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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Marty Heleny Czernik

»Analiza molekularna zimowej diety tosia, jelenia szlachetnego i sarny europejskiej w
Polsce”

Formalne aspekty rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska powstata pod opieka prof. dr hab. Mirostaw Ratkiewicza,
w Zaktadzie Zoologii Molekularnej Uniwersytetu w Biatymstoku. Cze$¢ analiz dotyczacych
sekwencjonowania wielkoskalowego (ang. next generation sequencing, NGS) prowadzona
byta we wspétpracy z Prof. Pierre Taberletem w Laboratoire D’Ecologie Alpine w Grenoble
we Francji. Prace zawarte w rozprawie finansowane byty z grantu Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyiszego przyznanego Profesorowi Mirostawowi Ratkiewiczowi, grantu
Uniwersytetu w Biatystoku przyznanego doktorantce oraz z projektu ,Stypendia dla
doktoréw wojewddztwa podlaskiego.

Rozprawa napisana jest w jezyku polskim, ma forme maszynopisu i klasyczny dla rozpraw
doktorskich uktad: streszczenie napisane w jezyku polskim i angielskim poprzedza ogdlny
wstep wraz z celami badan. Rozdziat materiat i metody zawiera charakterystyke badanych
gatunkéw ,opis terenu badan, wykonane analizy genetyczne, zastosowang statystyke, ocene
dostepnosci bazy zerowej oraz opis metod zastosowanych do oszacowania zimowych
preferencji pokarmowych trzech badanych gatunkéw jeleniowatych. Zawiera tez krotka
informacje odnosnie korelacji liczby tropéw trzech badanych gatunkéw jeleniowatych, ktére
jednak nie byty praca wykonang przez doktorantke. Nie posiadajg tez doktadnego opisu
zastosowanych metod na podstawie ktérych mozna by wnioskowaé o poprawnosci (badz
nie) zastosowanej metodyki, a co za tym idzie otrzymanych wynikéw. Kolejne rozdziaty —
wyniki - liczg 15 stron, dyskusja - 17 stron, a ostatni rozdziat — wnioski opisany jest na 1
stronie. Rozprawa liczy facznie 127 stron, zawiera 14 tabel i 10 rycin i cytuje 193 pozycje
literatury, zaréwno polskie jaki zagraniczne.

Ocena naukowego znaczenia rozprawy

Teoria wykorzystania zasobédw w réznorodnym zgrupowaniu kopytnych jest dobrze znana i
stwierdza, ze masa ciata (Gordon i lllius 1996) oraz morfo-fizjologiczne adaptacje (Claus i inni
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2008) s3 gtéwnymi czynnikami odpowiedzialnymi za zmienno$¢ w wykorzystaniu zasobow
przez rézne gatunki. Bardzo wyrazny rozdziat zasobéw pokarmowych wystepuje wtedy, gdy
pedozercy zjadajg roslinno$¢ drzewiasta i ziota, a trawozercy trawy. W obrebie kazdej z tych
gildii masa ciata wskazywana jest jako czynnik modyfikujgcy wykorzystanie zasobow. Mate
gatunki ograniczone s do pobierania porcji pokarmu o wysokiej jakosci, podczas gdy duze
gatunki moga przezy¢ pobierajac wigksze ilosci pokarmu o niskiej jakosci. Hipoteza ta jednak
wcigz wymaga empirycznej weryfikacji, szczegélnie w strefie umiarkowanej, gdzie
zgrupowania kopytnych sg zdominowane przez pedozercéw zasiedlajacych ekosystemy lesne
lub w duzym stopniu zalesione. Poza poznawczym, zagadnienie to ma takze praktyczny
aspekt, duze kopytne sa najczesciej gatunkami townymi, w duzym stopniu modyfikujacymi
zaréwno ekosystemy lesne, jak rowniez pola uprawne. Dlatego poznanie stopnia
wykorzystania zasobow przez trzy rodzime gatunki jeleniowatych: jelenia, sarng i tosia
pozwoli nie tyko na poznanie konkurencji miedzygatunkowej, lecz takze wskaze, ktore
zasoby w jakim stopniu wykorzystywane sa przez poszczegdlne gatunki i jaka role odgrywaja
w gospodarce lesnej. Pomimo, iz w literaturze istnieje wiele prac analizujagcych pokarm
zjadany przez jeleniowate, to jednak niewiele z nich poréwnuje diete kilku gatunkow na tym
samym terenie. Ponadto, w prowadzonych dotad badaniach nad dietg kopytnych stosowano
bardzo zmudne i mato doktadne metody, jak cho¢by obserwacje bezposrednie, tropienia na
éniegu i obserwacje zgryzanych drzew, testy wybory prowadzone w zagrodach lub
najczeéciej stosowana analize tresci zwaczy. W Polsce, badania nad pobieraniem pokarmu
przez jeleniowate nie sg zagadnieniem nowym, gdyz prowadzone byty dos¢ intensywnie w
latach 60-tych, 70-tych i 80-tych ubiegtego wieku Mozna by si¢ zapyta¢ zatem, w jakim celu
po raz kolejny po 70 latach prowadzi sie kolejne badania nad dieta kopytnych, przeciez od
dawna wszystko juz wiadomo? Otéz nic bardziej mylnego, przede wszystkim w/w metody sa
do$¢ nieprecyzyjne, badania nad kazdym z gatunkéw prowadzono w odrebnych, réznych
érodowiskach przy znacznie nizszych zageszczeniach jeleniowatych (czesto 10 krotnie),
nizszej zyznosci siedlisk i nizszej dostepnej bazie pokarmowej. Ale najwigkszym walorem tej
pracy jest zastosowanie nowoczesnej i bezinwazyjnej metody wykorzystania DNA zawartego
w kale do oszacowania diety trzech w/w gatunkéw jeleniowatych. Dlatego przedfozona do
recenzji rozprawa doktorska jest pod tym wzgledem unikatowa.

Cele badan postawione przez doktorantke byty nastepujace:

1) Charakterystyka zimowej diety tosia, sarny i jelenia bytujacych w dolnym basenie
doliny Biebrzy.

2) Poréwnanie zimowej diety tosi bytujacych w trzech réznych ostojach tego gatunku w
Polsce: w Biebrzaiskim Parku Narodowym, Kampinoskim Parku Narodowym i
Poleskim Parku Narodowym.

3) Poréwnanie zmienno$ci zimowej diety tosi nad Biebrza pomigdzy trzema
analizowanymi zimami w latach 2011 - 2014.

Do najwazniejszych zalet zastosowanego w rozprawie podejscia badawczego naleza:



1) Wykorzystanie najnowszej metody metabarcodingu DNA do analizy diety trzech
sympatrycznych gatunkéw jeleniowatych: jelenia, sarny i tosia, dzieki czemu udato sie
zebra¢ unikalne informacje odnosnie preferencji pokarmowych w/w gatunkoéw.

2) Oszacowanie dostepnej bazy zerowej, dzieki czemu mozliwe bylo wykazanie
preferencji pokarmowych i interakcji miedzygatunkowych.

3) Poréwnanie metody jakosciowej, ktora opierata sie na reakcji PCR z dwoma
uniwersalnymi starterami g i h z metodg DNA metabarcodingu, co wykazato istotng
korelacje tych dwdch metod wskazujacg na ich wiarygodnos¢ i wzajemne
uzupetnianie sie.

4) Analiza preferencji pokarmowych fosi w okresie zimowym w trzech gtéwnych
ostojach tego gatunku w Polsce, w Biebrzaniskim Parku Narodowym, Kampinoskim
Parku Narodowym i Poleskim Parku Narodowym. Badania te pozwolity na
przetestowanie hipotezy odnosnie plastycznosci pokarmowej tego gatunku.

Autorka wykazata, ze badane jeleniowate odzywiaty sie tymi samymi gatunkami roslin i miaty
przynajmniej 9 wspdlnych waznych zasobdw, a sosna zwyczajna byta podstawowym Zrédtem
pozywienia tych zwierzat.

Reasumujgc, rozprawa Pani Marty Czernik za pomocy ciekawie zaplanowanych badan,
zastosowania nowoczesnych technik molekularnych, szerokiego zakresu prac oraz zebrania
olbrzymiego empirycznego materiatu, w unikatowy sposéb analizuje zaleznosci troficzne
wystepujace pomiedzy trzema rodzimymi gatunkami jeleniowatych: jeleniem, sarng i tosiem.

Uwagi krytyczne pytania i watpliwosci

Moim zdaniem w streszczeniu znalazly sie niepotrzebnie informacje z metodyki badan oraz
charakterystyki gatunkdw. W zwigzku z czym nie czyta sie go tatwo tzn. jednym tchem.
Ponadto autorka zawarta stwierdzenia nie wynikajace z jej badan (mam wrazenie, ze nie
wynikajgce z zadnych badan) odnosnie zimowych trzebiezy w drzewostanach.

Po przeczytaniu wstepu odniostem wrazenie, ze jest on napisany nieco chaotycznie, by¢
moze ze wzgledu na zawarcie w nim informacji o badanych gatunkach, ktére powinny
znalez¢ sie w metodyce, w opisie obiektéw badan. Brakuje w nim takie krétkiego
podsumowania jak zastosowana do analizy diety jeleniowatych metoda moze wptyngé na
otrzymane wyniki.

Zebrany materiat do badan jest stosunkowo niewielki, stanowi bowiem tgcznie 193 préby
zebrane od wszystkich trzech gatunkéw w latach 2011-2014. Co daje po kilka (min. 7) lub
kilkanascie (max. 23) préb na gatunek na konkretny okres zimowy.

Wydaje sie nielogiczny brak analiz DNA przyporzadkowujacych pobrane préby do
konkretnych osobnikéw. Jest to o tyle wazne, ze nie mamy pewnosci, czy zebrane préby nie



pochodzity od tych samych osobnikéw co mogtoby mie¢ istotny wptyw na otrzymane wyniki
(pseudoreplikacja).

W metodach badani brakuje doktadnego opisu zbioru préb, jest to jedna z wazniejszych
informacji, gdyz zastosowana metodyka zbioru préb ptywa na uzyskane wyniki i wyciggnigte
na ich podstawie wnioski. Nie wiemy wiec, czy zbiér pelletéw odbywat sie¢ w punktach
losowych, w siatce kwadratéw, na transekcie, czy tez byt arbitralne wybrany przez
doktorantke. Brak jest informacji na jakim terenie/powierzchni zbierane byty pellety, jakie to
byto $rodowisko (Srodowiska) i czy znajdowaty sie tam pellety trzech analizowanych
gatunkdw. Warto by byto takze oszacowac liczbe pelletéw sarn, jeleni i tosi na powierzchnig i
opisa¢ strukture $rodowiska, co z kolei pomogloby w interpretacji interakc;ji
miedzygatunkowych i zachodzenia na siebie nisz srodowiskowych badanych zwierzat.

Opis roslinnosci zdrewniatej wykonany byt latem 2014 (niestety nie wiadomo w jakim
miesigcu), podczas gdy analizowane proby pelletéw pochodzity z zim 2011/2012, 2012/2013
i 2013/2104, a trzeba pamietaé, ze niektore gatunki drzew, jak np. brzoza, topola lub wierzba
moga w trakcie jednego sezonu wegetacyjnego przyrosng¢ ponad 1m, co wptyngé moze na
szacowang dostepnos$¢ zasobdw pokarmowych. Wydaje sig, iz na podstawie procentu
pokrycia terenu roslinnoséciag w okresie letnim nie mozna precyzyjnie oszacowac dostepnosci
bazy zerowej w okresie zimowym. Przede wszystkim niezbedne s3 takie pomiary drzew jak:
wysokos¢ i piersnica przeprowadzone na pewnej powierzchni. Da to mozliwos¢ przeliczenia
liczby drzew i ich piersnicy na powierzchnie. Chciatbym takze zauwazy¢, iz jelenie, sarny i
tosie zerujg na drzewkach od 20 cm wysokosci (Nichols i inni 2014), a doktorantka
uwzglednita w analizach roslinno$¢ drzewiasta od 50 cm wzwyz. Ponadto autorka nie ujefa
bardzo waznego zasobu jakim jest kora drzew zjadana chetnie przez jelenie i fosie.

Nie wiem niestety, dlaczego przy metodzie DNA metabarkodingu doktorantka pisze, ze jest
to metoda ilosciowa. Na jej podstawie nie jesteSmy w stanie stwierdzi¢ jaka ilo$¢ biomasy
konkretnego gatunku (lub gatunkéw) drzewa zostata zjedzona przez dany gatunek zwierzyny.
Tym bardziej, ze rézne gatunki majg zupetnie inna strawnosc¢. Na przyktad niskg strawnosciag
charakteryzuje sie jatowiec, sosna, swierk, w przeciwieristwie do gatunkéw lisciastych.

W analizach statystycznych nie zostato wyjasnione, czy uzyskane dane miaty rozktady
pozwalajace na zastosowanie metod parametrycznych. A jezeli nie, to czy zostata wykonana
transformata?

Nie rozumiem przedstawionej na str. 46 wynikow interakcji pomiedzy liczba tropéw trzech
badanych gatunkdéw jeleniowatych. Co one maja pokazac?

Str. 47
Jezeli brak jest istotnosci nie mozna napisac, ze co$ miato wyzszg badz nizszg szerokos¢ niszy.

Dyskusja

Nie ma niestety w literaturze jak dotad zadnych danych potwierdzajacych, ze metoda
metabarcodingu DNA odzwierciedla rzeczywista proporcje pobieranego pokarmu w diecie
poszczegblnych gatunkéw. Wskazuja one jedynie, ze istnieje taka mozliwos¢ o nieznanym
btedzie, ale konieczne jest skalibrowanie tej metody na prdbie kontrolnej (Thomas i inni.



2016). Cytowana przez doktorantke praca norweskich badaczy analizujacych diete dwoch
gatunkéw gryzoni analizowang metodg DNA barcodingu i analizy mikrohostologicznej
wskazuje, ze wszelkie jakosciowe poréwnania pomiedzy tymi metodami powinny cechowac
sie duzg ostroznoscia. Jako$ciowa interpretacja wynikdw uzyskanych metoda DNA barcoding
nie jest niestety prosta, migdzy innymi ze wzgledu na fakt, iz bazuje na chloroplastowym
DNA. W zwiazku z tym, gatunki, ktérych tkanki bogate w chloroplast s3 czgsciej zjadane beda
nadinterpretowane. Inna praca (Nichols i inni 2014) poréwnujaca wyniki analizy diety sarn i
danieli przeprowadzonej metod DNA barcodingu i analizy zwaczy wskazuje, ze mimo iz
metoda DNA charakteryzuje sie wyzszg detekcja, pomijane s3 w niej niektore grupy
organizméw nie posiadajacych chloroplastowego DNA — jak grzyby oraz posiadajace jak
porosty i mszaki.

Mam takze pytanie, ktére postawita sobie w maszynopisie sama doktorantka: Dlaczego
analize ilosciowa przeprowadzono dysponujac niskg liczbg odczytéw (od kilkudziesigciu do
kilkuset), podczas gdy standardem jest liczba odczytéw réwna lub wigksza niz 10007

Wyiszy udziat gatunkéw iglastych w sktadzie pokarmu saren w poréwnaniu do jeleni moze
wynika¢ takze z faktu odmiennej strawialnosci tego pokarmu przez dwa w/w gatunki oraz
poprzez zjadanie przez sarny innych, bogatych w chloroplastowe DNA tkanek tych samych
rodlin — np. jelenie zjadaty kore, a sarny pedy i igty.

Na stronie 58 — autorka pisze:” Przy matej dostepnosci sosny (ponizej 3,8 %) preferencja tosi i
saren wzgledem sosny musi by¢ bardzo duza skoro stanowita ona $rednio az 40% ich
zotadkéw” — jest to chyba przejezyczenie, przeciez autorka nie badata zwaczy tylko odchody .

Nie wiem niestety na jakiej podstawie doktorantka zaktada, ze w Dolinie Biebrzy prowadzona
jest w duzej skali gospodarka lesna polegajaca na wyktadaniu drzew wycigtych w trakcie
zabiegéw pielegnacyjnych zwanych trzebiezami. O ile mi wiadomo, nic takiego w
Nadleénictwach Rajgrdd ani tez Knyszyn nie ma miejsca, nie widziatem takze tego typu
dziatai na terenie BPN. Moze warto sie raczej zastanowi¢ nad innym wyttumaczeniem
otrzymanych wynikéw, niedoskonatos¢ zastosowanej metody, btad szacowania dostgpnosci
pokarmu etc.

Str. 59 — Naturalnie odnowienie sosny (nie odtworzenie) jest w dolinie Biebrzy mozliwe i
wystepuje, natomiast w zwigzku z faktem, iz sosna jest gatunkiem $wiattozagdnym nalot
sosnowy obumiera w zwigzku z brakiem swiatta i konkurencji innych gatunkéw drzew i
krzewoéw.

Autorka pisze w dyskusji, ze mfodniki i uprawy sosnowe w dolinie Biebrzy sg grodzone. Do
roku 2017 zdecydowana wiekszos¢ upraw i mtodnikéw w Nadlesnictwie Rajgrod byta
niegrodzona. Dopiero w tym roku to si¢ zmienito i rzeczywiscie wigkszo$¢ upraw zostata
ogrodzona siatka.

W dyskusji napisane jest, ze jatowiec i Swierk moga by¢ pokarmem alternatywnym dla sosny,
chociaz nie jest wykluczone, iz wysoki udziat tych dwdch gatunkéw w odczytach wynikac
moze z ich niskiej strawialnosci lub pobieraniu przez jeleniowate tkanek bogatych w
chloroplasty (co wydaje sie oczywiste w przypadku jatowca).



Whiosek konncowy

Chciatbym podkresli¢, iz wyzej wymienione niedociggniecia i watpliwosci nie umniejszajg
wartosci naukowej rozprawy i s3 w duzej czesci dyskusjg otrzymanych wynikow.
Podsumowujac stwierdzam, iz przedtozona przez mgr Marte Helene Czernik rozprawa
doktorska zatytutowana ,Analiza molekularna zimowej diety tosia, jelenia szlachetnego i
sarny europejskiej w Polsce” jest oryginalnym i wnikliwym studium analizujgcym najnowszg
zaawansowang metody zaleznosci troficzne zachodzace pomiedzy trzema rodzimymi
gatunkami jeleniowatych: jeleniem, sarng i tosiem. Dodatkowo autorka przeanalizowata
takze preferencje pokarmowe tosi w trzech gtéwnych ostojach w Polsce. By¢é moze z tekstu
rozprawy nie wynika to wprost, ale doktoranta wiozyta ogrom pracy w zebranie i
przeanalizowanie danych. Oczywiscie byta to w czesci praca zbiorowa, ale trudno sobie
wyobrazi¢ samodzielng prace o tak szerokim zakresie. Poza tym wspétpraca ta byta
dodatkowa dobrg szkotg pracy zespotowe;j.

Rozprawa w petni spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim przez obowigzujgce w Polsce
prawo dotyczace stopni (Ustawa z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz Ustawa z dn. 18 marca 2011 r. o
zmianie ustawy — Prawo o szkolnictwie wyzszym, ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki). Wnioskuje do Rady Wydziatu
Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Biatymstoku o dopuszczenie Pani mgr Marty
Heleny Czernik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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