoinyph wydaje siq, 2e w lasach gospodarczych

priorytetem powinno byi zachowpnie mo2liwie najwiqkszego z162nicowania

genetycznego, oznaczajqcego wiqksia $lastycznoSi populacji i mo2liwo5i adaptacji do



zmieniajqcych siq warunk6w klimat{czr]rych i Srodowiskowych" W tym aspekcie, Autor

owanie w miarq du2ej liczby efektywnych

wo bqdzie wchodzito w sktad przysztych

drzewostan6w gospodarczych. WydEje siq zatem, ze powy2sze zagadnienia dotyczqce

zachowania puli genowej pototsl*J poryrt iwanego ze szczep6w rosnqcych na

dalszych badari.

ujqto w piqciu punktach, Autor nawiqzat do

postawionych na wstqpie pracy hipotezf Neutralnodi zastosowanych w pracy marker6w

genetycznych okazata siq atutem, gd!2 1!mo2liwilta przeprowadzenie por6wnania miqdzy

genotypami teoretycznego zestawu

,,bez btqd6w" W0), z genotypami

(wersja,WB").

szbzep6w wynikajqcego z planu plantacji (wersja

rzfczywiScie wystqpujqcymi na terenie plantacji

i zawiera ok.Cytowana Literatura jest wyst

135 pozycji krajowych i zagranicznyc

Pod wzglqdem merytorycznVin pracq oceniam jako dobrq, z przyczyny na

kompleksowy charakter podjqtycd f adari genetycznych, przeprowadzonych dla

szczepow sosny hodowanych na plqntAclach nasiennych w Polsce. Uwa2am, ze Autor

przeprowadzit poprawnE analizq *{tv{ru btqddw na poziom zmiennoSci genetycznej

nnodci teoretycznej szczep6w (wyjSciowych,

w ,,rzeczywi6cie" rosnEcymi na plantacjach

(czyli wersji WB). Stosujqc nowoczgsnf metody biologii molekularnej, Autor wykazat

bardzo mate (Srednio O,! procentpwb) r62nice w puli genowej plantacji z wersji

teoretycznej (W0) oraz plantacji ,jrr,fi".ryszczonej" obcymI genotypami (WB). Na

poparcie tego wyniku, zabrakto tyf ko wykonania obliczer{ poziomu istotnodci

statystycznej parametr6w genetyczn{chi otrzymanych dla ka2dego typu markera.



na rngr Pawta Przybylskiego jest rozwiqzanie

ozprawy i w prawidtowo sformulowanych

badawczych. W Swietle przedstawionych

bada6, wnioski zapisane w kor{cowej czQ6ci rozprawy (jest ich 5) oraz 6 rekomendacji dla

praktyki hodowlanej - majA charhkt!r aplikacyjny w hodowli selekcyjnej sosny

zwyczajnej.

W celu weryfikacji poprawnoS{i rfzmieszczenia klon6w na pojedynczej plantacji

anie marker6w polimorfizmu DNA

1-1.6, Spag 7.1.4, PITX 3107 i PITX 4001), ale

nie pomija mo2liwodci zastosowania 16ulnie2 13 loci izoenzymatycznych.

Liczne btqdy stylistyczne i edytol"rk{", n, ktSre natknqtam siq przy uwa2nej lekturze

elektronicznej wersji pracy (pfyta CD), kt6ra

sertacji, nale2y zwr6cii uwagq na btqdy w

pisowniq nazw tacifiskich gatunk6w ro6lin,

oraz ujednolicenie pisowni nazwisl putor6w cytowanych w pracy (np. Giimtiry,

Gonz6lez, Miiller-Starck, Samo6ko), brqk numer6w stron cytowanych prac, lub brak

cytowanych autor6w w Spisie Literatr!ryJ np. Li i Li (2012) ze str. 8, Neale i in. (2014l oraz

Sia i in. (2000) ze str. t2, etc.

i^JCzasami u2ywany jest potoczny jq2yk (stosowany na co dzieri w laboratorium), jak

np. ,,mikrosatelit6w", ,,wniosek m6r,r,,iiqd,y", ,,w p16bie nie daje siq wykry(", czy podano

zbyteczne szczeg6ty - cyt. ,,numer te/p nadano prob6wkom L5 ml z nakrqtkq typu

Falcon"...

odci naukowej dysertacji, ale mogq miei

6 w czasopismach naukowych.



Wniosek koricowy:

wionej rozprawy doktorskiej, stwierdzam 2e

kawq koncepcjq powiqzania molekularnej

charakterystyki puli genowej szczepoW sosny zwyczajnej na plantacjach nasiennych z

precyzyjnymi wytycznymi dla praktlki le5nej. Autor wykazuje siq dobrq znajomoSciq

atyce, przeprowadzone na podstawie takich

PD, RFLP i SSR.

Biorqc pod uwagq powy2sze uvVagi i stwierdzenia, pnzestana mi do recenzji

awom doktorskim przez Ustawq o Stopniach

przedstawiam Wysokiej Radzie lnstytutu

niosek o dopuszczenie Pana mgr in2. Pawfa

Przybylskiego do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

'a A. Nowakowska


