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Formalny aspekt rozprawy

Rozprawa doktorska Pana mgr Sebastiana Szczepanskiego zostata wykonana pod kierunkiem
prof. dr hab. Witolda Wachowiaka oraz promotora pomocniczego dr Bartosza tabiszaka z
i Zaktadu Ekologii i Ochrony Srodowiska, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Obejmuje ono poszczegdlne rozdziaty, tj. podziekowania, liste
czterech rozdziatéow w pracy, zrédto finansowania przeprowadzonych badan z funduszy
krajowych, streszczenia w jezyku angielskim i polskim, wstepu w jezyku angielskim
przedstawiajacym ogélne zatozenia pracy, cel badan oraz hipotezy wraz z ich syntetycznym
omoéwieniem i weryfikacja, zataczone cztery publikacje naukowe oraz oswiadczenia
Doktoranta i wspotautorow. Stanowi ona jednorodne tematycznie opracowanie naukowe w
sktad, ktérego wchodzg publikacje naukowe merytorycznie ze sobg powigzane. Dwie z tych
anglojezycznych prac z IF zostaty juz opublikowane, tj. pierwsza z nich w 2023 w
Dendrobiology, a druga w 2024 roku w BMC Plant Biology. Dwie kolejne publikacje, wg opisu

Doktoranta, s3 obecnie na etapie recenzji w czasopismach z listy JCR, tj. Molecular Ecology
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oraz BMC Plant Biology. W dwéch pierwszych pracach, ktére zostaty juz opublikowane oraz
ostatniej zdefiniowanej jako czwartej pracy bedacej w recenzji Doktorant jest
korespondencyjnym i pierwszym autorem, brat udziat w istotnych zadaniach zwigzanych z
ogolnie rozumiang metodyka, przygotowaniem manuskryptu do wydania. Natomiast wktad
jego, w postaci koncepcji tych prac, ktéry moégtby by¢ uznany jako umiejetno$é¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, nie zostat wyszczegdlniony. W trzeciej pracy, znajdujacej sie w
recenzjach, Doktorant wskazuje swoje zaangazowanie w badania zaréwno koncepcyjnie jak i
metodycznie, oraz w pisaniu manuskryptu. W tym miejscu chciatabym sie na chwile zatrzymac
i zadac pytanie Doktorantowi, jak w przypadku dwdch pierwszych juz opublikowanych prac i
czwartej w recenzji mozna bytoby wyjasni¢ brak zaznaczonego przy jego nazwisku wktadu jako
»koncepcji pracy”?

Podsumowujgc uwazam, ze uktad rozprawy doktorskiej jest konsekwentnym
poszerzaniem i uszczegétowianiem badan z zastosowaniem odpowiednich narzedzi do analiz
genomowych, pozwalajacych na odpowiedzi i dyskusje na postawione hipotezy i pytania.
Dlatego uwazam, ze rozprawa doktorska Pana mgra S. Szczeparskiego spetnia warunki

formalne.

Ocena merytoryczna

Jak wspomniatam powyzej, Pan mgr Sebastian Szczepariski przedstawit rozprawe doktorskg w
formie czterech anglojezycznych publikacji naukowych, punktowanych w Impakt Faktorowych
czasopismach. Zostato w nich opisane oraz przedyskutowane zagadnienie dotyczace
mechanizmu hybrydyzacji, stref hybrydyzacji gtéwnie miedzy Pinus sylvestris, P. mugo i P.
uliginosa oraz skutkéw tego procesu w kontekscie adaptacji hybrydowych, ale i czystych
genetycznie osobnikéw z ww. gatunkéw do warunkdéw srodowiska. Uktad prac w rozprawie
zostat tak przedstawiony, ukierunkowujac na zagadnienia zwigzane z metodologia,
postawionymi hipotezami oraz celami badan. Uzupetniajg sie one nawzajem, a jednoczesnie
uszczegotowiajg opis i interpretacje wzorcoéw genetycznej réznorodnosci w strefach kontaktu
wzgledem populacji symatrycznych i allopatrycznych. Podjety problem badawczy w przypadku
drzew, nalezy do rzadko rozpatrywanych zagadnief w literaturze tematu, dlatego w tym
zakresie jest wazny w badaniach historii ewolucyjnej. Sze$¢ hipotez badawczych powstato w

oparciu o cele badawcze, ktdrych lista znajduje sie w rozdziale General Introduction. Zostaty
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one sformutowane w klarowny sposdb, jednakze nie ukrywam, ze Doktorant w skromny
sposob zaprezentowat, jaka wiedza do tej pory dysponujemy, na podstawie ktdrej postaty
niniejsze hipotezy. Oczywiscie czg$¢ wyjasnierr odnosnie podstaw do sformutowania hipotez
mozna odnalez¢ w czterech przedstawionych publikacjach naukowych, gtéwnie w rozdziale
»wstep”. General Introduction w rozprawie doktorskiej to syntetyczne streszczenie zagadnien
opisywanych w czterech publikacjach wskazujgcych zrealizowane cele oraz zweryfikowane
hipotezy. Doktorant wyszczegdlnit publikacje, w ktérych kolejne hipotezy byty testowane.
Pierwsza publikacja Szczepanski S. tabiszak B. Wachowiak W. (2023) Development of
a SNaPshot assay for the genotyping of organellar SNPs in four closely related pines.
Dendrobiology 90, 76-85, przedstawia wybrane i po raz pierwszy opublikowane 13 markeréw
SNP generowanych technika SNaPshot okreslonych w mtDNA, oraz diagnostyczny marker
cpDNA (trnL-trnF) w badaniu poziomu polimorfizmu w rodzaju Pinus. Doktorant zobrazowat w
pracy, w jaki sposéb wypetnit luke w analizach genoméw organelli, np. mtDNA i cpDNA,
ktorych tradycyjnie genotypowanie stanowi wyzwanie ze wzgledu na ich skomplikowany
charakter dziedziczenia i konieczno$¢ stosowania specyficznych primeréw. Wysoka
przepustowosc i wszechstronnos¢ multipleksowego testu genotypowania SNaPshot pokazuja,
jak jest on nieocenionym narzedziem w zaspokajaniu ciggtego zapotrzebowania na szybsze,
doktadniejsze i tarisze metody genotypowania w szerokim zakresie gatunkéw i obszaréw
badawczych. Chociaz w gtéwnej mierze jest to praca metodyczna, Doktorant obok metodyki
przedstawit wyniki bazujace na analizach wybranych markeréw SNP mtDNA i cpDNA dla
czterech gatunkéw sosen. Uwzglednit w badaniach 12 populacji 4 gatunkéw, 147 osobnikéw
co uwazam za wystarczajgce do testowania markeréw, tym bardziej, ze w kolejnej publikacji
w rozprawie doktorskiej liczba préb zostata znaczaco zwiekszona. Podkredlit, ze uzyskano
zarowno wspdlne, ale i unikalne haplotypy dla poszczegdélnych gatunkéw sosen, oraz
odpowiednio wysoki poziom réznorodnosci genetycznej przy analizie niewielkiej grupy
osobnikow i populacji. Wynikiem tych badan jest réwniez wskazanie, ze markery te moga by¢
z sukcesem stosowane do badania nie tylko podstawowych parametréw w genetyce populacji,
ale réwniez mechanizméw powstawania hybryd i wzorcdw migracji w analizowanych
gatunkach sosen. W tym punkcie moge stwierdzi¢, ze okreslenie i wytypowanie specyficznych
markeréw SNP mtDNA technika SNaPshot do analiz i ich zastosowanie predestynuje do

uznania, ze problem naukowy zyskat oryginalne rozwiazanie w zakresie przedstawionych

badan naukowych.




Potwierdzenie stusznosci wyboru tych primeréw testowanych na 147 osobnikach z 12
populacji P. sylvestris, P. mugo, P. uliginosa i P. uncinata ma uzasadnienie w drugiej pracy
Szczepanski S. tabiszak B. Lasek M. Wachowiak W. (2024). Hybridization has localized effect
on genetic variation in closely related pine species. BMC Plant Biology 24: 1007. Doktorant
postawit sobie za zadanie odpowiedZ na pytanie jaka jest rola hybrydyzacji w ksztattowaniu
sig genetycznej roznorodnosci hybryd w stosunku do czystych linii trzech gatunkéw z rodzaju
Pinus oraz testowanie dwodch hipotez przedstawiajacych (1) ograniczone wystepowanie stref
hybrydowych jak i (2) niski poziom zmiennosci genetycznej obecnej w strefie hybrydyzacji.
Wybér populacji zaréwno ze stref kontaktu oraz referencyjnych pozwolit na ujecie znaczace;j
czedci zasiggu geograficznego trzech gatunkéw sosen, a liczba préb ponad 2000 daje
gwarancjg, ze wyniki powinny by¢ rzetelne, powtarzalne i s wartoscig dodang zwiekszajaca
probe statystyczng w tych analizach. W opisie osobnikéw i populacji ze stref kontaktu nie
zauwazytam jednak przypisow, ani wytfumaczenia, na jakiej podstawie byty identyfikowane
osobniki hybrydowe jesli chodzi o cechy morfometryczne. Jest oczywiscie zaznaczona
informacja o ocenie materiatu do badan przez prof. Krystyne i prof. Adama Boratynskich, ale
nie wyjasnia ona do korica procesu oznaczania tych osobnikdw, co uwazam za istotne i
niewatpliwie mogace wptyng¢ na podejscie do badan, m.in. watpliwosci przy interpretacji
pochodzenia osobnikéw czystych lub hybrydowych. Dlatego prositabym Doktoranta o
odpowiedz na pytanie ,na podstawie jakich cech morfologicznych identyfikowano osobniki
hybrydowe w strefach kontaktu” i ,czy okreslone hybrydy za pomocg morfologii byty réwniez
potwierdzone za pomocg markerow molekularnych?”

W niniejszej pracy Doktorant, dzieki zastosowaniu réznorodnych markeréw
molekularnych uzyskat dane, ktére pozwolity na wieloaspektowa analize wynikéw. Uwazam,
ze wykorzystanie w pracy wiecej niz jednego typu markera molekularnego pozwolito na
szersze spojrzenie na historie ewolucyjng gatunku, m.in. na ocene nie tylko poziomu
genetycznej réznorodnosci w strefie hybrydowej oraz przyczyn ksztattowania sie jej na niskim
poziome w przypadku markeréw mtDNA, ale i wielkosci skali geograficznej stref hybrydyzacji,
wzglednego wieku sympatrycznych populacji. Powyzsze zagadnienia, ktére udato sie wyjasnic
Doktorantowi, pozwalaja istotnie zrozumie¢ funkcjonowanie stref hybrydowych w warunkach
zmian klimatycznych.

W sprawach technicznych zachecatbym Doktoranta do bardziej szczegdétowego opisu

rycin ogélnie we wszystkich pracach ze wzgledu na ztozonos$¢ wynikéw badan. Znacznie

4




utatwiatoby ich szybka analize przez czytajacych, np. (1) w drugiej pracy Fig. 1 mogtaby
zawierac informacje o populacjach podzielonych pod wzgledem przynaleznosci do gatunku,
wyjasni¢ co oznaczajg kody populacji, (2) w Fig. 2 brakuje okreslenia jakie wartosci
zastosowano w wykresach ramkowych, (3) Fig. 3, FS6 mozna bytoby utozy¢ populacje pod
katem ich potozenia geograficznego i opisa¢ ich lokalizacje pod diagramem Structure,
populacje sg wymieszane wzgledem siebie jesli chodzi o potozenie w danym regiony.

Trzecia praca tabiszak B. Szczepanski S. Wachowiak W. Repeatable genomic outcomes
along the speciation continuum: insights from pine hybrid zones (genus Pinus) bedacy w
recenzji w Molecular Ecology, jest kontynuacjg badar nad wyjasnieniem kierunku przeptywu
genow migdzy gatunkami rodzicielskimi pozwalajgcego na powstawanie hybryd,
mechanizmdéw asymetrycznej introgresji oraz roli hybrydyzacji i introgresji w réznicowaniu sie
gatunkow sosny. Doktorant pochylit sie réwniez nad interpretacjg statusu gatunku P.
uliginosa. W tej, jak i poprzedniej pracy, na uwage zastuguje réwniez imponujaca liczba prob
wykorzystanych do analiz ponad 1300, dodatkowo liczba pozyskanych préb z danej populacji
pokrywajacych si¢ w znacznym stopniu z liczbg bytujgcych tam osobnikéw. Wykorzystanie
ponad 49 tys. jadrowych markeréw SNP we wstepnych analizach, a ostatecznie ponad 7300
jadrowych markeréw SNP, gtéwnie z regiondw funkcjonalnych oraz przedstawionych w pracy
Perry i in. (2020), pozwolito na wskazanie wyzszej genetycznej réznorodnosci wéréd grupy
hybryd w odniesieniu do czystych gatunkéw sosen. Asymetryczna introgresja przejawiata sie
w znaczacej dominacji cpDNA P. mugo niz cpDNA P. sylvestris w analizach za pomoca sekwencji
trnL-trnF. Doktorant okredlit w ten sposéb dominujacy, ale nie jedyny kierunek powstawiania
hybryd, ktérego przyczyne nalezy szuka¢ w odziatywaniu specyficznego siedliska gérskiego,
ograniczonych zasobéw wody, do ktérego P. mugo wykazuje szersza adaptacje, oraz
dodatkowo maty rozmiar populacji P. sylvestris na tych obszarach. Doktorant sugeruje jeszcze
inny argument. Jest nim selekcja majaca swdj poczatek dziatania juz na pierwszych etapach
zaptodnienia u P. sylvestris i kolejnych etapach rozwoju osobnikéw hybrydowych.
Niewatpliwie odpowiedz na to pytanie wymaga dalszych badan, co zostato podkreslone przez
mgr S. Szczepanskiego. W nawigzaniu do gradientu admiksji miedzy P. sylvestris i P. mugo
pokazany zostat diagram UPGMA, jednak bez okreslenia czy dana haplogrupa wyrdznia sie
istotnie statystycznie na tle innych. Czy tego typu analizy/testy byty wykonane, czy istniaty
istotne statystycznie réznice miedzy grupami haplotypéw i jak te réznice mozna bytoby

zinterpretowac? Problem klasyfikacji do danej jednostki taksonomicznej oraz dyskusji na
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temat klasyfikacji P. uliginosa jako hybrydy P. mugo i P. sylvestris zostat w tej pracy réwniez
podjety, bazujac na otrzymanych danych genetycznych. Badania z zastosowaniem markeréw
molekularnych po raz kolejny pokazaty, ze ranga taksonomiczna moze by¢ efektywniej i
precyzyjnie zidentyfikowana za ich pomoca, a znajomos¢ filogeografii oraz historii populacji,
morfologii moze by¢ dodatkowo pomocna w rozwigzaniu tego problemu. Na koAcu rodzi sie
jeszcze pytanie czy wartosci cech morfologicznych i okreslony udziat genomu P. mugo u
osobnikéw czystych i hybryd moina ze sobg skorelowaé. Moje pytanie dotyczy
przedstawionych fotografii osobnikdw o udziale od 100% do 0% genomu pochodzenia od P.
mugo. Mam nadziejeg, ze pojawienie sie tej informacji w publikacji miato na celu zwrdcenie
uwagi na okreslone cechy morfologiczne, ktére nalezatoby przeanalizowaé i zestawi¢ z danymi
genetycznymi? Czy moze Doktorant pracuje nad takimi danymi, czy jest to zasadne i mozliwe
do zrealizowania?

Ostatnia zamykajaca rozprawe doktorskg publikacja to Szczepanski S. tabiszak B.
Wachowiak W. Molecular signatures of introgressive divergence and selection in contact
zones of closely related pine species (Pinus genus), bedaca w recenzji w BMC Plant Biology.
Zagadnienia asymetrycznego przyptywu genow w strefach hybrydyzacji P. sylvestris i P. mugo
oraz ocena ilosci, typéw loci podlegajacych selekcji tworzg tutaj spajajacy watek badan nad
tymi gatunkami. Jednoczesnie uwazam, ze praca ta nalezy istotnych pod katem badan
adaptacji u dwoch gatunkéw sosen. Doktorant po raz kolejny zwieksza liczbe prob i populacji
do badan loci podlegajgcych selekcji u dwdch gatunkéw Pinus i ich hybryd. Po raz pierwszy w
literaturze, zwraca on uwage na mozliwe loci podlegajace selekcji, ktére wystepujg raczej w
powszechnie w grupie hybryd P. sylvestris rosnacej w sasiedztwie P. mugo, niz w populacjach
referencyjnych P. sylvestris. Wskazat tym samym na presje selekcyjng sosny zwyczajnej
warunkowanej typem siedliska, ktéra przetrwata w nim albo prawdopodobnie jako ,czysty
takson” bedacy pod wptywem selekcji lub okreslajac kierunek introgresji u hybryd. Tym
samym potwierdza stuszno$¢ dwéch ostatnich hipotez dotyczacych obecnosci puli tych
samych loci podlegajgcych selekcji w réznych strefach hybrydyzacji u P. mugo oraz unikalnych
dla P. sylvestris.

Biorgc pod uwage powyisze argumenty, chciatabym podkresli¢, ze Doktorant wykazat
si¢ umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowej zaréwno w zakresie metod
badawczych, opracowania statystycznego danych oraz pisania manuskryptu. Uwazam, ze

Doktorant wnidst znaczny wktad w rozwdj dyscypliny poprzez opis historii ewolucyjnej
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gatunkdéw sosen oraz mechanizméw, przyczyn oraz wzorcow réznorodnosci genetycznej w ich
strefach hybrydyzacji. Prace wtaczone do rozprawy doktorskiej, tresci ktore zawierajg oraz
sposob ich napisania s3 dowodem na to, ze Doktorant posiada nie tylko ogdlng wiedze i
doswiadczenie, ale rowniez umiejetnosci laboratoryjne, charakteryzuje go spostrzegawczy
sposob dedukcji, ktére pozwolity na znacznie szersze ujecie omawianych problemoéw. Ponadto
uwazam, ze rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego pod
wzgledem wyboru i okreslenia markeréw molekularnych oraz ich pézniejszego wykorzystania

do analiz w rozprawie doktorskie;j.

Podsumowanie

Podsumowujac uwazam, ze recenzowana rozprawa wnosi istotny wktad do wiedzy w
zakresie historii ewolucyjnej stref hybrydyzacji u gatunkéw drzew w tym gatunkoéw z rodzaju
Pinus. Niniejsza rozprawa doktorska spetnia wszelkie wymagania okreslone w art. 13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (DZ. U. z 2023 r., poz. 742 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym, przedktadam
Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu wniosek o dopuszczenie mgr Sebastiana Szczepaniskiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

(Hrovienle  Pole
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