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Wplyw metod produkceji szkélkarskiej na ksztaltowanie si¢ struktury genetycznej
materialu sadzeniowego sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.)

napisana pod kierunkiem dr hab. Justyny Nowakowskiej, prof. IBL
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Elementem funkcjonowania ekosystemdéw lesnych jest zmienno$é genetyczna drzew.
Kluczowe znaczenie dla lesnych zasobow genowych ma sposéb powstawania odnowienia.
Odnowienie naturalne umozliwia przeptyw informacji genetycznej do nastgpnej generacji, nie
wykluczajac adaptacyjnych i nieadaptacyjnych zmian jej struktury genetycznej. Odnawianie
sztuczne z kolei zakl6cajac wprawdzie naturalne funkcjonowanie ekosystemu lesnego w
konkretnych warunkach wzrostu, umozliwia utrzymanie i zwickszenie zmiennosci
genetycznej oraz produkcyjnosci poprzez dobér i hodowle potomstwa najlepszych
proweniencji o strukturze genetycznej gwarantujacej stabilnos¢ adaptacyjna.

Struktura genetyczna wspolczesnie wystepujacych populacji sosny pospolitej w Polsce
Jest wypadkowa wielu proceséw, poczawszy od naturalnego rozpowszechniania sie gatunku
az po zastgpowanie naturalnych drzewostandéw sztucznymi nasadzeniami. Nalezy, zatem
szczegolng uwage zwréci¢ na pochodzenie i jako$é hodowlana materiatu sadzeniowego.
Glgbsze] analizy wymaga réwniez oszacowanie poziomu zmiennosci genetycznej
wprowadzanej populacji. Wysokie zréznicowanie genetyczne sprzyja adaptacji  do
zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska i zwieksza szanse przezycia.

Kluczowy problem ujety w tytule pracy dotyczy wyjasnienia czy i w jakim stopniu
ulega modyfikacji struktura genetyczna odnowienia sztucznego, hodowanego w warunkach

polowych szkétek otwartych - sadzonki z odkrytym systemem korzeniowych oraz warunkach



kontrolowanych - metoda kontenerowa - material sadzeniowy z zakrytym systemem
korzeniowym. W tym kontekscie Doktorantka stawia tezg, Zze metoda produkcji lesnego
materialu  sadzeniowego moze by¢ tym czynnikiem, ktéry modyfikuje wielkogé
1 zréznicowanie puli genetycznej hodowanej populacji. Wazny jest rowniez, poruszany w
rozprawie aspekt, oceny struktury genetycznej populacji potomnej i odniesienie uzyskanych
wynikow do poziomu zmiennoéci drzewostanéw matecznych, z ktérych pozyskiwane byly
nasiona.

Praca omawiajgca zagadnienie zachowania zmiennosci genetycznej, jako gwarancii
zdolnosci przystosowawczych populacji drzew lesnych, z punktu widzenia dalszej hodowli
jest cenna. Uwazam, ze wymienione wzgledy uzasadniaja podjecie badan, ktorych

podsumowaniem jest recenzowana praca.
Struktura formalna rozprawy

Ukfad dysertacji nie budzi zastrzezen. Rozprawa zostala napisana poprawnie pod
wzgledem jezykowym i formalnym. Autorka dowiodla umiejetnodci konstruowania tekstu
naukowego. Rozprawa obejmuje 131 stron druku, w tym 24 tabele i 14 rycin. Posiada
logiczna strukture z zachowaniem wiasciwych proporcji miedzy poszezegdlnymi rozdziatami.
Najwazniejsza cze$¢ rozprawy tj. rozdzialy: Wyniki, Dyskusja i Wnioski stanowi znaczacy,
ponad 50% udziat w jej tresci. Cel pracy zostal podany w sposob jasny i prawidlowy.
Hipotezy badawcze sformutowano prawidlowo. Autorka zacytowata 234 pozycje literatury.
Niewielka ich czg$é — 12 pozycji ukazata sie po 2010 roku. Warto podkreslié, ze wsrod

publikacji ostatniego pigciolecia znajduja si¢ dwie pozycje wspotautorskie Doktorantki.
OCENA ROZPRAWY

Watpliwos¢ recenzenta budzi sformutowanie tytutu rozprawy - ,,Wplyw metod...”
zaklada z gory stusznos¢ przyjetej hipotezy.

Dysertacj¢ rozpoczyna Streszezenie, ktérego tres¢ wymaga przeredagowania. Autorka
w dwoch nastepujacych po sobie akapitach przekazuje ta samg informacje: ,, (...) sadzonki z
hodowli kontenerowej sa bardziej zréznicowane genetycznie i cechuja sic bogatsza pula
genowa” 1 w zdaniu nastgpnym ,,Sadzonki z hodowli kontenerowej posiadaja wigksza pule
genows i sa bardziej zréznicowane od sadzonek z hodowli tradycyjnej (...)".

Dalszg czgs¢ rozprawy stanowi — 25 stronicowy przeglad literatury napisany
interesujaco, potwierdzajac kompetencje w zakresie ogélnej wiedzy teoretycznej zagadnier

zwigzanych z jej trescia.



We Wstepie Autorka zarysowala kontekst badanej problematyki oraz krotko
przedstawila zakres rozprawy. Opisujgc znaczenie badan zaznacza cyt. , Okreslenic poziomu
roznorodnosci genetycznej gatunkdw, ktore tworzg ekosystemy moze zapewni¢ zachowanie
ich stabilnosci i gwarancj¢ trwalosci” — przyjmuje duze uproszczenie, samo okre$lenie
poziomu r6znorodno$ci nie "zapewni', ale jedynie moze postuzyé do przygotowania
rzetelnych planéw w zakresie ochrony i zachowania zasobéw genowych.

»W naukach lesnych — pisze Autorka — istnieje luka dotyczaca informacji na temat
zmian struktury ....” (str. 7), i w kolejnym rozdziale ,,W dziedzinie genetyki drzew lesnych
przeprowadzono niewiele badan zwiazanych z wplywem zabiegéw pielegnacyjnych w
drzewostanach dojrzatych na strukture genetyczng tych populacji...” (str. 19) — sg to
stwierdzenia dyskusyjne — jest bowiem szereg prac, ktore poruszajg ten problem, na réznych
poziomach ingerencji czlowieka np. zbi6ér nasion, ilo$¢ osobnikéw matecznych, wplyw
zabiegoéw pielggnacyjnych, czy tez sposobu uzytkowania drzewostanéw. W zalgczeniu do
recenzji kilka z nich - El-Kassaby & Benowicz 2000; Buiteveld et al. 2007; Rajendra et al.
2014; Thomas et al. 1999; Skroppa Tore 1994; Iggen et al. 2006.

Dobér materialu badawczego

Nasuwajg si¢ pytania w kwestii doboru materiatu badawczego. Autorka okreélila
liczbe osobnikéw matecznych, z ktérych pobrano probki do analiz, ale nie zamieszcza
informacji o sposobie pozyskiwania nasion — z ilu drzew dokonano zbioru nasion w
Nadlesnictwach Olsztynek i Oleszyce. Autorka sama podkresla istotny wplyw tego faktu na
wyniki badan piszac m.in. na stronie 20: ,, (...) badania (...) wykazaly niewielka redukcje
zmiennosci genetycznej populacji z samosiewu, ale pod warunkiem, ze wystarczajaco duza
grupa drzew dorostych brata udzial w przekazywaniu genéw”, rowniez na stronie 21:
zaznacza, ze ,,(...) wigkszy wpltyw na struktur¢ genetyczna materiatu sadzeniowego ma
poprawnos¢ zwigzana ze zbiorem nasion”. Nasuwa si¢ pytanie, czy osobniki w liczbie 34
sztuk w Nadlesnictwie Olsztynek i 21 w Nadlesnictwie Oleszyce to wszystkie drzewa, z
ktorych zbierano nasiona? Jezeli tak, to moze niepokoi¢ fakt ich malej liczby, a takze duzej
roznicy w masie zebranych nasion, odpowiednio 130 i 320 kilogramow.

Kolejna kwestiag jest rozmieszczenie drzew na wybranych powierzchniach
doswiadczalnych. Na wynik zmiennosci genetycznej duzy wpltyw majg miedzy innymi takie
czynniki jak przeptyw genéw, czy selekcja, co Scisle wiaze sie z lokalizacja
osobnikow/populacji podlegajacych ocenie. Przy obecnym dostepie do narzedzi i technik

geoinformatycznych, wskazanym wydaje si¢ dolaczenie do ew. publikacji pracy



charakterystyki lub mapki z lokalizacjg drzew na powierzchniach, zaréwno tych z ktorych
zbierano nasiona, jak i tych ktore postuzyly do pobrania probek drewna.

W pracy nie zamieszczono informacji, czy do czasu wysiewu zebrane partie nasion
przechowywano w jednakowych warunkach, jak réwniez: czy partie nasion przeznaczong do
hodowli kontenerowej i tradycyjnej rozdzielono tuz po zbiorze, czy tuz przed wysiewem.
Poréwnujac zmiennos¢ genetyczna wyodrebnionych subpopulacji Autorka nie odnosi si¢ w
zaden sposéb do tej ,luki informacyjnej”. W pracy brak komentarza dotyczacego
ewentualnego wptywu, lub jego braku, jaki na obserwowany finalnie rozktad zmiennodci
genetycznej, moégt mie¢ okres przechowywania nasion, ich przygotowania do siewu, sam
siew, czy zabiegi prowadzone na szkélce. Z metodycznego punktu widzenia lepiej byloby
wysia¢ i hodowa¢ sadzonki z wybranych lokalizacji w tych samych warunkach gospodarstwa

szkotkarskiego.
Dobér metody badawczej

Przyjeta metodyka badan umozliwia realizacj¢ celu i pozwala na weryfikacje
postawionych hipotez badawczych. Markery mikrosatelitarnego DNA znane sa jako dobre
narzgdzie badawcze do analiz zréznicowania genetycznego populacji. Oprécz wielu zalet
jakie posiadaja nalezy jednak pamietaé, ze w ich przypadku (markeréw SSR) moze dochodzié
do bledéw podezas amplifikacji DNA, co przejawia sie pojawianiem tzw. “alleli zerowych”,
W celu  uniknigcia  bledéw  interpretacyjnych  wskazane jest, oszacowanie
prawdopodobienstwa pojawiania sie takich alleli w badanej prébie osobnikéw, przy uzyciu
odpowiednich programéw (np. Micro-Checker, INEst), czego Autorka nie wykonala.

Daleko idace wnioski prezentowane w pracy dotyczace poziomu zmiennosci
genetycznej materiatu sadzeniowego hodowanego réznymi metodami, mogg by¢ dyskusyjne
ze wzgledu na niewielka ilos¢ loci uzytych do analiz — cztery przy DNA jadrowym oraz trzy
przy DNA chloroplastowym. Jak wskazujg ostatnie badania dobér loci — ich rodzaju oraz
liczby w znaczacy spos6b moze modyfikowaé otrzymane wyniki.

Autorka poréwnuje wyniki oparte na analizie nieréwnolicznych préb 34, 21 oraz 150
osobnikéw, co moze prowadzi¢ do bledow interpretacji. Wskazane byloby zastosowanie
metody rarefakcji, ktéra umozliwia poréwnywanie bogactwa allelicznego pomiedzy probami
o roznej liczebnosei (Leberg 2002: Estimating allelic richness: Effects of sample size and

bottlenecks)



Wyniki

Poza czgdcia opisowa, wyniki przedstawiono syntetycznie w formie 14 rycin i 21
tabel. Otrzymane stgZenie probek wahalo si¢ od 4,11 do 129,44 ng/ul w prébach z
Nadlesnictwa Olsztynek oraz 2,36 do 123,31 ng/pl w probach z Nadlesnictwa Oleszyce. W
pracy brak informacji na temat przygotowania probek do amplifikacji — czy dokonywano
rozcienczania probek o wysokiej zawartosci DNA w celu ujednolicenia poziomu stezenia?

Brak tabelarycznego zestawienia frekwencji alleli. Tabela taka powinna zostaé
zalaczona w Aneksie. Autorka skrupulatnie wylicza allele prywatne dla poszczegdlnych
subpopulacji, ale czgsto ich frekwencja jest tak mata, ze trudno jest ja odczytaé¢ z wykresu
i poréwna¢ do wynikéw innych subpopulacji.

Autorka stwierdza, ze ,badania potwierdzily zmaczqcy wplyw czlowieka na
ksztaltowanie si¢ puli lesnych zasobéw genowych w polskich lasach juz na etapie produkcji
szkolkarskiej”, podczas gdy w prezentowanych wynikach trudno doszukaé sie takiej
Jednoznacznosci. Tym bardziej, ze we ,,Wnioskach” Autorka uzywa juz tagodniejszych
sformutowan typu: ,,niewielkie roznice”, ,,nieznacznie wieksza pula genowa”.

Podobienstwo genetyczne miedzy badanymi subpopulacjami (pokolenie potomne) jest
bardzo duze, co nie potwierdza zubozenia puli genowej w wyniku zastosowania tradycyjnej
metody hodowli sadzonek. Zaréwno w przypadku populacji z Nadlesnictwa Olsztynek, jak i z
Nadlesnictwa Oleszyce sadzonki z produkcji kontenerowej i tradycyjnej sa podobne do siebie
w 97% (SSR jadrowe) oraz 99% (DNA chloroplastowe).

Potwierdza to warto$¢ wspétczynnika utrwalenia (Fst), ktory wskazuje ze grupa
sadzonek kontenerowych i z odkrytym systemem korzeniowym rézni sie zaledwie w 0,2%
(DNA jadrowe). W pracy brak jest informacji na temat stopnia istotnosci statystycznej
obserwowanych zmian. Istotnosé taka obliczono jedynie dla wspétezynnika wsobnoscei (F 1S)s
nie wykazujac jednak w zadnym przypadku istotnych réznic.

Zroznicowanie genetyczne jakie wystepuje pomiedzy dwoma grupami sadzonek z
hodowli kontenerowej i tradycyjnej (K i T) wskazuje, ze z ostroznoscia nalezy podchodzi¢ do
wyclagania jednoznacznych wnioskow, zwlaszcza na podstawie danych jadrowych SSR. W
mojej opinii réznice zarowno w obserwowanej (Na) oraz oczekiwanej (Ne) liczbie alleli, jak
iw pozostatych analizowanych parametrach (indeks Shannona, heterozygotycznosé
obserwowana Ho i oczekiwana He oraz heterozygotyczno$é h wg Nei'a) sg zbyt mate aby
moéwi¢ o ,znaczacym wplywie czlowieka”. W niektorych przypadkach subpopulacja z

hodowli tradycyjnej w poréwnaniu do kontenerowej ma wartosci poréwnywalne (np. He i h



Nei w subpopulacji P2) lub nawet wyzsze (np.Ho w subpopulacji P1). W pracy brak jest
analizy istotnosci prezentowanych réznic.

Wazng czgdcig dysertacji doktorskiej jest Dyskusja zawierajaca interpretacje
uzyskanych wynikéw oraz Wnioski konicowe. Rozdzial Dyskusja na swoich pierwszych
kilku stronach jest w duzej mierze ponownym przedstawieniem wynikow. Autorka czyniae
podsumowanie raczej skupita si¢ na odnoszeniu si¢ do wynikéw wlasnej pracy, a w
niewielkim tylko stopniu do literatury tematu. Dalsze strony to typowy przeglad literatury, nie

czesto odwotujacy si¢ do przedstawianych wynikdow.

Niefortunne sformulowania i niezr¢cznosci stylistyczne przyklady:

Streszczenie: ,,(...) na dalszych etapach hodowli lasow” — trafniej bylo by ,,hodowli lasu”
str.42: ,,dzieje si¢ tak poniewaz DNA organellowe (zardwno chloroplastowe, jak i iglastych
DNA chlorplastowe...” - az do konca akapitu, ten fragment wymaga przeredagowania, jest
niejasny

str.48: opis ryciny ,,Frkwencja” zamiast ,,Frekwencja”

str. 58: ,,niwielkim” zamiast ,,niewielkim”

str. 94: , kontem” zamiast ,.katem”

Podsumowanie

Wymienione w recenzji uwagi i przedstawione watpliwosci sg propozycja do dyskusji
i nie umniejszajg waloréw rozprawy. Oceniana praca jest wartosciowa i stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Doktorantka wykazala sie dobra znajomoscia literatury z
zakresu objgtego przedmiotem rozprawy. Dowiodla réwniez, umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej poczawszy od przedstawiania zatozen metodycznych po
wnioskowanie na podstawie uzyskanych wynikéw badan.

Autorka posiada wyobrazni¢ badawcza, otwartos¢ oraz zdolno$é nieszablonowego
myslenia. Cechy te twérczo wykorzystata w realizacji pracy. W pelni zrealizowata przyjety
cel rozprawy i sformutowata warto$ciowe wnioski. Uzyskane rezultaty wzbogacaja wiedze

ogolng, zwiazana z tematem dysertacji, posiadajg réwniez znaczenie praktyczne.
Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona przez mgr inz. Agate Konecka rozprawa pt. Wphyw

metod produkcji  szkétkarskiej na  ksztaltowanie si¢ struktury gemetyczmej materialu
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sadzeniowego sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) przygotowana pod opieka dr hab.
Justyny Nowakowskiej, prof. IBL wyczerpuje wymagania 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 2003. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). i spelnia warunki stawiane rozprawie
doktorskiej. Wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr inz. Agaty Koneckiej do dalszych etapow

postepowania o nadanie stopnia doktora.

Sep Rt —

Krakéw, dnia 22 kwietnia 2016 1.
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