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(Historia populacji i procesy selekcyjne blisko spokrewnionych gatunkéw sosen gorskich

(rodzaj Pinus) w Europie)
Formalny aspekt rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Julii Zaborowskiej zostata wykonana pod kierunkiem prof. dra
hab. Witolda Wachowiaka w Pracowni Biologii Ewolucyjnej oraz Zakfadzie Ekologii Roélin i
Ochrony Srodowiska, Instytutu Biologii Srodowiska, Wydzialu Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Rozprawa obejmuje strong tytutowa, podzigkowania, Zrédto
finansowania badan Doktorantki (krajowe i migdzynarodowe) streszczenie W jezyku
angielskim i polskim ze stowami kluczowymi, spis tresci, wprowadzenie do tematyki i
zagadnien rozprawy doktorskiej, wspotautorskie prace naukowe wigczone w rozprawg
doktorska oraz o$wiadczania promotora i autora pracy, o$wiadczenia pozostatych
wspotautorow. Podstawg rozprawy doktorskiej sg trzy wspotautorskie prace naukowe
merytorycznie i logicznie ze sobg powigzane, w jezyku angielskim, ktére ukazaly si¢ w 2019r.
i 2022 r. w Journal of Systematics and Evolution oraz w 2021 r. w International Journal of
Molecular Science. W tych pracach Doktorantka jest korespondencyjnym i pierwszym
autorem. Wszystkie prace zostaly opublikowane w czasopismach z listy JCR. W przypadku
kazdego artykutu wkiad pracy doktorantki zostal opisany ze szczegdlng dokladnoscia,
potwierdzajac jej wiodacg rolg w prowadzonych badan i przy powstawaniu poszczegdlnych
publikacji. Zgodnie z zamieszczonymi w dalszej czgéci pracy o$wiadczeniami, jej udziat w
procesie tworzenia tych publikacji wynosit od 65% do 75%. Wktad wszystkich pozostatych
0s6b w powstawanie rozprawy nie wykraczat poza standardowg wspotprace naukows, ktora

jest realizowana w czasie przygotowania doktoratu. W zakres tej wspolpracy wchodzi

1



oczywiscie rola pelniona przez promotora w trakcie przygotowania prac, oraz korzystanie z
pomocy pozostatych wspétautordéw w  zakresie obserwacji, analiz laboratoryjnych i
statystycznych oraz konsultacji merytorycznych w trakcie pisania i korekty artykutow. Nie
mam watpliwosci, ze mgr Julia Zaborowska spetnia wymogi samodzielnodci w przygotowaniu
rozprawy doktorskiej.

Uktad rozprawy doktorskiej Jest konsekwentnym poszerzaniem i uszczegotowianiem
badan z zastosowaniem odpowiednich narzedzi do analiz z zakresu genetyki i genomiki roslin,
pozwalajacych na odpowiedzi na postawione pytania oraz weryfikacje hipotezy. Koriczac
formalng cz¢s$¢ oceny uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Julii Zaborowskiej spetnia warunki

formalne.
Ocena merytoryczna

Poruszane przez mgr Julig Zaborowska, w rozprawie doktorskiej, zagadnienie badawcze nadal
53 uwazane za wazne w literaturze swiatowej, w kontekscie badan filogenetycznych,
filogeograficznych i ekspres;ji gendw u gatunkow roélin drzewiastych, w tym rodzaju Pinus.
We wstepie Doktorantka przedstawita po krdtce najwazniejsze zagadnienia z zakresu ekologii
ewolucyjnej wprowadzajac czytelnika w tematyke adaptacji oraz ksztattowania si¢ zasiegu
populacji roslin wysokogérskich. Przedmiot badan, a doktadnie dwa gatunki sosny Pinus mugo
i P. uncinata, zostaly tutaj syntetycznie opisane pod katem dotychczasowej wiedzy o ich
pochodzeniu, przynaleznodci oraz pozycji taksonomicznej, morfologii oraz zasiggu
geograficznym i procesach genetycznych w populacjach zachodzacych w jego skali.

Nalezy podkresli¢, ze doktorantka stusznie wskazata na potrzebe badan adaptacji na
poziomie genomu u tych gatunkéw. Miatyby one wykaza¢ w jaki sposéb dwa wspomniane
gatunki drzew z rodzaju Pinus przystosowujg si¢ do panujacych warunkéw siedliskowych na
stanowiskach gérskich i jakie geny moga by¢ odpowiedzialne za ich adaptacje. Przedstawione
cele badan i 4 hipotezy Wpisuja si¢ w zakres zagadnieri rozpatrywanych w 3 publikacjach
stanowigcych rozprawe doktorska. Nawigzujac do wstepu rozprawy, Doktorantka przedstawita
W wyczerpujacy sposob jej najwieksze osiggnigcia badawcze zawarte w publikacjach. Wstep
zostal napisany wzglednie klarownym jezykiem polskim i naukowym, chociaz tutaj
Doktorantka nie ustrzegta si¢ skrotow myslowych i bezposrednich ttumaczen z jezyka
angielskiego na jezyk polski (np. str. 3 ... charakterystyk populacji drzew lesnych w wyniku
selekcji do lokalnych warunkéw srodowiska, str. 11 .., segregujaca w nich zmiennosé

ancestralng; str. 17 ...pozwolifa na rozréznienie grup genetycznych wsréd przebadanych

2



osobnikéw i populacji, ktére blisko odpowiadaty wczesniej fenotypowej identyfikacji, ...
niemalze utrwalonej; str. 18 ... usrednionych czgstosci ta genetycznego, itd.). Wszystkie z 3
publikacji stanowia w rozprawie doktorskiej logiczna kontynuacje badan i rozwijanie watku
dotyczacego proceséw selekcji naturalnej zachodzacych u spokrewnionych gatunkow sosen
wystepujacych na obszarach gorskich. We wstgpie, Doktorantka wskazata hipotezy, ktore
weryfikowata w kazdej z publikacji oraz nakreslita najwazniejsze wnioski ptynace z
wykonanych analiz genetycznych i genomowych.

Moje uwagi do trzech publikacji mozna potraktowaé jako wskazowki do uzupetnienia

analiz, sugestie aby méc uzyska¢ bardziej szczegotowe wyniki. Bynajmniej, nie wynikajg one
z popetnionych bledow przez Doktorantke, raczej z mojej dociekliwosci naukowe;.
Pierwsza publikacja Zaborowska Julia, Labiszak Bartosz i Wachowiak Witold. 2019.
Population history of European mountain pines Pinus mugo and Pinus uncinata revealed by
mitochondrial DNA markers. Journal of Systematics and Evolution 58 (4): 474-486, jest
punktem wyjécia do badan odrgbnosci genetycznej dwoch analizowanych gorskich gatunkow
sosen. Nalezy podkreslié, jako istotne osiggnigcie, opracowanie przez Doktorantke 15 nowych,
markeréw DNA mitochondrialnego (mtDNA) i przeanalizowanie pod kgtem filogenetycznym
31 mitotypow badanych sosen gorskich. Do analiz zostata wybrana rowniez znaczgca liczba 27
populacji reprezentatywna dla zasiggu geograficznego obu gatunkéw sosen oraz 17 markerow
mtDNA. Wskazano ponadto dwa loci Pr13 oraz nadl, ktére mozna uzna¢ za diagnostyczne,
istotnie réznicujace badane gatunki sosen. Opisano tutaj prawdopodobne drogi kolonizacji z
Alp, obszaru Apenin, region Batkanéw do centralnej Europy (w tym Sudetéw i Karpat) przez
P. mugo. Pokusitabym si¢ w pracy o przygotowanie drzewa ukorzenionego z outgrupg, np. P.
sylvestris, azeby sprawdzié¢ czy populacje M1-M3 nie grupuja sie z populacjami P. sylvestris,
pod wzgledem podobiefistwa haplotypow mtDNA. Wowczas jak wskazuje Doktorantka, trzy
wspomniane populacje P. mugo moghyby by¢ utworzone przez osobniki bedgce hybrydami P.
mugo i P. sylvestris.

Odnalaztam w tekscie dostownie kilka niescistosci np. w Tabeli 1 jest podane 11 miejsc
segregujacych w populacji M2, a w tekscie jest wspomniana populacja M3 (str. 6). W Tabeli 1
liczba haplotypéw ‘prywatnych’ mtDNA lub wylacznie wystgpujacych w populacjach nie
zgadza si¢ z suma przedstawiong dla kazdego gatunku — P. mugo sg podane 23 haplotypy, a
powinno byé raczej 12 oraz P. uncinata jest 7 a powinno by¢ 4.

W drugim z artykutéw, Zaborowska Julia, Labiszak Bartosz, Perry Annika, Cavers
Stephen, Witold Wachowiak. 2021. Candidate genes for the high-altitude adaptation of two

mountain pine taxa. International Journal of Molecular Science 22: 3477, Doktorantka
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wykazata za pomocg 6003 SNPéw polimorficznych (DNA jadrowe) i ostatecznie 438 préb z
trzech gatunkéw sosen (P. mugo, P. uncinata i P. sylvestris) wzorce ich réznorodnosci
genetycznej oraz wyszczegdlnili potencjalnie SNPy “outlier’, ktére mogtyby wskazaé na geny
zwiazane z adaptacjami do warunkéw wysokogorskich u P. mugo i P. uncinata. We wstepie
pracy w sposob przekrojowy przeanalizowata biologi¢ i ekologie drzew w kontekscie ich
adaptacji do warunkéw $rodowiska. Wyjasnita wage badan na P. mugo i P. uncinata ze wzgledu
na wiele podobienstw w budowie genomu oraz wiasciwosci ekologiczne gatunkow.

Na uwagg zastuguje skrupulatne przedstawienie przez Doktorantke metod i wynikow w
oparciu o parametry stosowane w genetyce populacji i genomice, wykazanie réznic i
podobienstw wewnatrz oraz migdzy gatunkami na poziomie réznorodnogci genetycznej,
wykorzystanie 3 metod w oszacowaniu SNP-6w, ktére podlegaja selekcji naturalnej,
omowienie struktury genetycznej okreslonej metodg Bayesa biorac pod uwage dwa kryteria.
Do istotnych osiggnieé¢ Doktorantki, w niniejszej publikacji, zaliczam na pewno okreslenie loci
podlegajacych selekciji u P. mugo i P. uncinata i genow kandydackich, ktére w dalszych etapach
badan moglyby by¢ wykorzystane do badan ekspresji gendow. Wskazanie na najwazniejsze
geny, ktére mogtyby podlegaé selekeji u tych gatunkéw gorskich zostato rozszerzone o ich opis
funkcjonowania u tych organizméw (zwigzane z procesami oksydo-redukcyjnymi oraz w
szlaku sygnatowym giberelin). Jest to jednoczesnie wstep do badan, ktére beda kontynuowane
W trzeciej przedstawionej publikacji oraz jedne z bardziej interesujacych wynikow, ktore
uwazam, ze zastuguja na szersza interpretacj¢ w przyszlych badaniach. Drugim aspektem jest
wskazanie odrebnosci filogenetycznej tych dwéch spokrewnionych gatunkéw sosen gorskich i
przyczyn ich specjacji. Badania za pomocg SNP-6w pokazaty niewatpliwie, podobnie jak
markery mtDNA, wyrazne réznice genetyczne migdzy dwoma badanymi gatunkami sosen. W
tym punkcie nasuwa sie pytanie, czy dalsze badania dotyczace genéw wplywajacych na
regulacj¢ biologicznych proceséw, lub procesow komorkowych beda planowane w
przysztosci? Drugie moje pytanie dotyczy rozszerzenia interpretacji analizy Bayesa w
kontekscie wystapienia prawdopodobnych admiksji pul genowych miedzy populacjami i
migdzy badanymi gatunkami. Czy obserwowana admiksja w roznych wariantach dla K oraz
gatunkow moze by¢ wynikiem hybrydyzacji, czy raczej niedawnej historii powstania gatunku
i ich wspdlnego przodka?

Trzecia publikacja Zaborowska Julia, Perry Annika, Caver Stephen, Wachowiak
Wiltold. 2018. Evolutionary targets of gene expression divergence in a complex of closely
related pine species. Journal of Systematics and Evolution 00: 00-00 (w druku) jest praca, ktora

podejmuje zagadnienie zréznicowania gatunkoéw P. mugo i P. uncinata oraz P. sylvestris na

4



poziomie ekspresji genow, wskazujac tym samym prawdopodobne relacje migdzy poziomem
ekspresji gendéw a adaptacja do warunkow $rodowiska, w tym wihasciwosci drewna, poziomu
stresu oksydacyjnego, odpowiedzi na czynniki srodowiska jak zasolenie, susza i temperatura.
Doktorantka i wspétautorzy gruntownie przeprowadzili analize statystyczna biorgc pod uwage
serig modeli, co stanowi wazny aspekt tej pracy. Wymaga podkreslenia fakt, ze Doktorantka
okreslita kilka nowych dla nauki, izoform transkryptow znanych gendw, wiekszos¢ z nich w
relacji gatunek-gatunek, oraz nowe geny okreslone dla P. mugo i P. uncinata, ale nie obecne u
P. sylvestris. Zwrocono uwage na kilka gendw, ktore u gatunkow gorskich sosen, sg
zrdznicowane pod katem aktywnosci ekspresji migdzy kompleksem P. mugo i P. sylvestris, tj.
metylotransferazy, oksydoreduktazy, zwigzane z fotosystemem II lub cytochrom P450, ktory
ma obnizona aktywnos$¢ u P. mugo i P. uncinata w stosunku do P. sylvestris. Czg$¢ z nich
okazuje sie, ze nie byla stwierdzona wezesniej w literaturze u P. sylvestris. Wskazano istotne
réznice w aktywnosci genéw miedzy gatunkami sosen gorskich, co potwierdzito ostatecznie,
biorac pod uwage dwie wezesniejsze publikacje, ze réznice miedzy P. mugo i P. uncinata s
znaczace nie tylko na poziomie fenotypu, ale réwniez zmiennodci genetycznej i ekspresji
genéw. W dyskusji Doktorantka wskazata, ze niewatpliwie badania powinno rozszerzy¢ sig
m.in. o analizy epigenetyczne, co uzupehnitoby interpretacj¢ wynikow w tej pracy. W dyskusji
poziom ekspresji enzymow, biatek jest bardzo szeroko opisany, ale raczej pod katem ogdlnych
whasciwodci u poszezegdlnych gatunkow roslin. Natomiast watek wplywu aktywnosci
wymienionych genéw w rodzaju Pinus lub rodzinie Pinaceae zostal przedstawiony dosy¢
oszczednie. Stad moje pytanie do Doktorantki dotyczace whasnie tego zagadnienia, a dokladnie,
czy wyzsza ekspresja gendw stwierdzona u dwoch gatunkdw sosen gorskich byla rowniez

analizowana w innych gatunkach z rodzaju sosna lub rodzinie sosnowatych w literaturze?
Podsumowanie

Fakt, ze moja recenzja zawiera pewne uwagi krytyczne wynika gléwnie z obowigzku
recenzenta. Niniejsze uwagi zupelnie nie umniejszajg wartosci rozprawy jako catosci.
Przedstawiona do recenzji rozprawe doktorska mgr Julii Zaborowskiej oceniam bardzo
pozytywnie oraz uwazam, ze jest kilkuaspektowym, wartosciowym opracowaniem naukowym
oraz 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
2017 roku, poz. 1789) w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 roku, poz.
1669). W zwiazku z powyzszym, przedkiadam Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki
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Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu wniosek o dopuszczenie mgr
Julii Zaborowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego, rekomendujac jednoczesnie

wyrdznienie rozprawy stosowna nagroda.
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Biatystok, 11.10.2022 dr hab. Ada Wroblewska, prof. UwB



