Uniwersytet w Bialymstoku
Wydzial Biologii

ul. Ciotkowskiego 1J

15-245 Biatystok

nr tel./faksu: 085 738-84-14

Biatystok, 11.06.2021 r.
dr hab. Katarzyna Jadwiszczak, prof. UwB

Katedra Zoologii i Genetyki
Zaktad Biologii Molekularnej

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. Lukasza Walasa
pt. ,,Wzorce genetyczne i ekologiczne w naturalnych populacjach

kasztanowca zwyczajnego (Aesculus hippocastanum L.)”

Recenzj¢ przygotowatam w odpowiedzi na pismo Pana prof. dr. hab. Pawta Chmielarza, Przewodniczacego
Komisji Doktorskiej w Instytucie Dendrologii PAN w Korniku. Stwierdzam, ze otrzymany zestaw
dokumentow jest kompletny i umozliwia oceng, czy rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13
ust. 1 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 r. poz. 1789).

Ocena formalna
Rozprawa doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Biogeografii i Systematyki Instytutu Dendrologii PAN,
pod opieka Promotora dr. hab. Grzegorza Iszkuto oraz Promotora pomocniczego dr hab. Moniki Dering.
Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu nr 2017/27/N/NZ8/02781
pt. ,,Zmienno$¢ i zrdéznicowanie genetyczne naturalnych stanowisk kasztanowca zwyczajnego Aesculus
hippocastanum L.” oraz $rodkow statutowych Instytutu Dendrologii PAN. Na rozprawg sktadaja si¢ trzy
oryginalne artykuty opublikowane w anglojezycznych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Laczny
wspotczynnik wptywu (IF) czasopism, w ktorych ukazaty sie artykuly wynosi 5,676, a liczba punktow MEIN
jest rowna 165. Sg to prace wspoétautorskie, ale we wszystkich Pan Lukasz Walas jest pierwszym autorem.
Powyzszy fakt oraz dotagczone o$wiadczenia wspdtautorow jednoznacznie wskazuja, ze Doktorant petnit
wiodaca role w przygotowaniu tych publikacji.

Zasadnicza cze$¢ rozprawy doktorskiej zostata poprzedzona polskojezycznym opracowaniem
tematyki zawartej w publikacjach sktadajacych si¢ na te rozprawe. W opracowaniu znalazty si¢ takie

rozdzialy jak: Wprowadzenie, Lista publikacji (sktadajacych si¢ na rozprawe doktorskg), Cele i hipotezy,



Dyskusja podzielona na glowne nurty badan realizowane w trakcie przygotowywania rozprawy, Streszczenie i
Spis literatury. W sktad opracowania weszto takze anglojezyczne streszczenie rozprawy (Summary). Catos¢
dokumentacji zostala przygotowana w sposob niezwykle staranny pod wzgledem edytorskim. Jest ona
napisana klarownym jezykiem i wzbogacona tabelami oraz ilustracjami, ktore stanowiag wazne uzupeknienie

przekazywanych tresci.

Ocena merytoryczna

Gloéwnym celem przedstawionej rozprawy doktorskiej jest wskazanie czynnikow determinujgcych zmienno$é
genetyczng oraz wzorce zrdznicowania genetycznego i ekologicznego w dziewieciu naturalnych populacjach
kasztanowca zwyczajnego (Aesculus hippocastanum) zlokalizowanych w Grecji, a takze analiza ksztattowania
sie zasiegu gatunku pod wptywem zmian klimatu. Kasztanowiec zwyczajny jest reliktem trzeciorzedowym,
ktéry przed zlodowaceniami plejstocenskimi wystepowal powszechnie na terenie Europy i Afryki Péinocne;.
Chociaz obecnie w Europie A. hippocastanum stanowi popularny element dekoracyjny wielu parkow i
ogrodow, to naturalne populacje tego klimatycznego paleoendemita wystepuja jedynie w Grecji, Albanii,
potnocnej Macedonii i Bulgarii. Populacje te sa zazwyczaj wzajemnie przestrzennie izolowane i niewielkie
liczebnie, co moze rzutowac na zasoby zmienno$ci genetycznej w naturalnej czesci zasiggu gatunku.
Dodatkowo, utrzymanie si¢ dotychczasowych stanowisk w dtuzszej perspektywie czasowe;j stoi pod znakiem
zapytania w dobie zachodzacych zmian klimatycznych i inwazji szrotéwka kasztanowcowiaczka (Cameraria
ohridella). Kasztanowiec zwyczajny wykazuje wyrazng specjalizacje siedliskowa, porastajac gldwnie okolice
ciekow wodnych. Ponadto bystry nurt potokow gorskich odpowiada za przenoszenie cigzkich nasion
kasztanowca od drzew matczynych w mniej lub bardziej odlegte miejsca, znaczaco utatwiajac przeptyw
genow w obrebie 1 migdzy populacjami. Zatem nadmierne wykorzystywanie strumieni gorskich do celow
rolniczych na obszarach Ptw. Batkanskiego, gdzie obserwuje si¢ od lat niedobér opadow atmosferycznych,
moze przyczynic¢ si¢ do zaniku tego endemicznego gatunku. Kolejnym zagrozeniem dla A. hippocastanum jest
szrotowek, motyl minujacy, ktory odzywiajac si¢ tkankami lisci niszczy aparat asymilacyjny drzew, obnizajac
w ten sposob ich dostosowanie.

Brak danych na temat poziomu zmienno$ci genetycznej oraz nasilanie si¢ wspolczesnych zagrozen na
obszarze wystgpowania naturalnych populacji kasztanowca zwyczajnego sktonily Pana Lukasza Walasa do
podjecia badan, ktorych zakres definiujg trzy cele szczegdtowe:

1) Analiza struktury demograficznej naturalnych populacji kasztanowca zwyczajnego i stopnia ich porazenia
przez szrotowka kasztanowcowiaczka.

2) Okreslenie wptywu zmian klimatu na zasigg gatunku.

3) Okreslenie zmiennos$ci genetycznej i zréznicowania genetycznego w naturalnych populacjach kasztanowca
zwyczajnego oraz identyfikacja czynnikéw ksztattujacych zmienno$¢ i zréznicowanie genetyczne.

Dla kazdego celu szczegotowego Doktorant wysunat co najmniej dwie hipotezy, ktore zostaty
przetestowane dzigki zastosowaniu metod i narzedzi z zakresu genetyki molekularnej, genetyki populacji,

analizy struktury demograficznej populacji, biometrii lisci, analizy powierzchni lisci porazonej przez



szrotowka 0raz analizy czynnikéw klimatycznych pozwalajacej na modelowanie przesztych i przysztych
zmian zasiggu A. hippocastanum. Wszystkie cele zostaty zrealizowane, a rdznorodnos¢ przeprowadzonych
badan wskazuje na wszechstronne zdolno$ci Doktoranta i jego dociekliwo$¢ w zglebianiu problemow
badawczych. Warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej mgr. Lukasza Walasa oceniam bardzo wysoko, a za
najwazniejsze osiggnigcia uwazam:

1) Wykazanie, ze struktura demograficzna badanych populacji kasztanowca ma ksztalt odwrdoconej litery J, co
jest charakterystyczne dla stabilnych zespotéw lesnych.

2) Stwierdzenie, ze stopien porazenia populacji kasztanowca przez szrotowka jest zréznicowany i hegatywnie
skorelowany z usytuowaniem populacji n.p.m.

3) Wykazanie, ze wystepowanie kasztanowca zwyczajnego jest determinowane ilo$cig opadow w ciggu
najzimniejszych i najcieplejszych okreséw w ciggu roku, srednig temperaturag kwartatu o najwiekszej ilosci
opadow, a takze potozeniem populacji n.p.m.

4) Stwierdzenie, ze parametry opisujgce zmiennos¢ loci jadrowego mikrosatelitarnego DNA w greckich
populacjach A. hippocastanum osiagaja umiarkowane wartosci, zblizone do tych obserwowanych u innych
endemitow z rejonu M. Srodziemnego.

5) Wykazanie, ze wymiana genéw pomigdzy populacjami ksztaltuje si¢ obecnie na duzo nizszym poziomie
niz w czasach historycznych. Za redukcj¢ poziomu przeptywu gendéw odpowiada najprawdopodobniej
topografia badanego obszaru oraz izolacja populacji przez dystans. Wptywu wydaja si¢ nie mie¢ odmienne
warunki siedliskowe zaobserwowane na niektorych stanowiskach kasztanowca.

6) Wykazanie, Ze teoretyczny zasieg A. hippocastanum w czasie maksimum ostatniego zlodowacenia, jak
réwniez w Srodkowym holocenie, byt znacznie wigkszy niz obecnie. Przewidywana zmiana klimatu raczej nie
spowoduje ekspansji gatunku na poéinoc kontynentu europejskiego, natomiast wzrost sredniej temperatury
rocznej o 2°C w ciaggu najblizszych 40 lat stanowi realne zagrozenie dla utrzymania si¢ naturalnych populacji
kasztanowca.

7) Opracowanie zestawu 13 specyficznych dla A. hippocastanum loci jadrowego mikrosatelitarnego DNA,
ktore ulegaja amplifikacji takze u innych gatunkow z rodzaju Aesculus.

8) Wskazanie populacji kasztanowca zwyczajnego o najwickszym priorytecie ochrony ze wzgledu na wysoki

poziom zmiennosci genetycznej.

W trakcie czytania rozprawy nasunelo mi si¢ tez kilka pytan, uwag krytycznych i watpliwosci, ktore
s wymienione ponizej:
1) Interesuje mnie przyczyna, dla ktorej hipoteza 5 zostata sformutowana w sposob nast¢pujacy: ,,Naturalne
populacje charakteryzuja si¢ niskg zmiennoscig i wysokim zréznicowaniem genetycznym”. Dane literaturowe,
ktore zreszta Doktorant cytuje, np. dla rodzaju Pseudomisopates (Jiménez-Mejias i in. 2015; Journal of
Biogeography), czy artykut przegladowy Médaila i Baumela (2018; Biological Conservation) dotyczacy
ogélnie rolinnych endemitow z basenu Morza Sroédziemnego, sugeruja co najmniej umiarkowany poziom

zmiennoS$ci genetycznej w populacjach istniejagcych na obszarach dawnych refugiow lodowcowych. Takze



praca Petita i in. (2003; Science), opierajaca si¢ na analizie markerow chloroplastowego DNA w populacjach
22 pospolitych gatunkéw drzew i krzewow wystepujacych w Europie, pokazata, ze chociaz dawne izolaty
glacjalne sa ubozsze pod wzgledem zasobdéw zmiennosci genetycznej w porownaniu do obszarow admiks;ji
linii filogenetycznych, to stanowia zrodto tej zmiennosci (,,hot spots”).

2) W opisie ,,Materiatow i metod” w pracy z Plant Biosystems znajduje si¢ informacja 0 sposobie zbierania
danych w siedmiu populacjach A. hippocastanum. Zostaly, mianowicie, wyznaczone poletka na obszarach o
najwigkszym zageszczeniu osobnikow, gdyz ze wzgledu na uksztalttowanie terenu nie byto mozliwosci
dotarcia do wszystkich drzew. Powierzchnie poletek podane w Tabeli 2 byly duzo mniejsze niz 1 ha,
natomiast zageszczenie osobnikéw podano w przeliczeniu na 1 hektar. Czy te wielko$ci zageszczenia sg
ekstrapolowane? W dodatku liczba badanych osobnikéw w kolumnie drugiej tej tabeli nie zgadza si¢ z liczba
osobnikéw przedstawionych w poszczegdlnych klasach wysokos$ci kasztanowcow (kolumny 4 — 6). Jakie wigc
dane zawiera Tabela 2?

3) Niejasne jest dla mnie zdanie w publikacji z Plant Biosystems zaczynajace si¢ od stow: ,,In Ondria, mines
were not reported...” (str. 1055). Pierwsza czgs$¢ zdania zdaje si¢ dotyczy¢é wynikow obecnej pracy, natomiast
druga o braku haplotypu A u osobnikéw szrotoéwka, pochodzi z pracy Valada i in. (2009). Oczywiscie, dane w
tej populacji byly zbierane przez obie grupy Autoréw w rdéznym czasie. Czy jest mozliwe, zeby szrotowek
ciagle wystepowat na tym obszarze?

4) W pracy z Plant Biosystems znalazla si¢ informacja o plejstocenskich populacjach A. hippocastanum na
Ptw. Iberyjskim i Apeninskim oraz na terenie potudniowej Francji (str. 1054). Z kolei, w publikacji z PLOS
One mozemy przeczytac, ze zmiana klimatu w plejstocenie spowodowata ograniczenie wystgpowania gatunku
do gorskich obszarow na Piw. Balkanskim (str. 2). Prosz¢ o wyjasnienie, w jakich lokalizacjach wystepowat
kasztanowiec w czasie plejstocenu.

5) Uwazam, ze uzycie W pracy z PLOS One terminu ,,spatial genetic structure” jest mylace. Po tytule
zawierajgcym ten termin oczekiwatabym analizy pokrewienstwa osobnikéw pokazujacej wptyw wymiany
gendw na przestrzenne rozmieszczenie genotypow w populacjach. Szczegdtowo wyjasniajg to Vekemans i
Hardy (2004; Molecular Ecology). Za przestrzenng strukture genetyczna odpowiadajg kojarzenia krewniacze.
Do analiz SGS niezbedne jest pobieranie prob do izolacji DNA w mniej wiecej regularnych odstepach lub na
wytyczonych transektach. Nie wykluczam, ze taka analiza bytaby mozliwa w populacjach kasztanowca.
Jednak wnioskowanie o pokrewiefistwie osobnikow nie zostato przeprowadzone. W zwiagzku z tym Autorzy
badali de facto strukture genetyczna/zroznicowanie genetyczne populacji, a nie przestrzenng strukture
genetyczng.

6) W ostatnim zdaniu w pierwszym akapicie ,,Materialow i metod” w pracy z PLOS One jest btad, gdyz
$rednie warto$ci dyspersji nasion kasztanowca japonskiego (12,2 — 44,7 m) nie mogg by¢ wyzsze niz warto$¢
maksymalna (14,5 m) tej dyspersji.

7) Czy wynik opisujacy pozytywna zalezno$¢ pomigdzy nieciagloscia genetyczna populacji a topografia
badanego obszaru (r = 0,59, P = 0,0225), w ramach testowania izolacji ekologicznej (,.isolation by ecology™)

w artykule z PLOS One (str. 10), jest istotny statystycznie? Jezeli tak, dlaczego zalezno$¢ pomigdzy



zréznicowaniem genetycznym a nieciagloscia siedlisk odpowiednich dla kasztanowca jest nieistotny, chociaz
dla tego wyniku P wyniosto 0,017

8) Nie do konca zgadzam si¢ z alarmujagcym tonem sugestii o potencjalnym spadku poziomu zmienno$ci
genetycznej w grupie siewek, zwtaszcza w populacji Karitsa | (PLOS One, str. 13). Liczebno$¢ siewek w tej
populacji jest niemal dwukrotnie nizsza niz osobnikéw dorostych, co moze rzutowac na wielko$¢ parametrow
opisujacych zmienno$¢ genetyczng. Takie zresztg thumaczenie pojawito si¢ w tej pracy w odniesieniu do
roznic na korzys¢ dwukrotnie bardziej licznego pokolenia mtodocianego w populacji Karitsa I1.

9) Teoretyczny kierunek przeptywu genéw pomigdzy wspdtczesnymi populacjami, wyliczony przy pomocy
programow MIGRATE-N and CIRCUITSCAPE (PLOS One, ryciny S2 i S10), wydaje si¢ by¢ rozny. Sadzac
po szeroko$ci tukdéw tgczacych poszczegodlne populacje na rycinie S2, najintensywniejszy przeptyw genow ma
miejsce miedzy Vaeni i stanowiskami usytuowanymi na pétnocny zachdd od tej populacji. Natomiast rycina
S10 sugeruje kierunek wymiany zachod-wschod. Czy, oprdcz uwarunkowan §cisle programowo-
komputerowych, jest mozliwe jakie$ inne wyjasnienie tej rozbieznosci?

10) Publikacja z Dendrobiology powstata w oparciu o wyniki uzyskane w siedmiu populacjach. Sa to te same
stanowiska, ktore opisano w pracy z PLOS One. Jednak w populacjach Ondria, Dasos Nanitsa i Vaeni liczba
analizowanych osobnikow jest wyzsza w pracy z Dendrobiology niz w artykule z PLOS One. Czy ta roznica
wynika z tego, ze przy pomocy markeréow specyficznych dla A. hippocastanum uzyskano wigkszg liczbe
genotypOw niz przy zastosowaniu loci niespecyficznych?

11) Jako wyjasnienie nizszego poziomu zmiennos$ci loci mikrosatelitarnego DNA specyficznych dla
kasztanowca zwyczajnego w poroéwnaniu z tymi opisanymi dla A. turbinata podano, ze wszystkie loci
pochodzace od gatunku pokrewnego charakteryzuja si¢ wystgpowaniem tandemowo powtarzajacego si¢
motywu dwunukleotydowego. Natomiast wsrod 12 polimorficznych loci specyficznych gatunkowo, tylko
osiem ma motyw dwunukleotydowy. I to jest stuszne wyjasnienie. Rzeczywiscie, dane literaturowe pokazuja,
ze tempo mutacji mikrosatelitow o motywie dwunukleotydowym jest wyzsze w poroéwnaniu do loci
zawierajacych trzy lub cztery nukleotydy w motywie, np. u cztowieka (Chakraborty i in. 1997; Proc. Natl.
Acad. Sci. USA), czy muszki owocowej (Schug i in. 1998; Mol. Biol. Evol.). Innym wyjasnieniem moze by¢
takze wptyw typu powtorzen dwunukleotydowych na tempo mutacji mikrosatelitarnego DNA. Na przyktad, u
Arabidopsis thaliana wykazano, ze mikrosatelity zawierajace powtorzenia AT mutujg duzo szybciej niz te z
powtodrzeniami CT i CA (Marriage i in. 2009; Heredity).

12) Generalna uwaga dotyczaca tabel i rysunkow w publikacjach — cz¢$¢ z nich nie zawiera wszystkich
danych koniecznych do tego, zeby tabele i rysunki byty samoobja$niajace si¢. Na przyktad, na rycinie 1 w
pracy z Plant Biosystems nie ma ani nazw populacji, ani jakichkolwiek symboli, ktore pozwolityby
czytelnikowi na identyfikacje badanych stanowisk. W podpisie do tej ryciny tez nie ma takich informacji. W
tej samej publikacji brakuje wyjasnienia w Tabeli 2, ze zageszczenie osobnikoéw byto analizowane w trzech

klasach wysokosci drzew.



Whioski koncowe

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana Lukasza Walasa stanowi spojny tematycznie zestaw
publikacji, prezentujacy bardzo interesujace i roznorodne wyniki badan przeprowadzonych w naturalnych
populacjach kasztanowca zwyczajnego w Grecji. Poczynione przeze mnie wyzej uwagi nie umniejszaja
wartosci naukowej tej pracy. Doktorant udowodnit, ze posiada wszechstronne umiejetnosci analityczne i
szeroki warsztat naukowy, potrafi krytycznie weryfikowa¢ wyniki oraz merytorycznie je przedyskutowac.
Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia wymogi okreslone w art. 13 ust. 1 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 r., poz. 1789) w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 roku, poz. 1669). W zwiagzku z powyzszym
whnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Dendrologii PAN w Korniku 0 dopuszczenie mgr. Lukasza Walasa do
dalszych etapow przewodu doktorskiego, rekomenduje¢ jednoczesnie wyrdznienie rozprawy stosowng

nagroda.
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