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pt. “Zmiennos¢ genetyczna stref hybrydowych i populacji allopatrycznych spokrewnionych
gatunkoéw sosen (rodzaj Pinus)”

Recenzje niniejszej pracy wykonano na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza z dnia 7 lipca 2025 roku, zgodnie z wymogami
okreslonymi w art. 190 ust. 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2024 poz. 1571).

1. Formalny opis rozprawy

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska, wykonana pod kierunkiem naukowym prof. dr. hab.
Witolda Wachowiaka (promotora) oraz dr. Bartosza tabiszaka (promotora pomocniczego) na
Wydziale Biologii w Zaktadzie Ekologii Ro$lin i Ochrony Srodowiska, podejmuje niezwykle aktualny i
istotny w biologii ewolucyjnej problem hybrydyzaciji, specjacji i adaptacji w strefach kontaktu blisko
spokrewnionych gatunkéw w tym przypadku sosen. Rozprawa jest kompleksowym, wieloaspektowym
studium, ktére taczy nowoczesne metody genetyki populacyjnej i genomiki z dogtebng analizg
ekologiczng.

Rozprawa doktorska mgr. Sebastiana Szczeparnskiego zostata przygotowana w formie
spojnego tematycznie cyklu czterech publikacji naukowych. Dwie z nich ukazaty sie drukiem w latach
2023-2024 na tamach czasopism o zasiegu miedzynarodowym: Dendrobiology oraz BMC Plant
Biology. Dwa kolejne manuskrypty zostaty ztozone do oceny wydawniczej w redakcjach Molecular
Ecology oraz BMC Plant Biology. Dorobek publikacyjny Doktoranta, wchodzgcy w skfad rozprawy,
charakteryzuje sie tgczng punktacja MEiIN wynoszaca 240 punktéw oraz sumarycznym wskaznikiem
Impact Factor (IF) na poziomie ok. 6,2. -

Nalezy podkresli¢ znaczacy wkitad Doktoranta w powstanie wszystkich prac, ktére maja
charakter wspofautorski. W obu opublikowanych artykutach oraz w jednym z procedowanych
manuskryptéw mgr Sebastian Szczepanski petni kluczowg role pierwszego korespondencyjnego
autora. W drugiej z prac ztozonych do druku (Molecular Ecology) jest drugim autorem. Przedtozone
osSwiadczenia wspotautoréw potwierdzaja, ze wkiad Doktoranta obejmowat wszystkie etapy procesu
badawczego: od planowania i gromadzenia materiatu, poprzez realizacje eksperymentéw i analiz
statystycznych, po interpretacje wynikéw i finalne przygotowanie publikacii.

Dane nauko-metryczne z bazy Web of Science Core Collection (indeks Hirscha = 2, liczba
cytowan = 14 przy pieciu zarejestrowanych publikacjach) nie sg wprawdzie bezposrednim
przedmiotem niniejszej oceny, jednak w mojej opinii stanowig one obiecujgcg prognoze dla dalszej
kariery naukowej Doktoranta.
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Strukture rozprawy dopetnia liczace 22 strony streszczenie, zawierajgce: streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, wyczerpujagce wprowadzenie teoretyczne, w ktérym precyzyjnie
sformutowano cele i hipotezy badawcze. Cato$¢ zamyka obszerny spis cytowane;j literatury.

Po przeanalizowaniu zataczonej dokumentacji uwazam, ze rozprawa doktorska Pana
mgr. Sebastian Szczeparnskiego spetnia wymogi formalne.

2. Ocena merytoryczna rozprawy

Przedfozona do oceny rozprawa doktorska, zrealizowana w formie cyklu powigzanych
tematycznie artykutow, stanowi spéjne i kompletne studium naukowe. Praca w logiczny sposéb
prowadzi od opracowania nowej metodyki, przez analize zmiennosci genetycznej na poziomie
markeréw neutralnych, az po zaawansowane badania genomowe poswigcone zjawiskom introgresiji i
selekcji. W toku badari Doktorant udowodnit nie tylko biegte postugiwanie sie¢ zaawansowanymi
technikami laboratoryjnymi, ale takze zdolno$¢ do krytycznej interpretacji danych i umiejscowienia
wynikow w szerokim kontekscie wspoétczesnej teorii ewolucii.

Fundament empiryczny rozprawy stanowi imponujgcy materiat badawczy, obejmujgcy ponad
90 populacji (ok. 2500 osobnikéw). Zastosowanie zintegrowanego podejécia, taczacego analize
markeréw genetycznych — matczynie dziedziczonego mtDNA, ojcowsko dziedziczonego cpDNA,
markerdw mikrosatelitarnych SSR oraz tysiecy markerow SNP — pozwolito na przeprowadzenie
wieloaspektowej i wnikliwej analizy proceséw ewolucyjnych.

Gtéwnym celem podjetych badan byto zidentyfikowanie ewolucyjnych konsekwencji
hybrydyzacji u sosny zwyczajnej i taksonéw wyréznionych w kompleksie Pinus mugo. Cele
szczegotowe dotyczyly: a) oceny zakresu i wzorcéw genetycznych hybrydyzacji miedzy P. sylvestris,
P. mugo i P. uliginosa b) poszukiwania sygnatur migdzygatunkowego przeptywu genéw w loci
neutralnych i potencjalnie adaptacyjnych; 3) weryfikacja ewolucyjnego pochodzenia i statusu
taksonomicznego P. uliginosa; 4) zbadanie wptywu réznych $rodowisk i sktadu gatunkowego na
ewolucyjne skutki hybrydyzacji; 5) identyfikacja regionéw genomowych podlegajgcych selekgji i
zbadanie roli introgresji adaptacyjnej. Cele te Doktorant zrealizowat poprzez weryfikacje szesciu
hipotez badawczych, ktére zostaty precyzyjnie sformutowane i dobrze nawigzujg do postawionych
celéw.

Pierwszy artykut rozprawy doktorskiej mgr. Szczepariskiego opisuje opracowanie i walidacje
multipleksowego testu SNaPshot do genotypowania markeréw mitochondrialnego DNA (mtDNA) u
badanych gatunkéw sosen. Zastosowanie tego wydajnego, doktadnego i tanszego testu, w miejsce
czasochtonnych i drozszych metod (PCR-RFLP) stworzyto fundament pod realizacje kolejnych,
ambitnych etapéw pracy. To nowatorskie podej$cie metodyczne zastuguje na uznanie.

Rozprawa charakteryzuje sie¢ logicznym ciggiem badawczym, w ktérym kazdy kolejny
rozdziat (publikacja) stanowi naturaine rozwinigcie i pogtebienie poprzedniego. W drugiej czesci pracy
(Szczepanski i in. 2024, BMC Plant Biology) przedstawiono wyniki analizy wzorcéw neutralnej
zmiennosci genetycznej w strefach hybrydowych oraz w populacjach referencyjnych. Analizy, oparte
na wczesniej opisanych markerach SNaPshot oraz 14 jadrowych loci SSR, przyniosty kluczowe, a
zarazem zaskakujace, wnioski. Wbrew oczekiwaniom, w strefach hybrydowych nie zaobserwowano
wzrostu zmiennosci genetycznej, a wrecz przeciwnie — jej spadek, co byto szczegéinie widoczne
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w przypadku genomu mitochondrialnego. Co wiecej, w strefach kontaktu nie stwierdzono
zadnych nowych wariantédw genetycznych, a populacje cechowaly sie ujednoliconym skfadem
haplotypoéw, ograniczonym do wariantéw najczesciej spotykanych w polskim zasiegu wystepowania
badanych gatunkéw.

Trzecia publikacja rozszerza zakres badan o analize danych genomicznych (7390 markerow
SNP), co pozwolito na dogtebne zbadanie zmiennosci genetycznej w strefach hybrydowych.
Autorzy wykazali, ze na wszystkich badanych stanowiskach zachodzi intensywna hybrydyzacja, z
dominacjg mieszancow pozniejszych pokolen i wyraznym niedoborem czystych genetycznie
osobnikéow P. mugo. Kluczowym odkryciem jest uderzajaco spoéjny skiad genomowy populacji
hybrydowych, niezalezny od warunkéw srodowiskowych, z asymetryczng introgresja silnie
przechylong w kierunku P. mugo. Sugeruje to istnienie przewidywalnych wzorcéw ewolucyjnych w
strefach kontaktu. Jednocze$nie stwierdzono specyficzne dla poszczegdinych stanowisk réznice w
zréznicowaniu i fenotypie mieszancéw, co podkresla role lokalnej selekcji. Ponadto, praca dostarczyta
solidnych dowodéw genomowych podwazajacych status taksonomiczny P. uliginosa,
wskazujac, ze jest to stabilizujaca sie linia o pochodzeniu mieszancowym. Ma to fundamentalne
znaczenie dla taksonomii rodzaju Pinus oraz strategii ochrony.

W czwartym rozdziale, bedgcym artykutem ,Molecular signatures...” (w recenzji w BMC Plant
Biology), autorzy zgtebiajg molekularne mechanizmy selekgji i introgresji w strefach kontaktu sosen.
Punktem wyjscia byto sklasyfikowanie osobnikéw na podstawie ich genomowego pochodzenia,
okreslonego przy uzyciu 7390 markeréw SNP. Nastepnie, w celu precyzyjnego wykrycia genéw pod
presjg selekcji, zastosowano rygorystyczng procedure, taczac wyniki trzech metod (pcadapt,
OutFLANK, BayeScan) i wybierajac tylko najbardziej wiarygodnych kandydatéw. Analiza ta
doprowadzita do dwoch kluczowych wnioskéw. Po pierwsze, presja selekcyjna jest asymetryczna
— znacznie silniej oddziatuje na mieszance o przewadze gendw sosny zwyczajnej niz na te z
dominacjg genéw kosodrzewiny. Po drugie, co rébwnie wazne, nawet czyste genetycznie sosny
zwyczajne zyjace w strefach kontaktu wykazuja oznaki selekcji, co Swiadczy o ich adaptacji do
nietypowych dla gatunku warunkow.

Rozprawa doktorska mgr Sebastian Szczeparnskiego dostarcza cennych i nowych dla
nauki wynikow ktore wnosza znaczacy wkiad w zrozumienie proceséow ewolucyjnych w
strefach hybrydowych sosny zwyczajnej i taksonéw wyréznionych w kompleksie Pinus mugo.

Za najciekawsze i najbardziej cenne wyniki badan uwazam:

- rewizje statusu taksonomicznego Pinus uliginosa, praca dostarcza solidnych
dowoddw genomowych, podwazajacych status P. uliginosa jako odrebnego gatunku
rodzicielskiego.

- wykazanie, ze hybrydyzacja w réznych, niezaleznych strefach kontaktu prowadzi do
powtarzalnych wynikow genomowych, z konsekwentng asymetryczng introgresja w
kierunku P. mugo.

Podstawg uzyskania powyzszych wynikéw byto wykazanie sie przez Doktoranta biegtoscig w
postugiwaniu sie nowoczesnymi i zaawansowanymi technikami badawczymi. W pracy wykorzystano
szerokie spektrum markeréw genetycznych (mtDNA, jadrowe i chloroplastowe DNA), ktérych dobor
byt starannie przemyslany i dostosowany do postawionych celéw. Godne podkresienia jest
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samodzielne opracowanie nowego multipleksowego testu SNaPshot do genotypowania
markeréw mitochondrialnego DNA (mtDNA) u badanych gatunkéw sosen. Szeroki wachlarz metod
statystycznych dowodzi, ze Doktorant w petni opanowat warsztat niezbedny do prowadzenia badan
W swojej dziedzinie. Réznorodno$¢ nowoczesnych technik i rzetelno$é analiz przetozyty sie na
wysokg jakos¢ wynikéw uzyskanych przez mgr. Szczepanskiego. Wyniki te zostaly starannie
udokumentowane i zilustrowane licznymi, czytelnymi oraz dobrze przemyslanymi tabelami i rycinami,
ktére w wyczerpujacy sposob prezentujg ustalenia pracy. Mocng strona recenzowanej rozprawy
doktorskiej jest dyskusja wynikéw badar zamieszczona w artykutach. Autor, mgr Szczepariski,
wykazat sig¢ rzadkg umiejetnoscia syntezy ogromnej liczby danych i osadzenia ich w szerokim
kontekscie literaturowym. Whnioski sg wnikliwe i $wiadczg o gtebokiej wiedzy oraz krytycznym
podejsciu do istniejacych pogladéw naukowych.

Po analizie tej cze$ci rozprawy stwierdzam, Zze uzyskane przez doktoranta wyniki s3
oryginalne, interesujace i stanowia istotny wktad w rozwéj dyscypliny nauki biologiczne.

3. Pytania i uwagi

Recenzja dysertacji przygotowanej w formie cyklu powigzanych tematycznie opublikowanych
artykutéw naukowych jest zadaniem utatwionym, poniewaz zasadnicze rozdziaty pracy (artykuty
naukowe) byty wczesniej recenzowane w trakcie procesu redakcyjnego przez ekspertow z dziedziny
jakiej dotyczg badania, tak wigc nie ma potrzeby ich szczegétowego analizowania pod katem
poprawnosci wykonanych badar i sposobu ich prezentacji. Niemniej jednak, lektura zaréwno
streszczenia jaki i publikacji sktonita mnie do zadania kilku pytan;

1. Jednym z ciekawszych ustalen pracy jest niemal catkowity zanik czystych genetycznie
osobnikéw P. mugo w strefach kontaktu. Ten nieoczywisty wynik, w potgczeniu z dominacja
genomu P. mugo u mieszancéw, sktania do pogtebionej dyskusji nad dynamika ewolucyjng
tych stref. Nasuwa to fundamentalne pytania: czy mamy do czynienia z wypieraniem taksonu
rodzicielskiego przez lepiej adaptowane potomstwo hybrydowe, czy moze strefy te dziatajg na
zasadzie putapki genetycznej? Cennym uzupetnieniem dyskusji bytoby odniesienie sie przez
Doktoranta do tej kwestii.

2. Moje drugie pytanie odnosi sie do “‘rozréznienia niepetnego sortowania linii (ILS) od
dawnej introgresji. Autorzy w swojej drugiej pracy pisza, ze wspolne haplotypy
mitochondrialne (mtDNA) wystepujg u réznych gatunkéw sosen, a ich rozmieszczenie
geograficzne czesto nie pokrywa sige z granicami gatunkowymi. Taki wzorzec moze by¢
interpretowany na dwa gtéwne sposoby: niepetne sortowanie linii (ILS) i dawng introgresije.
Autorzy w dyskusji faworyzujg ostatecznie hipoteze niepetnego sortowania linii (ILS) z
powodu niedawnej specjaciji. Jest to uzasadniona interpretacja, jednakze w dyskusji mozna by
szerzej rozwazy¢ scenariusze dawnych, wielokrotnych kontaktéw, ktére mogtyby prowadzi¢
do podobnych wzorcéw. Kwestia ta jest jednym z najwigkszych wyzwan w filogeografii i
gtebsza polemika z alternatywnymi hipotezami wzmocnitaby ten fragment pracy. Poprosze o
rozszerzenie dyskusji w tym zakresie.
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4. Chociaz forma rozprawy opartej na zbiorze publikacji nie podlega $cistym wytycznym, co do
zasady nie budzi ona moich zastrzezen. Zauwazam jednak, ze w pracy brakuje klarownie
wyodrebnionej listy wnioskdw koncowych, co utatwitoby syntetyczne podsumowanie
najwazniejszych osiggnie¢ badawczych Doktoranta. Prosze doktoranta o uzupetnienie tych
informaciji.

5. Ocena koncowa

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa mgr. Sebastiana Szczeparskiego,
zrealizowana pod kierunkiem prof. dr. hab. Witolda Wachowiaka, stanowi cykl czterech
powigzanych tematycznie publikacji naukowych. Praca podejmuje niezwykle aktualny i istotny
w biologii ewolucyjnej problem hybrydyzaciji, specjacji i adaptacji w strefach kontaktu blisko
spokrewnionych gatunkéw sosen.

Waga uzyskanych wynikéw, dojrzata ich interpretacja, perfekcyjne opanowanie warsztatu
badawczego wskazuje na dojrzato$¢ naukowg i gotowo$¢ do podejmowania nowych wyzwan. Dlatego
tez, zwracam sie do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu z wnioskiem
o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Sebastiana Szczepanskiego i dopuszczenie jej Autora do
publicznej obrony.

Rozprawa spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim zgodnie z wymogami
okreslonymi w art. 190 ust. 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2024 poz. 1571).

Jednocze$nie, biorgc pod uwage pracochtonnos$¢ prowadzonych badan, znaczenie i walor
naukowy wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza o jej wyréznienie.
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Olsztyn, dn. 12.09.2025 dr. hab. Monika Szczecinska, prof UWM




