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1. Kwestie formalne

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zostala napisana w j. angielskim.
Dysertacje rozpoczyna streszczenie (oraz jego polskie thumaczenie), nastepnie wstep, gdzie
zamieszczono uzasadnienie dla podjetych badan oraz cele i hipotezy badawcze (Rozdz. 1;
_Introduction”). Kolejne cztery rozdzialy rozprawy (I-IV) stanowig przedruki artykulow
opublikowanych w czasopismach naukowych. Kazdy z nich jest przez to niezalezng publikacja
ze struktura typowa dla oryginalnej pracy badawczej. W rozdziale ,,Conclusions™ zostaly
przedstawione konkluzje plyngce z uzyskanych wynikéw — w tym miejscu przedstawiono
koncowe tezy pracy. Ponadto, integralna czgscia pracy jest spis literatury oraz rozdzial
zawierajacy o$wiadczenia dotyczace roli wspotautorow w badaniach opisanych w rozdziatach
I-1V. Calos$¢ zajmuje 73 strony.

7 o$wiadczen dotyczacych udziatu doktorantki wynika, Zze pani magister Bona
uczestniczyta we wszystkich etapach badan, w tym w opracowaniu ich koncepcji, zbiorze i
analizie materialu, opracowaniu wynikéw i przygotowaniu manuskryptéw publikacji. Z
o$wiadczen wspolautorow poszczegdlnych prac wynika, ze ich rola miala charakter
pomocniczy, co wigze si¢ ze specyfika podjetych badan i jest czgste dla wspolczesnych
dysertacji. Pomimo braku deklaracji procentowego udzialu wspélautorow w badaniach, rolg
doktorantki w przedstawionych pracach mozna oceni¢ jako wiodaca.

Wymogi formalne dotyczace rozpraw doktorskich zawarte w Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2016 poz. 882,
ze zmianami, Art. 13) zakladaja, ze rozprawa moze mie¢ forme spojnego tematycznie zbioru
artykulow opublikowanych lub przyjetych do druku w czasopismach naukowych.
W przypadku ocenianej rozprawy wspomniane kryterium jest w peini spetnione. Wobec
powyzszego, stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia w moim przekonaniu wymogi
formalne zawarte w ww. Ustawie.

2. Ocena merytoryczna



Zmienno$¢ genetyczna jest podstawowa réznorodnosci biologicznej, przez co zajmuje
ona centralng pozycje, jako jeden z glownych przedmiotéw badan biologicznych. Dzigki
licznym badaniom teoretycznym i empirycznym zidentyfikowano szereg czynnikéw
warunkujgcych poziom zmienno$ci i zréznicowania genetycznego naturalnych populacji.
Wsrdd nich wazng role odgrywaja tzw. czynniki neutralne, takie jak hybrydyzacja i introgresja
oraz system kojarzenia i sposob rozmnazania. W populacjach naturalnych czynniki te w sposob
bezposredni ksztaltuja zmienno$¢ genetyczna. Jednakze, czestos¢ hybrydyzacji czy typ
rozmnazania wynikaja z reguly z dzialania dodatkowych czynnikéw o charakterze
srodowiskowym. Poznanie roli, jaka odgrywa s$rodowisko w ksztaltowaniu zmiennosci
genetycznej pozwala nie tylko w pelni zrozumie¢ biezace wzorce ekologiczno-populacyijne, ale
rowniez przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia dlugofalowych proceséw o charakterze
ewolucyjnym, takich jak adaptacja czy specjacja. Wiedza ta ma réwniez niebagatelne znaczenie
w dzialaniach na rzecz ochrony zagrozonych gatunkéw czy catych zbiorowisk.

Recenzowana rozprawa doktorska dotyczy problemu zmiennosci genetycznej oraz
czynnikéw jg warunkujacych w populacjach marginalnych brzozy niskiej (Betula humilis
Schrk.). Celem badan byla weryfikacja 4 gtownych hipotez badawczych. Po pierwsze zatozono,
ze populacje peryferyjne oraz sub-centralne brzozy niskiej nie rdznig sie pod wzgledem
skutecznosci rozmnazania plciowego. Drugim celem bylo okredlenie, czy wydajno$é
reprodukcyjna brzozy niskiej jest uzalezniona od czynnikéw Srodowiskowych. Po trzecie
zalozono, ze migdzygatunkowy przeptyw gendéw powoduje wzrost zmiennoéci genetycznej
peryferyjnych populacji brzozy niskiej. Po czwarte zbadano, czy skupiskowy wzrost klonalny
obniza czesto$¢ kojarzen migdzy genetycznie zroznicowanymi osobnikami. W tym miejscu
warto zaznaczy¢, ze przedstawione hipotezy (cele badawcze) dotyczg problemoéw, ktére byty
juz niejednokrotnie przedmiotem badan u réznych gatunkéw roélin i zwierzat. Niemniej,
specyfika gatunku jakim jest brzoza niska stwarza idealne warunki do podjecia badan nad
typem rozmnazania i hybrydyzacja jednoczesnie oraz ich rola w reprodukcji marginalnych
populacji zagrozonego wymarciem gatunku. Dzigki temu dysertacja bez watpienia spelnia
kryterium dla rozpraw doktorskich, jakim jest podjecie rozwigzania oryginalnego problemu
badawczego.

Kompozycja rozprawy jest logiczna. W pierwszej publikacji, na przyktadzie populacji
zlokalizowanej na terenie zanikajgcego bagna wykazano, ze marginalne populacje brzozy
niskiej moga charakteryzowac sig¢ blisko 100% udzialem pomnazania wegetatywnego. Dzigki
zastosowaniu marker6w mikrosatelitarnych wykazano, ze w populacji obecne sg jedynie trzy
genotypy, odpowiadajace trzem genetom. Wynik ten prowadzi do wniosku, ze marginalne
populacje brzozy niskiej moga charakteryzowa¢ bardzo malg r6znorodnoscig genetyczna.
Dalsze badania poréwnawcze (publikacja 2) dotyczace zmiennosci genetycznej oraz systemow
reprodukcji ujawnity, ze cho¢ populacje marginalne i sub-centralne nie réznig sie pod
wzgledem roznorodnosdci genetycznej, sita kietkowania nasion jest wigksza w populacjach
blizej centrum zasiggu gatunku. Tym samym wydajno$¢ rozmnazania plciowego moze by¢
mniejsza w populacjach marginalnych. Jako jedng z mozliwych przyczyn zaobserwowanej
rozbieznosci miedzy wysoka zmienno$cia genetyczng a relatywnie niskg zdolnoscig
rozmnazania plciowego wskazano hybrydyzacje z pospolitymi gatunkami brzozy. Hipoteza ta
byla weryfikowana w badaniach opisanych w trzeciej publikacji. Co ciekawe, wbrew
oczekiwaniom, badania pokazatly, ze marginalne populacje brzozy niskiej nie wykazujg §ladéw
intensywnej hybrydyzacji. Odnaleziono jedynie 3 potencjalne mieszance, co stanowilo
niespelna 2% wszystkich przebadanych osobnikéw sklasyfikowanych jako B. humilis.



Mieszafice byly obecne jedynie w lokalizacjach charakteryzujacych sig niskim stanem wod
gruntowych, co, zdaniem autorow, wskazuje na mozliwy wplyw siedliska na czgstos¢
hybrydyzacji i introgresji. Wobec braku dowodow na wplyw kojarzenia migdzygatunkowego
na poziom zmiennosci genetycznej, w ostatniej publikacji podjgto badania nad ewentualnym
zwiazkiem miedzy poziomem i strukturg przestrzenng klonalnosci oraz = strukturg
pokrewienstwa a zdolnoscia do reprodukeji pteiowej w populacjach brzozy niskiej. Wykazano
miedzy innymi, Ze brzoza niska wykazuje intensywne pomnazanie klonalne, w przewadze typu
kepowego. Ponadto, blisko sasiadujace genety moga wykazywac¢ wysokie pokrewienstwo, co
sugeruje, ze w (przynajmniej niektorych) populacjach dyspersja nasion i pytku jest ograniczona
do niewielkich odleglosci. Nie stwierdzono natomiast zwigzku mig¢dzy poziomem klonalnosci
a sila kietkowania nasion. Wobec czego pomnazanie wegetatywne nie okazalo si¢ by¢
czynnikiem limitujacym dla rozmnazania plciowego, a tym samym dla poziomu zmiennosci
genetycznej.

W badaniach wykorzystano standardowe narzedzia genetyki ekologii molekularnej,
wlaczajac markery mikrosatelitarne oraz AFLP. Niemniej, warte podkreslenia jest
wykorzystanie tych metod z dbaloscig o rzetelno$¢, migdzy innymi poprzez oceng btedow
genotypowania w oparciu re-genotypowanie. Zadbano rowniez o dobér odpowiednich metod
statystycznych, w tym o stosowanie korekt poziomu istotnosci na testy wielokrotne. Rowniez
wielko$ci prob oraz schematy ich poboru byly odpowiednio dostosowane do celéw badan. Tym
samym, dysertacja pokazuje, ze doktorantka swietnie opanowala warsztat badawczy.

Lektura czterech publikacji nie pozostawia rowniez watpliwosci co do znajomoscei
literatury w zakresie podjetych przez doktorantke badan. Na uwage zastuguja dtugie i wnikliwe
rozdziaty dyskusji, a takze krytycznie odnoszenie si¢ do uzyskanych wynikow.

3. Uwagi
Recenzja dysertacji przygotowanej w formie cyklu powigzanych tematycznie
opublikowanych artykuléw naukowych jest niezwykle przyjemna, poniewaz zasadnicze
rozdzialy pracy (artykuty) przeszly juz przez ,sito” recenzji w procesie redakcyjnym. W
rezultacie dysertacja jest dopracowana zaréwno pod wzgledem formalnym, metodologicznym
jak i pod wzgledem merytorycznym. Niemniej, lektura poszczegdlnych rozdziatow wylonita
kilka drobnych kwestii, ktére w mojej ocenie wymagaja wyjasnienia lub komentarza autorki.

Publikacja 1: Chrzanowska A. i Jadwiszczak K.A. (2015)

1) W przedostatnim akapicie pracy zamieszczono uwagg, ze transplantacja osobnikow
brzozy niskiej z sasiadujacych populacji nie jest rekomendowana, poniewaz istniejg
niewielkie szanse na ich zaaklimatyzowanie.

Niemniej, czy z genetycznego punktu widzenia 3 genety (genotypy) to liczba
wystarczajaca, aby badana populacja zachowata zdolno$¢ przetrwania w dlugie]
perspektywie czasu?

Publikacja 2: Chrzanowska A., Jadwiszczak K.A, Kloswski S., Banaszek A., Sozinov

0.V.(2016)

1) Ciekawi mnie powdd, dla ktorego w pracy nie wykorzystano metody oceny
wsobnosci dla markeréw dominujacych opracowanej w pracy Chybicki i in. 2011,
mimo Ze praca ta jest cytowana w tek$cie? We wspomnianej pracy wykazano, ze
metoda Dasmahapatry i in. (tj. metoda wykorzystana w badaniach nad wsobnoscia
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2)

3)

brzozy niskiej) cechuje si¢ gorszymi wlasno$ciami statystycznymi, tj. zaniza oceny
poziomu wsobnosci i charakteryzuje si¢ wyzszg wariancja.

Na stronie 170 (wg numeracji z czasopisma) stwierdzono, ze wsobno$¢ nie jest
odpowiedzialna za produkcje pustych nasion u brzozy niskiej, poniewaz poziom
wsobnosci w badanych populacjach byl bardzo niski.

Niemniej, jezeli puste nasiona sg efektem depresji wsobnej, wowezas w populacji
zachodzi silny dobor kierunkowy eliminujacy homozygoty, ktéry prowadzi do
redukcji poziomu wsobnosci. Efekt ten jest szczegélnie dobrze znany u drzew
nagonasiennych, gdzie czesto$¢ samozapylenia jest bardzo wysoka, natomiast
efektywne samozaplodnienie oceniane w analizach systemu kojarzenia (w oparciu
0 genotypy potomstwa) jest bardzo niskie. Z tego powodu mam watpliwosci, czy
konkluzja zamieszczona w pracy jest uzasadniona.

Na stronie 171 zamieszczono uwagg, ze analizy regresji wskazuja, ze dostepnoéé
fosforu nie wydaje si¢ by¢ czynnikiem odpowiedzialnym za intensywno$é
kwitnienia u brzozy niskiej.

Niemniej, analizy regresji byly prowadzone w oparciu o proste zmienne
$rodowiskowe, podczas gdy hipoteza w pracy Fuijita i in. 2014 (cytowana w
dyskusji) opiera si¢ na stosunku N:P. Trudno jest zatem odnie$¢ wyniki uzyskane w
pracy bezposrednio do hipotezy ,.azotowo-fosforowej”, co sprawia, ze kwestia
limitacji fosforem/azotem wydaje sie by¢ otwarta.

Publikacja 3: Bona A., Petrova G., Jadwiszczak K.A. (2018)
1) Na stronie 298 podano, ze identyfikacja potencjalnych mieszancow byla

2)

3)

4)

prowadzona przy zalozeniu, ze liczba klastrow genetycznych wynosi 2 (K=2).
Zalozenie jest dos¢ zaskakujace, zwazywszy, ze w badaniach uwzgledniano trzy
dobrze zdefiniowane gatunki brzozy (jak wynika z wczeséniejszych prac nad tg
grupg). Domyslam si¢, ze K=2 jest efektem spostrzezenia, ze drzewiaste gatunki
brzozy wykazujg zdecydowanie nizszy poziom zréznicowania genetycznego niz
ktorykolwiek z nich zestawiony z brzoza niska. Niemniej, wyjasnienie tego rodzaju
powinno znalez¢ si¢ w rozdziale M&M.

Przyjeto arbitralnie, ze wspolczynnik Q (okreslajacy prawdopodobienstwo
przynaleznosci allelu do danego klastra genetycznego) w zakresie 0,1-0,9 oznacza
pochodzenie mieszancowe danego osobnika. Metoda STRUCTURE pozwala na
okreslenie przedzialow ufnosci wokdt oszacowanych wartosci Q, ktore umozliwiaja
testowanie hipotezy, czy genotyp danego osobnika ma warto$¢ Q istotnie
nizszg/wyzsza niz wartos¢ progowa. Wykorzystanie tej opcji umozliwiloby
okreslenie, ktore z osobnikow sklasyfikowanych jako ,,mixed” majg statystycznie
istotny charakter mieszancowy.

Analiza gléownych wspoélrzednych (PCoA) wykazata, ze trzy gatunki brzozy dos¢
dobrze sie wyrdzniaja na podstawie 1 i 3 osi. Co badz zaskakujace jest, ze druga
wspolrzedna wyjasniajaca 5,5% zmiennoséci genetycznej nie wigzala si¢ ze
zroznicowaniem migdzy-gatunkowym. Jaki inny czynnik moze by¢ powigzany z
drugg osig?

Whbrew temu, co pokazuje STRUCTURE, analiza PCoA pokazuje wyrazna
dyskryminacje wszystkich trzech gatunkdéw brzozy. PCoA nie wymaga spelnienia
licznych zatozen modelu populacji, na ktérym bazuje STRUCTURE (i metody



pokrewne), co sﬁgeruje, ze wyniki uzyskane przy jej uzyciu moga by¢ bardziej
wiarygodne. Czy zalozenia (tj. brak sprzezen, brak doboru, losowe kojarzenie) byty
testowane?

Publikacja 4: Bona A., Kulesza U., Jadwiszczak K.A. (2019)

1) W pierwszym akapicie wstgpu pada stwierdzenie, Zze wsobne potomstwo
charakteryzuje si¢ obnizonym fitnesem ze wzgledu na akumulacj¢ szkodliwych
alleli. Czy rzeczywiscie depresja wsobna jest efektem akumulacji szkodliwych
alleli, czy moze raczej podwyzszonego ryzyka ich ujawnienia w wyniku
zwigkszonej homozygotycznosci?

4. Podsumowanie

Na oceniang rozprawe doktorska skiada sie zbior 4 powigzanych tematycznie publikacji
naukowych. Trzy sposrdd nich znajduja sie w wykazie Journal Citation Reports, a ich
sumaryczny S-letni wskaznik Impact Factor wynosi 5,409. We wszystkich publikacjach
doktorantka pelnita rol¢ wiodaca. Zbior publikacji jest najlepszym dowodem wysokiej jakosci
rozprawy doktorskiej, a takze $wiadczy o duzym zaangazowaniu i konsekwentnej pracy
naukowej doktorantki. W efekcie tej pracy otrzymano wiele cennych, nowych dla nauki
wynikow, spoéréd ktérych do najwazniejszych zaliczam:

1. Wykazanie, ze neutralna zmienno$¢ genetyczna brzozy niskiej jest podobnie wysoka w
populacjach marginalnych i sub-centralnych, natomiast

2. wydajno$¢ rozmnazania plciowego jest nizsza w populacjach marginalnych niz sub-
centralnych.

3. Wykazanie, ze spontaniczna hybrydyzacja z pospolitymi gatunkami brzozy jest
zjawiskiem rzadkim w marginalnych populacjach brzozy niskiej, przez co nie wplywa
ona na poziom zmiennosci genetycznej tego gatunku.

4. Wykazanie, ze nie ma zwigzku miedzy poziomem klonalnosci a wydajnoscig
rozmnazania plciowego u badanego gatunku.

Whiosek koncowy

Zamieszczone uwagi nie podwazajg mojej ogoélnej wysokiej oceny rozprawy
doktorskiej. Dysertacja ma istotny i oryginalny wklad w poznanie zmienno$ci genetycznej
brzozy niskiej oraz wyznacza kierunki dalszych badan, m.in. nad systemem kojarzenia
badanego gatunku oraz zagadnieniem hybrydyzacji w rodzaju Befula. W mojej opinii
recenzowana rozprawa doktorska spelnia w pelni wymogi stawiane w Ustawie o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595, Art. 13). Wobec powyzszego
wnosz¢ o dopuszczenie pani mgr Agnieszki Ewy Bony do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Bydgoszcz 14.07.2019 dr hab. Igor J. Chybicki
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