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Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr. Przemystawa Tomczyka,
pod tytulem ,Zmienno$¢ fenotypowa, roznorodno$¢ genetyczna oraz reakcje
epigenetyczne w relacji do poziomu ploidalnosci w Festuca amethystina L. i F. tatrae
(Czako) Degen (Poaceae).

Recenzja zostata wykonana na wniosek Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie
nauk S$cistych i przyrodniczych Uniwersytetu Lodzkiego w dyscyplinie nauki biologiczne z
dnia 31 maja zgodnie z wymogami okreslonymi w art. 20 ust. 5 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 ,
Nr 65, poz. 595 z p6Zniejszymi zmianami).

1. FORMALNY OPIS ROZPRAWY

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem naukowym
pana dr hab. Marcina Kiedrzynskiego, promotora oraz pana dr. Pawla Wasowicza, promotora
pomocniczego, na wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego. Temat
rozprawy doktorskiej doskonale wpisuje si¢ w problematyke badawcza wokdt, ktorej
koncentrujg si¢ prace zespolu kierowanego przez promotora pana dr hab. Marcina
Kiedrzynskiego.

Recenzowana praca doktorska porusza bardzo interesujace zagadnienia z zakresu
zmiennosci genetycznej, fenotypowej i epigenetycznej dwoch blisko ze sobg spokrewnionych
gatunkow traw z rodzaju Festuca: endemicznego i notowanego jedynie na obszarze Karpat
Zachodnich  gatunku jakim jest Festuca tatrae oraz charakteryzujacego si¢ szerszym
zasiggiem wystepowania (zwigzanego z tancuchami goérskimi w Europie Srodkowej i
Potludniowo-Wschodniej) F. amethystina, cechujgcego si¢ dwoma poziomami ploidii.

Rozprawe pana mgr. Przemyslawa Tomczyka stanowi spojny tematycznie cykl 3
anglojezycznych, wspotautorskich artykutow, opublikowanych w czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym, w latach: 2018-2022 oraz manuskrypt pracy zlozony w redakcji
czasopisma Journal of Biogeography. %Laczny wspolczynnik wplywu (IF) prac
opublikowanych wynosi 10,344 a liczba punktéw MEiIN -340.

Publikacje stanowiace rozprawe doktorska sa wspoétautorskie (od 5 do 8 autoréw) i
Doktorant w dwoch z nich jest pierwszym i korespondencyjnym autorem, w dwoch zas
autorem drugim. Autorem korespondencyjnym jednej z nich jest Pani dr. Agnieszka Rewicz,
natomiast autorem korespondencyjnym przedtozonego do redakcji manuskryptu jest promotor
pracy Pan dr. hab. Marcin Kiedrzynski. Wktad doktoranta i pozostalych autoréw zostal
opisany merytorycznie w sposob jednoznaczny. Z przedtozonych o$wiadczen wspdtautorow
wynika, ze Pan mgr Przemystaw Tomczyk petnit wiodaca role w powstaniu publikacji 21 3 i
zlozonego manuskryptu (odpowiednio 55%, 40%, 40%), biorac udzial we wszystkich etapach
badan, w tym w opracowaniu koncepcji badan, prowadzeniu eksperymentu, gromadzeniu i
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analizie statystycznej danych, opracowaniu wynikdw i przygotowaniu manuskryptow
publikacji. W pracy wymienione] jako pierwszej udzial doktoranta wynosil 20 % i réwniez
polegal na: opracowaniu koncepcji badan, prowadzeniu eksperymentu, analizie statystycznej
danych, opracowaniu wynikéw i przygotowaniu manuskryptéw publikacji. Warto zaznaczyc,
ze taczna liczba cytowan prac stanowigcych rozprawe doktorska (bez autocytowan) wynosi 5.
Ponadto rozprawa doktorska obejmuje liczace 38 stron streszczenie, ktére zawiera informacje
o zrédle finansowania badan, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wprowadzenie
obejmujgce omdwienie celu naukowego badan, Metodyke badan, Wyniki, Podsumowanie i
wnioski. Waznym elementem niniejszej rozprawy doktorskiej jest przedstawienie hipotez
badawczych i szczegdlowych celow pracy. Integralng czescia pracy jest obszerny spis
literatury wykorzystanej we wprowadzeniu a takze rozdzial informujacy o aktywnosci
naukowej Doktoranta. W tym miejscu pragne podkresli¢, ze badania stanowigce podstawe
niniejszej dysertacji byly sfinansowane w ramach grantu PRELUDIUM kierowanego przez
Doktoranta. Ponadto cz¢s$¢ badan sfinansowano w ramach zadania naukowego MINIATURA,
ktorego kierownikiem byl promotor niniejszej rozprawy oraz w ramach zadania badawczego
dla mlodych naukowcow i doktorantdw realizowanego ze srodkéw budzetu Uniwersytetu
Lodzkiego.

Po przeanalizowaniu zalgczonej dokumentacji uwazam, ze rozprawa doktorska
Pana mgr. Przemyslawa Tomczyka spelnia wymogi formalne.

2. OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY

Przedtozony do recenzji zestaw artykulow jest tematycznie spojny i dotyczy
aktualnych zagadnien z zakresu zmiennosci genetycznej i ekologii ro$lin. Pozytywnie
oceniam uzasadnienie podjecia badan i sformutowany cel. Zakres stosowanych metod i analiz
laboratoryjnych jest dos$¢ szeroki, co wskazuje na duze umiejetnosci Doktoranta i bogaty
warsztat eksperymentalny. W pracy wykorzystano bowiem wiele technik, poczynajac od
hodowli materialu na poletku doswiadczalnym, po analizy morfometryczne, izolacje DNA,
analizy zmiennos$ci genetycznej z wykorzystaniem loci mikrosateliatrnych, modelowanie nisz
ekologicznych i badanie poziomu metylacji. Zastosowane metody badawcze 1 analizy zostaly
wlasciwie dobrane i umozliwily realizacje gléwnego celu badawczego. Ponadto
przeprowadzone badania wymagaly ogromnego naktadu pracy.

Zaplanowane badania postuzyly weryfikacji 4 hipotez naukowych. Celem pierwszej
pracy byla ,analiza réznic morfologicznych miedzy cytotypami: diploidalnym i
tetraploidalnym Festuca amethystina”. To zadanie badawcze zostalo w pelni zrealizowane.
Po przeanalizowaniu zmienno$ci 13 cech morfometrycznych dla 73  osobnikow
reprezentujacych dwa cytopypy, opisano wewnatrzgatunkowa zmiennos$¢ gatunku i wykazano
wyzsze $rednie warto$ci analizowanych cech u osobnikéw tetraploidalnych, potwierdzajac
uzyskane wyniki odpowiednimi testami statystycznymi. Postawiona przez Doktoranta
hipoteza moéwigca, ,ze istnieja znaczace i powtarzalne réznice morfologiczne migdzy
cytoptypami F. amethystyiana, ktére nie zostaly uwzglednione w obecnym ujgciu
taksonomicznym w podziale na podgatunki zostata odrzucona”. W badaniach nie znaleziono
bowiem takich cech, na podstawie ktorych mozliwe byltoby odrdznienie cytotypow
diploidalnego i tetraploidalnego.

Druga praca ocenianej rozprawy doktorskiej zawiera wyniki dotyczace oceny
przydatnosci loci mikrosateliatrnych opracowanych przez Seggara-Moragues i Catalana w
2011 r. dla Festuca gauteri, w badaniach genetycznych Festuca tatrae i F. amethystina. Jest
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to typowo metodyczna praca, ktorej zadaniem byta amplifikacja 10 loci mikrosateliatrnych w
populacjach badanych gatunkéw i sprawdzenie ich polimorfizmu. W efekcie wykazano, ze
opracowane dla F. gauteri loci z powodzeniem mogg by¢ réwniez wykorzystywane w
badaniach zmiennosci genetycznej analizowanych w pracy taksonéw. Wszystkie analizowane
loci wykazaly polimorfizm. tgcznie zidentyfikowano az 163 allele, na podstawie ktorych
przeprowadzono analizy statystyczne 1 oszacowano parametry opisujagce zmienno$é
genetyczng badanych populacji. Zmodyfikowana w niniejszej pracy metodyka amplifikacji
loci zostata nastepnie wykorzystana w badaniach zmiennosci genetycznej na szerszg skalg.
Wyniki tych analiz opisano i przedyskutowano w przygotowanym i ztozonym do redakcji
czasopisma Journal of Biogeography manuskrypcie. Wyniki tych badan uwazam za
intersujace, aczkolwiek odnosze wrazenie, ze potencjat uzyskanych danych nie zostat w petni
wykorzystany. Gléwna hipoteza glosi, ze ,,postglacjalna dynamika zasiegéw badanych
gatunkow zwigzana byla z poziomem ploidalnosci populacji.” Aby zweryfikowaé powyzsza
hipotez¢ badaniami objeto tacznie 20 europejskich populacji F. ametystina i F. tatrae (590
osobnikow), dla ktoérych wykorzystujac 9 z 10 uprzednio testowanych loci oszacowano:
liczbe alleli, bogactwo alleliczne i liczb¢ prywatnych alleli. Strukture¢ genetyczng opisano
wykorzystujac analiz¢ dyskryminacyjng gléwnych skltadowych (DAPC). Wykazano, ze
analizowane gatunki/cytotypy charakteryzowaly si¢ podobnymi poziomem bogactwa
allelicznego i podobna liczbg alleli prywatnych, za$ przeprowadzona analiza dyskryminacyjna
ujawnita wyrazng struktur¢ genetyczna.

Trzecia opublikowana praca dotyczyla analizy poziomu metylacji DNA F. ametystina
i F. tatrae w warunkach stresu wodnego i temperaturowego. Przeprowadzone przez autorow
analizy umozliwily weryfikacje postawionej hipotezy méwiacej o tym, ,,ze osobniki badanych
gatunkow roznig si¢ w epigenetycznej reakcji na stres pogodowy w zaleznosci od poziomu
ploidalnosci i pochodzenia geograficznego. Powyzsza hipoteza zostala pozytywnie
zweryfikowana, a uzyskane wyniki potwierdzily: wzrost poziomu globalnej metylacji DNA
w warunkach stresu i wykazaly, ze najmniejszym poziomem metylacji charakteryzowala si¢
F. tatreae, oraz ze ro$liny pochodzace z podobnych siedlisk wykazywaly podobny poziom
metylacji DNA.

Po analizie tej cz¢Sci rozprawy stwierdzam, ze uzyskane przez doktoranta wyniki
sg oryginalne, interesujace i stanowia wklad w rozwdj dyscypliny nauki biologiczne.

3. UWAGI

Recenzja dysertacji przygotowanej w formie cyklu powigzanych tematycznie
opublikowanych artykulow naukowych jest niezwykle przyjemna, poniewaz zasadnicze
rozdzialy pracy (artykuly naukowe) byly wczesniej recenzowane w trakcie procesu
redakcyjnego przez ekspertow z dziedziny jakiej dotycza badania, tak wigc nie ma potrzeby
ich szczegdtowego analizowania pod katem poprawnosci wykonanych badan i sposobu ich
prezentacji .

Niemniej jednak, podczas lektury polskojezycznego streszczenia nasunely mi sie
nastepujgce pytania i uwagi, ktore przedstawiam ponize;.

1. W streszczeniu pracy, w ktorym doktorant ttumaczy zasadno$¢ podjetych badan,
niestety nie znalaztam zadnych informacji o podziale Festuca amethystina na
podgatunki oraz o pochodzeniu tetraploidow tego gatunku. W artykule po$wigconym
testowaniu loci mikrosatelitarnych, autorzy wspomnieli, Zze cytotyp tetraploidalny tego
gatunku powstal prawdopodobnie w wyniku jednoczesnych procesow hybrydyzacji i
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poliploidyzacji migdzy diploidami F. amethystina i F. tatrae (Smarda et al., 2008).
Uwazam, ze w kontek$cie podjetych badan i postawionych hipotez naukowych jest to
do$¢ istotne zagadnienie, ktére nalezaloby poruszy¢ we wprowadzeniu. Znacznie
utatwiloby to czytajacemu zrozumienie podjetych badan.

2. Po zapoznaniu si¢ z postawionymi przez doktoranta hipotezami naukowymi mam
pewne uwagi i sugestie. Odnoszac si¢ do hipotezy 2, uwazam ze, w tym przypadku
nie mozna moéwié o opracowaniu efektywnych narzedzi do analiz genetycznych.
Autorzy jedynie testowali efektywno$¢ opracowanych w 2011 roku przez Segarra-
Moraguesa i Catalana 10 loci mikrosatelitarnych i sprawdzali ich uzytecznos¢ w
badaniach genetycznych gatunkow F. tatrae i F. amethystina.

Natomiast hipoteza 3 niniejszej rozprawy glosi ze, postglacjalna dynamika zasiegow
badanych gatunkéw zwigzana byla z poziomem ploidalnosci populacji. Prosz¢ mi
wyjasni¢ jak to si¢ odnosi do F. fatrae, ktoéra jest diploidem ?

Podobng uwage mam do ostatniej sformulowanej hipotezy mowigcej o tym, ze
osobniki badanych gatunkéw réznig si¢ w epigenetycznej reakcji na stres pogodowy w
zalezno$ci od poziomu ploidalnosci.

3. W manuskrypcie pracy wystanej do Journal of Biogeography autorzy przeprowadzili
analizy zmienno$ci genetycznej lacznie dla 590 osobnikow F. tatrae i F. amethystina
reprezentujgcych odpowiednio 8 i 16 populacji. Jestem ciekawa dlaczego w analizach
wynikéw autorzy ograniczyli si¢ w zasadzie do trzech parametréw opisujgcych
poziom wewnatrzpopulacyjnej zmiennosci genetycznej (liczba zamplifikowanych
alleli, liczba alleli prywatnych i bogactwo alleliczne) a pomineli informacje o
heterozygotycznosci obserwowanej (Ho) i oczekiwanej (/e), wartosci wspdltczynnika
wsobnosci, wskazniku polimorfizmu (PIC) czy prawdopodobienstwie identyczno$ci
genotypéw dwoch losowo wybranych osobnikéw. By¢ moze nalezaloby rozwazy¢
oszacowanie rowniez wartosci tych parametrow i uwzglednienie ich w wynikach.
Uwazam, ze dane te byly by rowniez interesujace w kontekscie postawionej hipotezy i
znacznie wzbogacity by wyniki.

4. Moje kolejne pytanie odnosi si¢ do analiz zmiennosci miedzypopulacyjnej, ktorej
wyniki sg przedstawione i dyskutowane w manuskrypcie pracy. Dlaczego analizy
zmienno$ci migdzypopulacyjnej przeprowadzono oddzielnie dla gatunkow i
cytotypow. Majgc na uwadze pokrewiefistwo analizowanych gatunkéw, w tym przede
wszystkim obecno$¢ tetraploidow F. amethystina, analizy uwzgledniajace wszystkie
populacje mogty by dostarczy¢ wielu ciekawych wynikow. Szczegétowe analizy
odnoszace si¢ do jakosci i czestosci alleli u wszystkich badanych osobnikow jak
rowniez bayesowskie metody grupowania (np. Structure) mogly by pomoéc w
odpowiedzi na pytanie czy badane gatunki/ cytotypy posiadajg wspolng pule genowa ?

5. Po lekturze polskojezycznego streszczenia pracy znalaztam pewne niescistosei.
Czwarte zadanie badawcze o brzmieniu ,,Analiza filogeograficzna a zmiany
potencjalnych zasiegdw cytotypow F. amethystina i F. tatrae polegalo m.in. na
analizie prawdopodobnych scenariuszy postglacjalnej historii gatunkéw w oparciu o
dane genetyczne i modelowanie zasiegdw. Zarowno w metodyce badan jak rowniez w
rozdziale wyniki Doktorant nie odniost si¢ do zagadnien zwigzanych z modelowaniem
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zasiegdw. Dlaczego ta czg$¢ wynikow zostala pominigta, tym bardziej, ze w
podsumowaniu i wnioskach Doktorant nawigzuje do tych danych.

W rozdziale 4.5 Podsumowanie i wnioski, Doktorant pisze, ze populacje tetraploidalne
charakteryzowal wiekszy zasigg geograficzny i wigksza dynamika zmiany zasiggu
geograficznego na przestrzeni czasu. Chciatabym pozna¢ opini¢ doktoranta odnosnie
ewentualnej roli zmiennosci genetycznej w sukcesie ewolucyjnym poliploidow ?

Poziom zréznicowania genetycznego populacji oceniono szacujgc  wartos¢
wspolczynnika GST. Prosze o wyjasnienie dlaczego wykorzystano ten parametr, nie
za$ wspotczynniki FST i RST (Wright 1952).

Prosz¢ o wyjasnienie co Doktorant mial na mysli piszac m.in. na str. 23
polskojezycznego wprowadzenia, ze  ,przeplyw genéw migdzy  wigkszoscig
badanych populacji byt niski lub wrecz nieobecny. Na podstawie analizy jakich
parametrow doszedl Pan do takiego wniosku prosze o wyjasnienie ?

Badania genetyczne przeprowadzono dla 20 populacji. Niestety ani w streszczeniu,
ani w przygotowanym manuskrypcie nie podano jaka byta liczebno$¢ poszczegdlnych
populacji. Prosz¢ o uzupehienie tej informacji. Jest ona do$¢ pomocna w interpretacji
parametrow opisujacych zmienno$¢ genetyczng na poziomie populacji.

W tabeli S2, stanowigcej zalgcznik do manuskryptu pracy wystanej do redakcji
Journal of Biogeography podajac wielko$¢ zamplifikowancyh alleli sugeruj¢ podac
przedziaty wielkosci, ktore uwzglednity by wielkosci wszystkich zamplifikowanych w
danym locus alleli.

W mojej opinii stwierdzenie ,,stres pogodowy”, ktore pojawilo si¢ w polskoj¢zycznym
streszczeniu pracy jest dos¢ niefortunne.  Sugerowalabym zastgpienie  tego
sformutowania np. stresem spowodowanym przez niekorzystne warunki pogodowe
lub porostu przez stres temperaturowy i stres wodny.

Niestety w polskojezycznym streszczeniu Doktorant nie unikngt niedociggnig¢
edytorskich (m. in. literowki, bledy edytorskie), nie rzutuje to jednak na jakos¢
prezentowanych wynikow.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac ocene rozprawy doktorskiej pana mgr. Przemystawa Tomczyka, pragne
podkreslié, ze bez watpienia stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie nauki biologiczne, a takze

potwierdza umiejetnos¢é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Pan mgr. Przemystaw

Tomczyk zastosowat réznorodne metody badan, ktére dostarczyty wartosciowych danych, a
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uzyskane wyniki maja duzg warto$¢ poznawcza i wnosza istotny wkltad w poznanie poziomu
zmiennosci fenotypowej, genetycznej i epigenetycznej F. amethystina i F. tatrae.
Sformutowane w recenzji uwagi i pytania nie pomniejszaja wartosci zaprezentowanych
wynikdw, a jedynie maja stuzy¢ dyskusji.

WNIOSEK KONCOWY

W mojej opinii recenzowana rozprawa doktorska pt. ,,Zmiennos¢ fenotypowa,
réznorodno$¢ genetyczna oraz reakcje epigenetyczne w relacji do poziomu ploidalnosci
u Festuca amethystina L. i F. tatrae (Czako) Degen (Poaceae).” spelnia wszystkie
wymagania okre§lone w artykule 20 ust. 5 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2 2003 , Nr
65, poz. 595 z p6in. zm.) stawiane rozprawom doktorskim. Na tej podstawie zwracam
si¢ do Komisji Uniwersytetu L.odzkiego ds. stopni naukowych w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr.
Przemyslawa Tomczyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Olsztyn 14.08.2023

Z powazaniem
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